LIETUVOS SVEIKATOS MOKSLU UNIVERSITETAS
MEDICINOS AKADEMIJA

Laimutis Kucinskas

METABOLINES KEPENU LIGOS:
VILSONO LIGOS IR
HFE-HEMOCHROMATOZES
GENETINE CHARAKTERISTIKA

Daktaro disertacija
Biomedicinos mokslai,
medicina (06B)

Kaunas, 2013



Disertacija rengta Lictuvos sveikatos moksly universitete Medicinos akade-
mijoje.

Disertacija ginama eksternu.

Mokslinis konsultantas

prof. habil. dr. Limas Kupc¢inskas (Lietuvos sveikatos moksly universi-
tetas, biomedicinos mokslai, medicina — 06B)

Disertacija ginama Lietuvos sveikatos moksly universiteto Medicinos
akademijos medicinos mokslo krypties taryboje:

Pirmininkeé

prof. habil. dr. Vaiva Lesauskaité (Lietuvos sveikatos moksly universi-
tetas, biomedicinos mokslai, medicina — 06B)

Nariai:
prof. habil. dr. Algimantas Irnius (Vilniaus universitetas, biomedicinos
mokslai, medicina — 06B)
prof. dr. Gediminas Kiudelis (Lietuvos sveikatos moksly universitetas,
biomedicinos mokslai, medicina — 06B)
prof. dr. Algirdas Utkus (Vilniaus universitetas, biomedicinos mokslai,
medicina — 06B)
prof. dr. Marcis Leja (Latvijos universitetas, biomedicinos mokslai,
medicina — 06B)

Disertacija bus ginama vieSame Medicinos krypties tarybos posédyje 2013 m.
geguzés 14 d. 14 val. Lietuvos sveikatos moksly universiteto Kardiologijos
instituto Simpoziumy saléje.

Adresas: Sukiléliy pr. 17, LT-50161 Kaunas, Lietuva.



LITHUANIAN UNIVERSITY OF HEALTH SCIENCES
MEDICAL ACADEMY

Laimutis Kucinskas

METABOLIC HEPATIC DISEASES:

GENETIC CHARACTERISTICS
OF WILSON DISEASES AND
HFE-HEMOCHROMATOSIS

Doctoral Dissertation
Biomedical Sciences,
Medicine (06B)

Kaunas, 2013



Dissertation has been prepared at the Medical Academy of Lithuanian
University of Health.

Dissertation is defended extramurally.

Scientific consultant:
Prof. Dr. Habil. Limas Kupcinskas (Lithuanian University of Health
Sciences, Biomedical Sciences, Medicine — 06B)

Dissertation is defended at the Medical Research Council of the
Medical Academy of Lithuanian University of Health Sciences

Chairperson
Prof. Dr. Habil. Vaiva Lesauskaité (Lithuanian University of Health
Sciences, Biomedical Sciences, Medicine — 06B)

Members:
Prof. Dr. Habil. Algimantas Irnius (Vilnius University, Biomedical
Sciences, Medicine — 06B)
Prof. Dr. Gediminas Kiudelis (Lithuanian University of Health Scien-
ces, Biomedical Sciences, Medicine — 06B)
Prof. Dr. Algirdas Utkus (Vilnius University, Biomedical Sciences,
Medicine — 06B)
Prof. Dr. Marcis Leja (University of Latvia, Biomedical Sciences, Me-
dicine — 06B)

Dissertation will be defended at the open session of the Medical Research
Council of Lithuanian University of Health Sciences at 14:00 on the 14" of
May 2013, in the Simposium auditorium of Institute of Cardiology of
Lithuanian University of Health Sciences.

Address: Sukiléliy 17, LT-50161 Kaunas, Lithuania.



TURINYS

SANTRUMPOS ..o et r et s r e ene e 7
TVADAS s 8
Darbo tikslas ir UZAAVINIAT .....eciiiiiiiiiii 9
Darbo UZAavInIai:......ccoceiiiiiiiiii 9
Darbo aktualumas i NAUJUMAS........cueveierierieieriesteeseeieseessessessessessessesseesseseessessessessenses 10

1. LITERATUROS APZVALGA ......oirvviiereiecesiosesiesessssssesssessssssssessssseses e 11
1.1, Vilsono liga: epidemiologija........cccciivrieiiienieeiie e s 11
1.2, Vilsono ligos molekuliniai mechanizmai...........ccocooeveviieneieninencieneceeee 11
1.3.  Vilsono liga: molekuling genetika ...........ccccevvererinine i 13
1.4, Vilsono liga: Klinikiniai SIMPtomal ..........ccccccviiiiineinieee e 16
1.4.1. Virskinimo organy sistemos pazeidimai.........c.ccccevverierinineciierincnennens 17

1.4.2. Nervy sistemos pazeidimal.........cccccevvirrerininienienenene e 17

1.4.3. Kity organy ir sistemy pakitimal .........ccecvrirereeneerienie e 18

1.5.  Vilsono liga: biocheminiai pOKYCiai ........ccoovvviiiiiiiniiicis e 19
1.6.  Vilsono ligos genotipo - fenotipo S3Saja........c.uvreiererreienereereieseneeesreesre e 20
1.7.  Gelezies apykaitos mechanizmas..........cocovverieninien e 21
1.8. Padidéjusio geleZies kaupimo organizme ligos........ccovevverereniiinienieie e 23
1.9. HFE - hemochromatozés epidemiologija ir molekuliné patogenezé................... 24
1.10. HFE geno mutacijy KilmMeE .......ccocoviiieieiriie e s 27
1.11. HFE geno mutacijy paplitimas........ccccuereerrerierineneeieieeie s e 27
1.12. HFE — hemochromatozes fOrmos..........cc.eovreiiireienenincieseneesneese e 30
1.13 HFE hemochromatozés laboratoriniai pakitimai ...........c.cccvevviiniiniiincinennns 31

2. METODIKA ..ottt ettt b et b ettt nn et abe e 32
2.1, THFIAMIEJE c.eevieeiiti ettt 32
2.1.1. Vilsono liga sergantieji ir jy giminaiiai.........cccvrervrerrerirenereenenieennens 32

2.1.2. Savanoriai Kraujo donOrai...........ccccovriiiiiinicniiiince s 33

2.2. DNR isskyrimas i§ periferinio kraujo 1eukoCity.........cccoovvviiiniiniiicniniiiieinns 33
2.3. DNR koncentracijos ir grynumo jvertinimas spektrofotometru............cccocoeneene. 35
2.4. Polimerazés grandininé reakcija (PGR).......ccooiiiiiiiiiniiicccceesci 36
2.5, ATP7B geNn0 SEKOSKAIA .....ccuevvviieieriiieeieic e s 37
2.6. ATP7B geno c.3207C>A (p.His1069GIn) mutacijos nustatymas .............ccoceevee. 37
2.7.  HFE geno 2 egzono gausinimo PGR reakcijos protokolas..........c.ccveeevveiriennns 42
2.8.  HFE-hemochromatozés HFE geno 4 egzono gausinimas............ccocovveeeiencninnns 44
2.9. Agarozes gelio eleKtroforeze .........oovviiiiiiiiiiii i 46
2.10. Restrikcijos fragmenty ilgio polimorfizmo (RFIP) analizé...........c.ccoovvvvvvivinnnns 48
2.11. GeNOLIPO VEIINIMAS. ...cveitiitiiiieiieieie ettt sttt sb bbb bbb s 52
2.12. Statistiné duomeny analize ...........ccocoviiiiiiiiiin i 57



3. REZULTATAL ..ot e 59

3.1.  ATP7B geno mutavusiy aleliy daznis..........cccooererinininienene e 59
3.2.  Vilsono liga serganciyjy genotipavimo rezultatai..........cocoovvvrveriniininennenn 59
3.3.  Vilsono liga serganéiyjy giminiy genotipavimo rezultatai ..........c.ccovevereerrreenns 61
3.4.  Vilsono ligoniy klinikiniy poZymiy tyrimy rezultatai.............c.cocveerernienenennn 63
3.5.  Vilsono ligoniy biocheminiy tyrimy rezultatai ...........c.ccoovvvvriiiniiiininiinicens 64
3.6. Vilsono liga serganciyjy genotipo — fenotipo sgsajos tyrimo rezultatai.............. 67
3.7.  HFE — hemochromatozés aleliy ¢.845G>A (p.Cys282Tyr), c.187C>G
(p-His63Asp) ir c.193A>T (p.Ser65Cys) daznis Lietuvos populiacijoje ............ 68
3.8. HFE — hemochromatozés genotipy daznis Lietuvos populiacijoje ...........cccenine 70
3.9. HFE — hemochromatozés genotipy daznis skirtinguose Lietuvos
etNOKUILTIINIUOSE TEZIOMUOSE ...evvverrieirieiiesiee et e 71
4. REZULTATU APTARIMAS ...t e 76
ISVADOS ...t 82
BIBLIOGRAFITOS SARASAS ...t ee e 84
PRIEDAL ...ttt ettt ettt s e e st bt e et e e be e snbeesnbeennne et 94
MOKSLO STRATIPSNIAL ..ottt 97
SUMMARY ...ttt ettt bbbt bbbttt bbbt 108



ATP7B
BMR
BMP
BMPR
Bp
CYBRD1
CTR1
DMT1
DNR
ERK1/2
Fe
HAMP
HIV
HLA
HO1
KFZ

PCFT
PGR
Pl
RNR
SMAD
Tf
TfR1
TfR2
VL
FPN

SANTRUMPOS

P tipo vario transporto—adenozintrifosfatazés genas
branduolinis magnetinis rezonansas

kauly morfogenetinis proteinas

kauly morfogenetinio proteino receptorius
baziy pora

geleZies-chelato reduktazés baltymas
vario transporto baltymas 1

dvivalenc¢iy metaly perneséjas
dezoksiribonukleininé rugstis
ekstraceliuliniy signaly reguliuojamos kinazés
gelezis

hepcidinas

hemojuvelinas

zmogaus leukocity antigenas
hemooksigenaz¢ 1

Kaizerio FlaiSerio ziedas

mutaves alelis

normalus alelis

su protonu susietas folaty perneséjas
polimerazés grandininé reakcija
pasikliautinasis intervalas

ribonukleininé riigstis

baltymas pries DPP homologa
transferinas

transferino receptorius 1

transferino receptorius 2

Vilsono liga

feroportino baltymas



IVADAS

Europos sgjungoje reta liga serga penki arba dar maziau asmeny i$ deSimt
tukstan¢iy individy. Nors retyjy ligy daznis néra didelis, bet serganciyjy gali
bati daug, kadangi yra zinoma mazdaug 7 000 ligy. Retos ligos daZnai kelia
grésme gyvybei ar nuolat sekina. Todél $iy ligy diagnostika ir gydymas yra
vienas S sveikatos programy prioritety Europos sajungos valstybése.
DaZniausiai ligoniy, serganciy Siomis ligomis, iSgydyti negalima, taciau anksti
diagnozavus galima pagerinti serganciyjy gyvenimo kokybe ir pailginti jo
trukme. Vilsono liga (VL) ir HFE-hemochromatozé — monogeninés, pagal
Mendelio désnius paveldimos retos ligos. Siy ligy priezastis yra P tipo vario
transporto — adenozintrifosfatazés (ATP7B) arba HFE geny mutacijos,
sukeliancios gyvybei pavojingas létines ligas. Vélyvas Siy ligy gydymas biina
sudétingas ir (ar) brangus ir tik ankstyva diagnostika bei laiku pradétas
gydymas padeda i$vengti komplikacijy ir ankstyvos mirties. Sios ligos
pazeidzia virskinimo, nervy, atramos — judéjimo ir kity organy sistemas. Todél
nustatant Sias ligas yra labai svarbus jautrus ir specifiskas molekulinis genetinis
tyrimas.

ATP7B geno mutavusiy aleliy neSiotojy ir serganc¢iyjy Vilsono liga daznis
pirmg kartg nustatytas Airijoje ir Vokietijoje tiriant asmenis pazeista nervy
sistema [7, 88]. Atlikus $iy Saliy populiacijy tyrimus nustatyta, kad 1: 30 000—
1: 50 000 i$ populiacijos serga VL. Heterozigotiniy individy daznis tiriamose
populiacijose buvo 1:90-1:150 [88]. PanaSus heterozigotiniy individy daznis
1:30 000-1:50 000 gali buti ir Lietuvoje, todél Sia liga serganciy asmeny
Lietuvoje galéty buti 70-100 asmeny. Vilsono liga sergantiesiems nustatomi
nervy bei virskinimo sistemos pakitimai, kurie pasireiskia kepeny pazeidimais
(ciroze, kepeny funkcijos nepakankamumu, tGmiu ar létiniu hepatitu),
Parkinsono ligos simptomais ir psichikos poky¢iais [4]. Re¢iau nustatomi kity
organy sistemy pazeidimai. Laiku paskyrus gydyma liga neprogresuoja, galima
iSvengti ligos komplikacijy bei nejgalumo. Vilsono liga diagnozuojama
koncentracijos kraujo plazmoje, vario koncentracijos nustatymu paros Slapime
ir Sio metalo koncentracijos tyrimu kepeny biopsijos bandinyje). Visi auks¢iau
paminéti laboratoriniai tyrimai yra nepakankamai jautras ir specifiski. Todél
tiesioginis mutacijy nustatymas ATP7B gene yra svarbus patvirtinant VL
diagnoze ir nustatant asimptominius giminai¢ius. Skirtingose Salyse yra
paplitusios jvairios mutacijos, todél vienas i$ uzdaviniy buvo nustatyti Lietuvos
populiacijai budingas ATP7B geno mutacijas.

HFE-hemochromatozé yra autosominé recesyviné liga, dazniausiai pazei-
dzianti kepenis. Sergant Sia liga reciau nustatomi Sirdies, sanariy, séklidziy
pazeidimai, Kuris atsiranda dél padidéjusio gelezies kaupimosi. Ligai budingas
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nevisiSkas penetrantiSkumas ir jvairi ligos ekspresija. Be klinikinés ligos
formos yra asimptominé (latentin¢) ir biocheminé ligos formos, kurioms
budingi tik biocheminiai pakitimai (padidéjusi feritino koncentracija ir
transferino saturacija) arba tik genotipas, lemiantis ligos atsiradimg. Reciausia
Sios ligos forma yra klinikiné — jai budingi klinikiniai pozymiai ir genotipas
c.[845G>A]; [845G>A] p.[Cys282Tyr]; [Cys282Tyr] arba c.[845G>A];
[187C>G] p.[Cys282Tyr]; [His63Asp], lemiantis padidéjusj gelezies kaupimag
[1]. Molekulinis genetinis tyrimas padeda atskirti pirming hemochromatoz¢ nuo
antrinés bei nustatyti asimptomines ligos formas, kuriy progresavimas véliau

Trijy pagrindiniy HFE geno c.845G>A (p.Cys282Tyr), c.187C>G
(p.His63Asp) ir c.193A>T (p.Ser65Cys) mutacijy nustatymas yra
nesudétingas ir nustacius HFE-hemochromatoze sig liga gydyti yra pigu ir
paprasta (gydymo metodas flebotomija — kraujo nuleidimas). Flebotomija
padeda iSvengti ligos komplikacijy bei negalios, todél svarbu yra nustatyti
asimptominés (latentinés) HFE-hemochromatozés dazni ir klinikingje
praktikoj,e ijtariant $ig liga, turéty buti atlickamas molekulinis genetinis
tyrimas patvirtinantis kliniking ir laboratoring diagnoze.

Darbo tikslas ir uzdaviniai

Darbo tikslas buvo nustatyti ligoniy, serganciy metabolinémis kepeny
ligomis — Vilsono liga ir HFE-hemochromatoze geny mutacijas ir siy ligy
fenotipines charakteristikas bei istirti HFE geno pagrindiniy mutavusiy aleliy
daznj Lietuvos savanoriy kraujo donory populiacijoje.

Darbo uZdaviniai:

1. Nustatyti Vilsono liga sergan¢iyjy ir jy pirmos eilés giminaiciy
ATP7B geno mutacijas bei jy dazn;.

2. Ivertinti genetinio tyrimo reikSme Vilsono ligos diagnostikai.

3. Istirti HFE geno ¢.845G>A (p.Cys282Tyr), ¢.187C>G (p.His63Asp)
ir ¢.193A>T (p.Ser65Cys) mutacijy daznj Lietuvos sveiky kraujo
donory populiacijoje.

4. Nustatyti asimptominés HFE-hemochromatozés daznj Lietuvos
sveiky kraujo donory populiacijoje.

5. Istirti HFE geno mutacijy ¢.845G>A (p.Cys282Tyr), c.187C>G
(p.His63Asp) ir c.193A>T (p.Ser65Cys) paplitimo skirtumus atskiruo-
se Lietuvos etnokulttiriniuose regionuose.



Darbo aktualumas ir naujumas

Pirmg kartg Lietuvoje nustatant ar patvirtinant Vilsono ligg buvo naudota
molekuliné genetiné diagnostika. Sio darbo metu molekuliniais genetiniais
metodais patvirtinta Vilsono ligos diagnoz¢, nustatyti asimptominiai asmenys
ir aptiktos Lietuvos populiacijai budingos ATP7B geno mutacijos bei
nustatytas jy daznis. Remiantis tyrimo rezultatais pasitilytas laboratorinis
diagnostinis algoritmas Vilsono ligai patvirtinti. Pirma karta Lietuvoje buvo
tirti savanoriai Lietuvos kraujo donorai ir nustatytas trijy dazniausiy ir
svarbiausiy HFE geno mutacijy paplitimas Lietuvos populiacijoje bei aptiktas
statistiSkai patikimai didesnis ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos daZnis
Zemaitijos etnokultiiriniame regione.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Vilsono liga: epidemiologija

Vilsono liga (OMIM 277900) yra autosominiu recesyviniu biidu
paveldima liga, kuria sergama visose populiacijose [13]. Sios ligos metu
sutrinka vario ekskrecija su tulzimi, didéja intralgsteliné vario koncentracija
parenchiminiuose organuose ir atsiranda klinikiniai ligos pozymiai [22].
Dazniausiai Vilsono liga pasireiskia antrg arba treéig gyvenimo deSimtmetj
virskinimo ir nervy sistemos pazeidimy kombinacija. VL daznis buvo
nustatomas analizuojant Sios ligos atvejy skai¢iy per metus arba autopsijy
metu buvo ieskoma ligoniy su specifiniais Vilsono ligos pazeidimais [29, 45].
Sie metodai néra tiksliis, bet atlikus keletos skirtingy populiacijy tyrimus
buvo nustatyta, kad Sios ligos daznis yra 1:30 000-1:50 000, o heterozigotiniy
individy daznis skirtingose populiacijoje svyruoja nuo 1:90 iki 1:150 [4].

1.2. Vilsono ligos molekuliniai mechanizmai

Vienintelis Vilsono ligos genas yra ATP7B (P tipo adenozintrifosfataze,
dalyvaujanti vario transporte) [101, 14]. Sio geno vieta yra 13 chromosomos
ilgojo peties viduryje (13q14.3-g21.1) ir jj sudaro 21 koduojantis egzonas.
ATP7B geno produktas yra ATP7B baltymas, kurio didziausia raiSka yra
kepenyse, inkstuose ir placentoje [101]. ATP7B baltymas sudarytas i§ SeSiy
vario jonus prijungian¢iy domeny, transdukcijos domeno (amino rugstys 837-
864, jame yra daZnai pasikartojantis Thr-Gly-Glu motyvas), katijony kanalo ir
fosforilinimo domeny (amino rtgstys 971-1035, jame yra konservatyvus Asp-
Lys-Thr-Gly-Thr motyvas), nukleotidy prisijungimo motyvas ir astuonios
hidrofobinés sekos. ATP7B geno struktiira pavaizduota 1.2.1 paveiksle.

... zﬁ
szmia—qxG

,
C.zum e EE
_ noO<Zo

1.2.1 pav. ATP7B geno struktira
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Varis i$ kraujo, dalyvaujant hepatocity plazminéje membranoje esan¢iam
vario transporto baltymui (CTRI1), patenka j kepeny lasteliy citoplazma.
Hepatocituose gliutationas ir metalotioninas susijungia su didZigja dalimi laisvo
vario ir apsaugo lastele nuo toksinio vario poveikio. Varis jungiasi su ATOX1
baltymu ir yra transportuojamas lasteléje. Jeigu lasteléje vario koncentracija yra
nedidelé tuomet ATP7B baltymas, esantis trans—GoldZio membranoje perkelia
varj 1 Goldzio aparato vidy ir sujungia su ceruloplazminu, sudarydamas vario-
ceruloplazmino kompleksa. Vario—ceruloplazmino kompleksas keliauja iS
hepatocito j periferinius audinius. Jei vario koncentracija lasteléje didele, varis
jungiasi su MURRI1 baltymu ir vario perteklius patenka j tulzj [4]. Vario
patekimo j hepatocita ir Sio metalo apykaitos schema pavaizduota 1.2.2 pav.

1.2.2 pav. Vario patekimo j hepatocitq schema
(modifikuota pagal Afta et.al 2007)

Padidéjus vario koncentracijai jvairiy organy lastelése (kepeny, galvos
smegeny neuronuose, ragenos ir kt. lastelése) atsiranda oksidaciniy pazeidimy,
nulemianéiy Vilsono ligos vystymasi [38]. Tai jrodo ir VL serganéiyjy
hepatocity tyrimai: padidéjgs deguonies laisvyjy radikaly kiekis, lipidy
oksidacija bei atsirandantys DNR pazeidimai [4].

Vilsono ligos atveju néra visiskai aiski genotipo — fenotipo sasaja, kadangi
ir mutacijy pobudis atskiruose ATP7B baltymo dalyse ir laisvyjy radikaly
padidéjimas lasteléje nepaaiskina visy atsirandanciy poky¢iy. Tiriant bakterijas
jrodyta, kad varis konkuruodamas su gelezimi gali pakeisti gelezies atomus ir
susidargs vario-fermenty kompleksas sutrikdo normalig elektrony pernasos
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granding [60]. Sis elektrony perna$os grandinés sutrikdymas gali jtakoti
laisvyjy radikaly padidéjima bei simptomy atsiradimg.

1.3. Vilsono liga: molekuliné genetika

Sekoskaita arba kitais molekuliniais genetiniais metodais istyrus Vilsono
liga serganciyjy ATP7B geng nustatyta daugiau negu 500 mutacijy (Kardifo
universiteto Velse mutacijy duomeny bazés duomenimis) ir (Albertos
Universiteto Kanadoje Vilsono ligos mutacijy duomeny bazés duomenimis).
Dauguma nustatyty mutacijy yra ,,missens” (Kitaprasmés) tipo, retesnés —
insercijos (intarpai), delecijos (iSkritos), delecijos (iSkritos) ir insercijos
(intarpai) kartu (indels tipo) bei ,,sukirpimo* tipo mutacijos. Skirtingy Europos
Saliy populiacijose daznesné viena arba kelios, specifinés tai populiacijai,
mutacijos, kity rasiy mutacijos btina nustatomos reciau. Pagal daZniausias
mutacijas ir Europos Saliy geografing padétj yra isskiriamos dviejy grupiy
Salys: Centrinés, Ryty ir Siaurés Europos 3aliy grupé ir Vidurziemio jiiros
regiono Saliy grupé [36]. Dazniausia ATP7B geno mutacija Centrinés, Ryty ir
Siaurés Europos $aliy populiacijose yra ¢.3207C>A (p.His1069GIn)., kurios
daznis Siy Europos S$aliy regiony populiacijose yra 35-40 proc. [36]. Be
¢.3207C>A (p.His1069GIn) mutacijos kitos ATP7B geno mutacijos yra
budingos tik tam tikry Saliy populiacijoms. Pvz., Didziojoje Britanijoje dazna
mutacija yra ¢.2305A>G (p.Met769Val), buvusioms Jugoslavijos tautoms
budinga citozino nukleotido insercija koduojancioje ATP7B geno grandinéje
tarp 2299 ir 3000 nukleotidy—c.2299insC, Lenkijos gyventojams budinga
€.3400delC mutacija [24, 36, 41].

Centrinés, Ryty ir Siaurés Europos 3aliy populiacijoms biidingos ATP7B
geno mutacijos apibendrintos 1.3.1 lentelgje.
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1.3.1 lentelé. Dazniausios ATP7B geno mutacijos Centrinés, Ryty ir Siaurés
Europos saliy populiacijose (modifikuota pagal Ferenci 20006)

Kitos
5 DaZniausia daZnos
Salis (nuoroda) N mutacija Egzonas mutacijos | Egzonas
(daznis proc.) (daznis
proc.)
S g c.3207C>A €.2930C>T
Svedija(Waldenstrom (D.HIS1069GIN) | 14 | (pThro77M | 13
et al.1996)
(33) et)
Danija (Moller et al c.3207C>A c.2336G>A
. | 41 | (p.His1069GIn) 14 (p. Trp779St 8
2011)
(18) op)
Austrija (Ferenci P c.3207C>A (c.2é|2 87?381:
(2005h) 125 | (p.His1069GIn) 14 P- 3r’) 8
(34,1) (6,4)
Vokietija (Ferenci c.3207C>A €.3400delC
2005b; Caca et all. 243 | (p.His1069GlIn) 14 p.Prol134fs 15
2001) (34,1) (4,3)
Beniliukso Salys 53 (ch%%g;é]n) 14
(Ferenci 2005b) (48.1)
Jungtiné karalysté c.3207C>A ¢.2305A>G
X 42 | (p.His1069GlIn) 14 (p.Met769V 8
(Curtis et al. 1999) (17) al) (8)
. c.3207C>A ¢.3400delC
Lenkija (Gromadzka |, |, His1069GIn) 14 p.Prol134fs 15
et al. 2005) (7.3)
Cekija ir Slovakija €.3207C>A
(Vrabelova et al. 200 | (p.His1069GIn) 14 c.34é)24<;elc 15
2005) (57) ’
.. c.3207C>A
Vengrija (Falhoffer et 109 | (p.His1069GIn) 14
al. 2007)
(71 proc.)
Buvusios ¢3207C>A
Jugoslavijos Salys 35 (p.HI(S“lé)gé)Gln) 14 (C'%ngggn;g) 8
(Ferenci 2005(b)) : p-
Bulgarija (Todorov et 89 | ( CHﬁgggggén) €.2299insC 8
al., 2005) P- (55.8) (p.Pro767fs)

VidurZzemio jiiros regiono $alyse ATP7B geno ¢.3207C>A (p.His1069GIn)
mutacija yra retesné, bet S§i mutacija taip pat yra dazniausiai nustatoma
Vidurzemio jtros Salyse. Dazniausiai Si mutacija yra nustatoma zemyninéje
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Italijoje, Graikijoje ir Turkijoje. Sardinijos gyventojams yra budinga -441/-447
del mutacija, Zemyninéje Ispanijoje p.Met645Arg, mutacija, o Kanary salose
(p.Leu708Pro) mutacija [55, 56, 39, 61].

DazZniausios ATP7B geno mutacijos VidurZzemio jiros Saliy regiono
populiacijose nurodytos 1.3.2 lenteléje.

1.3.2 lentelé. Dazniausios ATP7B geno mutacijos Vidurzemio juros Saliy
regiono populiacijose

Kitos
DaZniausia daZnos
Salis (nuoroda) N mutacija Egzonas mutacijos | Egzonas
(daZnis proc.) (daznis
proc.)
Zemyniné Italija c.3207C>A .
(Loudianos | 99 | (p.His1069GIn) 14 c.22oomsC 8
1998) (13) (6)
Kanary salos
(Garsia - 24 p.Leu708Pro 8
Villareal et (64)
al..2000)
Zemyniné
Ispanija 40 p.Met645Arg
(Margarit et al.. 27)
2005)
Graikija c.3207C>A
(Panagiotakaki | 63 | (p.His1069GIn) 14 p'RfZ@Q 13
etal. 2004) (35) (12)
.. . c.3207C>A
Turkija (Ferenci 80 | (p.His1069GIn) 14 A1003T 13
2005) (5.6)
94
Sardinija
(Loudianos 40 AT del 1 pomotorius | 2463delC 10
1998) (60.5)

Azijos Salyse dazniausia nustatoma c¢.2333G>T (p.Arg778Leu) mutacija,
kuri reta Europos Salyse [42]. Vienintelé $i mutacija yra labiau paplitusi Azijos
Saliy populiacijose, ji sudaro 34 proc. — 38 proc. mutacijy. Kity kontinenty
Salims taip pat biidingos savitos mutacijos. Pvz., Indijoje dazniausiai nustatoma
c.813C>A  (p.Cys271Ter) mutacija, Saudo Arabijoje - ¢.4193delC
(p.Ser1398fs) mutacija. Dazniau pasitaikan¢ios ATP7B geno mutacijos ne
Europos kontinento Salyse yra nurodytos 1.3.3 lenteléje.
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1.3.3. lentelé. ATP7B geno dazniausios mutacijos ne Europos Saliy

populiacijose
Salis Dazniausia Kitos daZnos
(nuoroda) n mutacija Egzonas mutacijos Egzonas
(dazZnis proc.) (dazZnis proc.)
Kinija (Giu et
al. 2003, Liu ¢.2333G>T
etal.. 2004, 150 (p.Arg778Leu) 8
Wu et al. (37,1)
2000)
Japonija
(Okadaet al. °'28(73‘(‘)‘)1‘31C ¢2333G>T
2000; 70 13 (p.Arg778Leu) 8
. 2871delC
Shimzuet al. (13,4)
1995) (15.9)
Koré¢ja ¢.2333G>T
(Kim et al. ? (p.Arg778Leu) 8
1998) (37,5)
Brazilija
(Deguti et al. 46 €.3400delC 15 p.Leu708Pro 8
2004) (30.8)
Saudo Arabija
(Al Jumah et 56 p.GIn1399Arg 21 p.Ser774Arg 8
al. 2004) (32) (16)

Wilson ir kt. 1912 metais pirmg kartg aprasé $ig liga kaip nozologinj
vienetg. Jau 1912 metais. S. A. Vilson nurodé, kad labiausiai budingi $iai ligai
yra kepeny ir nervy sistemos pakenkimai. Reciau biina psichikos pazeidimy
pozymiy ar nustatomas Kaizerio FlaiSerio Ziedas. Dar reiau pasitaiko—inksty
pazeidimas, hemoliziné anemija ar kity sistemy pazeidimai. Vilsono ligos

budingi saviti pakitimai, kurie apzvelgiami kituose $io skyriaus poskyriuose.
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Neuro- | Psichi- Kaizerio
o Daznis | PasireiSkimo | Kepeny . FlaiSerio
PoZymis . . loginé kos e
(proc.) laikas liga liea okv&iai Ziedas
g POky (proc.)
KT%Z““ ~40 | 6-45(3-70) + 4 +— ~50
Neurologi- ~/
CUrooBl | 40 6-50 Vidutinio | + +- ~90
né liga
sunkumo
- A -/
Polchikos | g | PauelSte | yigutinio |+ + ~90
POy jauny sunkumo
Hemoh.z.me Keletui Pe‘lauglysFe- + : _ +
anemija jaunysté

1.4.1. Virskinimo organy sistemos pazZeidimai

Kepeny pazeidimo pozymiai yra dazniausiai pasitaikantys Vilsono ligos
Klinikiniai pasireiskimai. Anksciausiai pasireiSkiantys poZymiai aprasyti
literatiiroje buvo nustatyti SeSeriy mety pacientams, veliausiai liga diagnozuota
aStuntajame deSimtmetyje [4, 110]. Dazniausiai liga pasireiskia treciajame—
ketvirtajame gyvenimo deSimtmetyje nuolat recidyvuojancia gelta. Taip pat
Vilsono ligai biidinga gelta buna dél hemolizés arba pasikartojancio kepeny
uzdegimo. Retesni kepeny pakenkimo pozymiai yra greitas nuovargis,
anoreksija, deSiniojo pasonkaulio skausmas ir autoimuninio hepatito pozZy-
miai — artropatija, odos bérimai, gelta bei pilvo skausmai [4]. Sunkiausia
kepeny pazeidimo forma — imus kepeny nepakankamumas, kuriam biidingas
sutrikes kraujo kreSé¢jimas, encefalopatija, intravaskuliné hemolize ir atsiran-
dantis ir greitai progresuojantis inksty nepakankamumas [77]. Létinio kepeny
pazeidimo metu biina portiné hipertenzija, splenomegalija, ascitas, hipoalbumi-
nemija bei koaguliopatija. [4]. Tiriant kepeny pakitimus biopsijos biidu nustato-
ma kepeny ciroze, fibroz¢, nekrozavusios lastelés. Retai randama kepeny
nekrozé be cirozes ir fibrozés [102, 92].

1.4.2. Nervy sistemos paZeidimai

Neurologiniai ir psichinés veiklos pokyc¢iai nustatomi 40 proc.—50 proc.
serganiyjy Vilsono liga. Yra pagrindinés dvi nervy sistemos pazeidimo
klinikinés formos:

1) akinetinis-rigidinis sindromas ar distoninis pazeidimas;

2) sindromas, kuriam budingas tremoras, ataksija, mikrografija, choréja

ar choreoatetozé [100].
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Subtilis pazeistos nervy sistemos pozymiai gali buti nustatomi iki ryskiy,
auks¢iau minéty simptomy komplekso pasireiskimo. Jie pasireiskia elgesio
pokyciais, blogesniais mokymosi rodikliais ir nesugebéjimu atlikti veiksmus,
kuriems reikalinga gera ranky—akiy koordinacija.

Kiti neurologiniai simptomai yra tremoras, sutrikusi motoriné koordina-
cija, seiletekis, dizartrija, distonija ir padidéjes spastiSkumas. Kartu su elgesio
pokyciais biina ir depresija bei nerimas. [4].

Tiriant Vilsono liga serganCiyjy galvos smegenis branduolinio magnetinio
rezonanso budu nustatomi ir morfologiniai pokyciai uodeguotajame
branduolyje, kiaute, blySkiajame kamuolyje, tarpiniy smegeny gumbure,
vidurinése smegenyse, tilte ir smegenélése. Galvos smegeny zievéje i$sivysto
atrofija ir baltos smegeny medziagos pakitimai. Pomirtinio galvos smegeny
tyrimo metu nustatomi lgsteliniai pakitimai yra padidéjes astrocity kiekis
pilkojoje galvos smegeny Zievéje, sumazejes neurony kiekis, gliozé ir daug
fibrilinio proteino [51, 98].

1.4.3. Kity organy ir sistemy pakitimai

Du dazniausi serganciyjy Vilsono liga akiy pakitimai yra Kaizerio-Flai-
Serio ziedas (toliau — KFZ ir ,saulégrazos formos“ katarakta). KFZ atsiranda

dél besikaupiandio vario ragenos Descemeto membranoje. KFZ parodytas
1.4.3.1 paveiksle.

1.4.3.1 pav. Lietuvos VL serganciojo Kaizerio-Flaiserio Ziedas ragenoje

,.Saulégrazos* katarakta matoma tik plySine lempa. Si kataraktos forma
regéjimo nesutrikdo. Retesni akiy pakitimai yra vistakumas, optinis neuritas ir
optinio disko blyskumas.
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Kiti reti ekstrahepatiniai simptomai — hipoparatireoidizmas, nevaisingu-
mas, pasikartojantys néStumo nutriikimai bei inksty pakitimai (Fankonio
sindromas). Be Fankonio sindromo, kurio metu sutrinka amino riigséiy ir kity
reikalingy organizmui medZiagy reabsorbcija btina hiperkalciurija bei
nefrokalcinozé. Ji atsiranda dél kanaléliy reabsorbcijos sutrikimy [59].

Labai reti kity organy sistemy pazeidimai yra osteoporoze, osteomaliacija,
spontaniniai luziai, suaugusiyjy rachitas, osteochondrozé, disekuojantis
osteochondritas, chondrokalcinozé, subchondriniy cisty formavimasis ir pirSty
pokyciai. Besikaupiantis varis Sirdyje gali sukelti kardiomiopatijg ir aritmijas,
nors tokie simptomai yra reti.

1.5. Vilsono liga: biocheminiai poky¢iai

Suaugusio Zmogaus organizme yra apie 100 mg vario, kurio pusiausvyra yra
palaikoma reguliuojant vario absorbcijg virSkinamajame trakte ir iSskyrimg su
tulzimi. Kiekvieng dieng su maistu ] miisy organizmg patenka 4—6 mg vario,
kurio 40 proc. (1,6-2,4 mg) yra absorbuojama ir tiek pat netenkama su tulzimi
[66]. Varis yra absorbuojamas skrandyje ir dvylikapirStéje Zarnoje ir j varty
venos kraujotakg patenka susijunges su baltymu albuminu arba amino ragstimi
histidinu. Dalis vario patenka j kepenis, dalis nukeliauja j periferinius organus
(raumenis ir smegenis). Vario pasiskirstymo organizme mechanizmas, kurj
reguliuoja kepenys, kol kas néra galutinai aiskus. Siuo metu nustatyta, kad
biocheminiai poky¢iai vykstantys serganciyjy Vilsono liga padeda Sios ligos
biocheminei diagnostikai. VL patvirtinti ir nustatyti naudojami biocheminiai
tyrimai: ceruloplazmino koncentracija kraujo serume, vario iSskyrimas su
Slapimu bei vario koncentracija kepenyse. Vilsono ligai yra biidinga sumazéjusi
ceruloplazmino koncentracija (<0,2 g/l). Tiesa, jau Steindl ir kt. 1997 metais
nustaté, kad 5 proc. serganCiyjy Vilsono liga, pasireiSkusia neurologiniais
simptomais, ceruloplazmino koncentracija buvo normali ir net 40 proc.
serganCiyjy Vilsono liga, kuriems buvo budingi kepeny pazeidimai,
ceruloplazmino koncentracija kraujyje taip pat buvo normali. 20 proc.
heterozigotiniy asmeny kraujyje ceruloplazmino koncentracija buvo mazesné
negu 0,2 g/l, t.y buvo gauti klaidingai teigiami rezultatai. Vario iSskyrimas su
Slapimu per parg dazniausiai bina padidéjes simptomine Vilsono liga
sergantiesiems (daugiau negu 0,6 umol/per 24 valandas). Sis metodas buvo
jautriausias ir specifiSkiausias serganciyjy Vilsono liga. Sergant VL vario
koncentracija kepenyse taip pat yra padidéjusi. Ji yra didesné negu 250 pg/g
sauso kepeny svorio (norma: <55 pg/g sauso svorio). Sis biocheminis metodas
taip pat néra pakankamai jautrus ir specifiskas, kadngi vario koncentracija
kepenyse gali bati padidéjusi ir sergant kitomis létinémis kepeny ligomis [4].
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1.6. Vilsono ligos genotipo - fenotipo sasaja

Skirtingy mokslininky grupiy atlikti tyrimai Siekiant nustatyti genotipo —
fenotipo sasajg yra priestaringi. Kai kuriy tyrimy duomenimis nustatyta, kad
mutacijos, kurioms budingas ATP7B baltymo sutrumpéjimas, lemia ankstyva
ligos pradzig. Ankstyva ligos pradzia ir kepeny pazeidimai buvo isaiskinti
¢.2333G>T (p.Arg778Leu) mutacijos atveju [114]. Stapelbroek ir kt. (2004)
nustaté, kad dazniausiai Europoje nustatytai mutacijai ¢.3207C>A
(p.His1069GIn) yra budinga sasaja su vélyva pradzia ir neurologiniy pozymiy
raiSka [25]. Kity autoriy atlikti tyrimai neparodé genotipo-fenotipo asociacijos
[31]. Apradyti atskiri ligos atvejai, kad esant vienodiems genotipams VL
klinikiné eiga buvo skirtinga. Monozigotiniams identiskiems dvyniams buvo
nustatyta visiSkai skirtinga ligos eiga (fulminantinis hepatitas vs.
ikisimptominis kepeny pazeidimas). Tokig skirtingg ligos eigg lemia
nevienodas aplinkos poveikis ir epigenetiniai poky¢iai [25]. Vis délto
mutacijos, kuriy metu pazeidziamos konservatyvios ir (ar) svarbios funkciniu
pozitriu sekos, lemia ankstyva kepeny pazeidimo atsiradima [31]. Jei mutacija
pazeidzia ne tokius svarbius ATP7B baltymo domenus pirmiausia pazeidziama
nervy sistema. Dauguma ATP7B geno mutacijy yra retos, unikalios, todél
sergantieji Vilsono liga daznai yra sudétiniai heterozigotai.

Tiriant retesnes mutacijas nustatyta, kad ,,beprasmés* (nonsens) ir ,,rémelio
poslinkj“ sukelian¢ios mutacijos ¢.2807T>A (p.Leu936Ter), c¢.865C>T
(p.GIn289Ter) ir c.2530delA (p.K844fs) yra budingos sunkesnei ir ankséiau
pasireiskianciai Vilsono ligos formai [21]. ,Kitaprasmés® (misens) mutacijos
sukelia lengvesnius ligos pozymius. Mutacijos (genotipas c. [3833C>T];
[3833C>T] p. [Thr1288Arg]; [Thrl288Arg]) homozigotiniams individams
nustatoma létai progresuojanti kepeny liga. Homozigotinio genotipo
c.[3207C>A]; [3207C>A] p.[His1069GIn]; [His1069GIn] arba c.[2906G>A];
[2906G>A] p.[Arg969GIn]; [Arg969GIn] individams budinga taip pat budinga
Saliy pacienty genotipas ¢.[2333G>T];[2333G>T] p.[Arg778Leu];[Arg778Leu]
léemé ankstyva ligos raiska bei kepeny ligos pazeidimus [54]. Klinikinei ligos
iSraiSkai turi aplinkos ir (ar) genetiniai faktoriai, t.y vario kiekis maiste,
metalotionino sugebéjimas prijungti metalo jonus bei sugeb¢jimas paSalinti
metalo jony pertekliy (gliutationo, superoksido dismutazés ir Siluminio Soko
proteiny kiekis) bei genai modifikatoriai, kurie gali keisti ATP7B geno veikla
[21].

20



1.7. GeleZies apykaitos mechanizmas

Gelezis yra mikroelementas, kuris jeina j kvépavimo grandinés I ir II
komplekso baltymy sudétj ir dalyvauja oksidacijos - redukcijos reakcijose.
Hemo gelezis, esanti hemoglobino ir mioglobino baltymo molekuléje,
dalyvauja transportuojant deguonj.

GelezZies apykaitos sutrikimy metu biina padidéjusi arba sumazéjusi
gelezies koncentracija audiniuose. Sio elemento trikumas lemia maZakraujyste
ir sutrikusius oksidacijos - redukcijos procesus lastelése, o padidéjusi
koncentracija salygoja Zalingg organizmui laisvyjy radikaly formavimasi
audiniuose [109]. Todél gelezies homeostazéje yra bitina griezta kontrolé tarp
gelezies patekimo j organizmg ir jos netekimo. Per parg j Zzmogaus organizma
patenka 15-20 mg gelezZies, kurios dvylikapirstéje Zarnoje absorbuojama tik
10-15 proc. (0,5-1,5 mg). Toks pat gelezies kiekis netenkamas vykstant
zarnyno ir kity organy epitelinio audinio lasteliy deskvamacijai, seny eritrocity
ardymui, o moterys gelezies netenka menstruacijy, néStumo metu ir maitinant
kudikj pienu. Gelezis absorbuojama dviejy formy: esanti hemo ir nehemo
grupiy sudétyje. Absorbuojama nehemo grupés gelezis buna trivalenté. Ji
redukuojama dalyvaujant gelezies — chelato reduktazés baltymui (toliau —
CYBRD1) baltymui, kuris yra dvylikapir$tés ir virSutinés tusciosios zarnos
enterocity plazminés membranos baltymas. Redukavus nehemo geleZj
transmembraninis dvivalen¢iy metaly perneséjas (toliau—-DMT1) dvivalente
gelezj pernesa j enterocitus. Enterocituose dvivalenté gelezis jungiasi su feritinu
ir saugoma arba feroportino (toliau — FPN) pagalba per bazolateraling
membrang perkeliama j intersticiumg [46].

Mitybinio hemo gelezies absorbcijos mechanizme dalyvauja baltymas -
folaty perne$éjas (Su protonu susietas folaty perneséjas (toliau — PCFT)). |
enterocitg patekusi gelezis veikiant baltymui hemooksigenazei (toliau — HO1)
yra atskiriama nuo hemo, oksiduojant gelezj (susidaro trivalenté geleZis) bei
susidarant anglies monoksidui. Trivalenté gelezis lasteléje vél redukuojama iki
dvivalentés ir saugoma enterocite susijungusi su feritinu arba transportuojama
iki feroportino. Feroportinas esantis enterocity plazminéje membranoje perkelia
dvivalente gelezj  intersticiumg, kur baltymas hefestinas redukuoja dvivalente
gelezj iki trivalentés. Transferinas (toliau— Tf), esantis kraujo plazmoje,
transportuoja Fe** j eritrocity sintezés vietas [109].

Transferino ir gelezies kompleksas sgveikauja su transferino receptoriumi
1 (TfR1), esanciu lasteliy plazminéje membranoje ir receptorinés endocitozés
budu patenka j lIgstelés vidy. I naujai susiformavusias endosomas taip pat
perkeliami ir vandenilio jonai. Rugsc¢ioje endosomy terpéje jvyksta transferino
ir transferino receptoriaus baltymo konformaciniai poky¢iai, kuriy metu
atsiskiria gelezies jonai [109]. CYBRDI fermentas, esantis endosomoje
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redukuoja Fe®* iki Fe?*, 0 endosomy membranos DMT1 baltymas perkelia
gelezj j citoplazma. Tf ir TfR1 baltymai patenka atgal j lastelés pavirsiy ir toliau
gali dalyvauti gelezies patekimo | lasteles cikle. TfR1 geno raiSka vyksta beveik
visose Zmogaus organizmo lastelése. Tf/Tfrl sgveikos mechanizmu taip pat
naudojasi ir kamieninés kauly Ciulpy lastelés, kurioms reikia didelio gelezies
kiekio hemoglobino sintezei [39].

Transferino receptorius 2 (toliau — TfR2), kurio raiska vyksta hepatocituo-
se, dvylikapir$tés Zarnos gleivinés liauky lastelése ir pirminiy kamieniniy kauly
Ciulpy lastelése taip pat sgveikauja su transferinu. Tiesa, sgveika yra silpnesné ir
tolimesné geleZies apykaitos raida néra zinoma. [39].

Reguliuojant gelezies apykaitag zmogaus organizme svarbiausig vaidmenj
atlieka baltymas hepcidinas. Hepcidinas yra HAMP geno koduojamas 25 amino
ragsciy peptidas, kuris sintetinamas hepatocituose [73]. Patekes | sisteming
kraujotaka jis blokuoja dvylikapirstés Zzarnos enterocity ir bluznies makrofagy
plazminés membranos feroporting. Feroportinas degraduoja ir gelezies
perkélimas ] intersticiumg sumazéja. Hepcidinas turi jtakos ir DMT1 baltymo
degradacijai, skatindamas jg ir mazindamas gelezies patekimg j enterocitus.
Pagrindiniai hepcidino sintez¢ veikiantys faktoriai yra | padidéjusi gelezies
kiekj reaguojantys ir sintetinami kauly morfogenetiniai faktoriai (toliau — BMP)
[73, 109]. BMPG6 yra svarbiausias BMP baltymas, kuris sgveikauja su BMP
receptoriais (BMPR 1 ir BMPR Il) bei hemojuvelino baltymu (BMPR I
koreceptoriumi) ir aktyvuoja SMAD baltymus (SMAD 1, 5 ir 8), esancius
hepatocito citoplazmoje. Prie aktyvuoty SMAD 1, 5 ir 8 jungiasi SMAD 4 ir
visas kompleksas keliauja j branduolj, kuriame skatina hepcidino geno raiska.
HFE-TfR1 kompleksas taip pat dalyvauja reguliuojant hepcidino geno raiska.
Padidéjus gelezies jony koncentracijai kraujyje HFE baltymas nuo HFE-TfR1
komplekso persikelia ir prisijungia prie TfR2ir skatina SMAD baltymy veikla,
tuo paciy skatindami hepcidino sinteze. Hepcidino sintezés reguliacija parodyta
1.7.1 paveiksle.
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1.7.1 pav. Pagrindiniai hepcidino sintezés reguliavimo mechanizmai

1.8. Padidéjusio geleZies kaupimo organizme ligos

Esant sutrikusiems pirminiams gelezies absorbcijos reguliavimo
mechanizmams sergama hemochromatoze (gelezies kaupimosi organizme
liga). Pirminés hemochromatozés formos yra:

1) su HFE genu susijusi hemochromatozé (1 tipo hemochromatozé) —

dazniausia hemochromatozés forma;

2) juveniliné hemochromatozé (2 tipo hemochromatozé). Jos priezastis

yra geny hemojuvenilo (HJV) arba hepcidino (HAMP) mutacija;

3) su TFR2 genu susijusi hemochromatozé (3 tipo hemochromatozé);

4) su feroportinu susijusi hemochromatoze (4 tipo hemochromatoze).

apibendrinti 1.8.1 lenteléje.
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1.8.1 lentelé. Pirminés hemochromatozés formos ir jy ypatumai

Su HFE . Su TFR2 Su
susijusi A tipas enu feroporti-
Charak- | hemochroma- | Juveniliné . senu p ..
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mo budas recesyvinis recesyvinis recesyvinis recesyvinis domr:ri];ntl-
Organai, Kepenvs Kepenys, Kepenys, Kepenys,
kuriuose penys, endokrininés | endokrinin | endokrininés | Kepenys,
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kaupiasi - e 1 liaukos, és liaukos, liaukos, bluznis
"y liaukos, Sirdis oo g .
gelezis Sirdis Sirdis Sirdis
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1.9. HFE-hemochromatozés epidemiologija ir molekuliné patogenezé

Pati dazniausia pirminé hemochromatozé-1 tipo hemochromatozé (su
HFE-asocijuota hemochromatoz¢) yra autosominiu recesyviniu bidu
paveldima liga (OMIM 235200). Tai létiné liga, atsirandanti dél padidéjusios
gelezies absorbcijos virSkinimo trakte ir dél to atsirandancio geleZies
susikaupimo $irdyje, kepenyse, kasoje, séklidése, odoje ir sgnariuose. HFE-
hemochromatozé¢ 1935 metais buvo atpazinta kaip atskira liga Sheldon ir
bendraautoriy, kurie apibendrino 311 klinikiniy atvejy [93]. Jie nustaté, kad
HFE hemochromatoz¢é yra jgimta medZziagy apykaitos liga, kurios pasireiskimo
daznis nuo 1/2 000 iki 1/5 000 individy, ja sergama trumpai, ji paveldima
recesyviniu budu ir ligoniai mirsta anksti dél infekcijy ir diabeto komplikacijy.
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1977 metais Simon su bedraautoriais jrodé, kad HLA 1 klasés antigenai yra
sukib¢ su HFE-hemochromatozés genu [94]. Genotipavimas ir Seimy tyrimai
jrodé, kad HFE-hemochromatozés daznis Europos $aliy populiacijose svyruoja
nuo 0,79 iki 1,2 proc. [9, 26]. Sveiky Zmoniy tyrimai parodé, kad serganciyjy
transferino saturacija yra auksta ir 2/3 ligos atvejy patvirtinama kepeny biopsija
[52]. Kohortiniai tyrimai taip pat patvirtino ankstyvos diagnostikos ir
flebotomijos svarbg ligos kontroliavimui [71, 72].

HFE-hemochromatoze sukelian¢io geno mutacija buvo nustatyta 1996
Metais. Tais paciais metais buvo nustatytos ir pirmosios mutacijos, sukeliancios
HFE-hemochromatozg. Sios ligos priezastis yra HFE geno, esantio 6
chromosomos trumpajame petyje (geno lokalizacija — 6p21.3), mutacija. Genas
yra sudarytas i§ 7 egzony, jo ilgis 13 kbp ir jo produktas yra jvairios HFE
baltymo izoformos, kurios susidaro dél alternatyvaus sukirpimo metu
susiformuojanciy 9 skirtingy RNR molekuliy. HFE geno didziausias produktas
yra 321 amino riigSties HFE baltymas, kuris savo ir pirmine, ir antrine struktiira
yra labai panasus j HLA I klasés baltyma. HFE baltymas yra enterocity
plazminéje membranoje ir su beta — 2 mikroglobulinu sudaro heterodimers.
HFE geno identifikavimas padéjo nustatyti dvi pagrindines c.845G>A
(p.Cys282Tyr) ir c.187C>G (p.His63Asp) mutacijas, sukelianéias 1 tipo
hemochromatozg. ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) homozigotiniai individai sudaro
nuo 85 proc. iki 90 proc. pacienty Siaurés Europoje. Siuo metu yra nustatytos
28 mutacijos HFE gene (dazniausiai nustatoma stabdancioji mutacija arba
kitaprasmé mutacija), bet i§ jy svarbiausios yra trys mutacijos—c.845G>A
(p.Cys282Tyr), ¢.187C>G (p.His63Asp) ir ¢.193A>T (p.Ser65Cys).

HFE-hemochromatozés atsiradimui svarbiausi keturi mechanizmai: (1)
padidéjusi gelezies absorbcija plonosiose Zarnose, (2) sumazéjusi hepcidino
koncentracija organizme, (3) pakitusi HFE baltymo funkcija, (4) dél gelezies
poveikio atsirades audiniy pazeidimas ir fibrinogenezeé.

Sutrikusi geleZies absorbcija. HFE baltymas, asocijuotas su -
mikroglobulinu, sudaro kompleksa su transferino receptoriumi 1. Sis
kompleksas buvo nustatytas dvylikapirstés zarnos kripty enterocituose, kurie
dalyvauja reguliuojant gelezies absorbcija. Jei HFE baltymas yra nepakites
gelezies jony patekimas nesutrinka, kadangi enterocitai, susiformave i$
kamieniniy kripty lgsteliy, absorbuoja normaly gelezies jony kiekj. Dél HFE
geno ¢.845G>A (p.Cys282Tyr), c¢.187C>G (p.His63Asp) ir c.193A>T
(p.Ser65Cys) mutacijy pakitusiam HFE baltymui nesijungiant su Tfrl baltymu
nesusidaro normalus HFE-Tfrl baltymy kompleksas kripty lasteliy
bazolateralinéje membranoje. Sutrinka gelezies jony patekimas ] lastele ir
lastelé pradeda ,,badauti“. Todél i$ kripty lasteliy iSsivyste enterocitai pradeda
nuolat ir pastoviai absorbuoti ir kaupti padidéjusius gelezies kiekius, Kurie per
feroportino baltyma patenka j krauja. FPN raiska vyksta gelezj kaupianciose
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lastelése — makrofaguose, enterocituose ir hepatocituose.Siuo metu manoma,
kad , kripty* modelis yra ne toks svarbus atsirandant HFE-hemochromatozei,
kadangi svarbiausias vaidmuo reguliuojant gelezies apykaita tenka hepcidinui
[39].

Ekstralgsteliné HFE baltymo dalis susideda i$ trijy kilpy. HFE baltymo
strukttira yra panasi | HLA T klasés baltymus, bet HFE baltymas nedalyvauja
kaip antigeng pateikianti Igstelé. Pagrindiniai mechanizmai, kuriais HFE
baltymas reguliuoja gelezies absorbcija néra galutinai aiskts. Bet manoma, kad
pakitus HFE baltymui sutrinka baltymo atsipalaidavimas nuo Tfrl baltymo,
nesusidaro Tfr2 ir HFE baltymo kompleksas ir neskatinama SMAD baltymy
komplekso fosforilinimas bei hepcidino raiska.

Pagrindiniai molekulinés patogenezés mechanizmai parodyti 1.9.1 paveiksle.
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1.9.1 pav. Hepcidino sintezé HFE-hemochromatozés metu

Feroportinas yra geno SLC40A41 koduojamas transmembraninis balty-
mas, dalyvaujantis gelezies apykaitoje. Sis baltymas biina placentos sincitiotro-
foblasto, enterocity, hepatocity ir makrofagy plazminése membranose.
Feroportinui sgveikaujant su hepcidinu, vyksta feroportino degradacija ir
sumazéja gelezies eksportas j organizmg. Jeigu organizmui reikalinga gelezis
yra slopinama hepcidino sintezé, padidéja feroportino sintezé, Sis baltymas
jtvirtinamas plazminéje membranoje ir padidéja gelezies eksportas j organizma.
Sis neigiamojo griztamojo ry$io mechanizmas leidzia geleZies koncentracijai
organizme uztikrinti reikiama kiekj hemoglobino sintezei ir apsisaugoti nuo
oksidaciniy pezeidimy.
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1.10. HFE geno mutacijy kilmé

HFE pagrindiniy mutacijy ¢.845G>A  (p.Cys282Tyr), ¢.187C>G
(p.His63Asp) ir ¢.193A>T (p.Ser65Cys) paplitimas yra istirtas skirtingy Saliy
populiacijose. DaZniausiai ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacija yra nustatoma
kelty populiacijose (Airija, Didzioji Britanija, Britané¢ (Prancizija)) ir
Skandinavijos Salyse. Kol kas dar néra tiksliai nustatyta c.845G>A
(p.Cys282Tyr) mutacijos kilmé. Siekiant nustatyti mutacijos kilme buvo atlikti
serganc¢iyjy HLA-A ir HLA-B antigeny tyrimai. Simon ir kt. teigimu HFE geno
mutavusio alelio ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) kilmés vieta — Centrinés Europos
kelty chromosomoje ir kelty migracijos metu Si mutacija paplito dabartinéje
Airijos bei Anglijos teritorijoje [94]. Si mutacija turéjo atsirasti chromosomoje,
kurioje buvo HLA A3-B7 arba HLA A3-B14 haplotipo grupé vieno i$ kelty
genotipe ir kartu su haplogrupe paplito Airijoje ir Skandinavijoje. Siai hipotezei
neprieStarauja  ir didesnis ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos daznis
Pranciizijos Britanés provincijoje bei Salyse, kurios tradiciskai yra priskiriamos
kelty apgyvendintoms teritorijoms. 1981 metais Olsson ir Ritter bei 1983
metais Milman ir Sorensen pasiilé kitg ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) kilmés
hipotezg, kurioje teigé, kad mutacija ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) atsirado vikingy
genotipe ir vikingy migracija 1lémé c¢.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos
paplitimg skirtingose Europos Salyse [69]. Apie 1000 metus Skandinavijos
vikingai tapo jirininkais, kurie apgyvendino jiiry pakrantes Siaurés Europoje.
Todél ir dabar didziausias c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos daZnis yra
nustatomas jiiry pakrantése Siaurés Europos regione [69]. Vikingy paplitimas
buvo didziausias Danijoje, Islandijoje, Farery salose, Norvegijoje, SvedleJe bei
Aalandy salose bei yra svarbus ir Skotijoje, Anglijoje, Airijoje ir Siaurés
Pranciizijoje.

1.11. HFE geno mutacijy paplitimas

Didziausias tyrimas, siekiant suzinoti HFE geno mutavusiy aleliy daznj
buvo atliktas JAV 2005 metais [1]. HEIRS studijos metu buvo tirti 99 711
dalyviai, kurie priklaus¢ skirtingoms JAV subpopuliacijoms. Tyrimo metu
nustatytas buvo nustatytas skirtingas c.845G>A (p.Cys282Tyr) homozigotiniy
individy daznis jvairiose subpopuliacijose — europidy populiacijoje (0,44 proc.),
indény tarpe (0 11 proc.), ispaniskai kalbanciy populiacijoje (0 027 proc)
taip pat buvo tlrtas C. 845G>A (p.Cys282Tyr) h0m021g0t1n1q asmeny daznis ir
nustatyta, kad ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) homozigoty daznis yra artimas JAV
europidy populiacijos dazniui (0,5 proc.) [30]. Piety ir Centrinéje Amerikoje
HFE geno aleliy daznis yra reCiausias. Pavyzdziui, iStyrus Brazilijos indénus
buvo nustatytas tik normalus ATP7B geno alelis. [2]. Tuo tarpu misrioje
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Brazilijos populiacijoje ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos daznis buvo 1,1
proc., o ¢.187C>G (p.His63Asp) mutacijos daznis buvo didesnis — 9,8 proc. [2].
Argentinoje ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) ir ¢.187C>G (p.His63Asp) mutacijy
dazniai tirti 2008 metais ir taip pat nustatytas mazas abiejy mutacijy daznis.
Kitose Piety ir Centrinés Amerikos Salyse HFE-hemochromatozés c¢.845G>A
(p.Cys282Tyr) ir ¢.187C>G (p.His63Asp) mutacijy taip pat retai nustatomos.
Mutacijy daznis priklauso ir nuo tiriamos populiacijos hogeniskumo, Pvz.,
Centrinés ir Piety Amerikos populiacijos yra nevienalytés, jos atspindi buvusia
migracija. Argentinoje tirtoje HFE geno skirtingy aleliy paplitimo studijoje
buvo tirti ispaniSkai kalbantys asmenys, gyvenantys Kordoboje, t.y Centrinéje
Argentinos dalyje. Dauguma $iy gyventojy yra iseiviy i§ Ispanijos ir Italijos
palikuonys ir Sioje Argentinos populiacijos dalyje c.845G>A (p.Cys282Tyr) ir
¢.187C>G (p.His63Asp) mutacijy dazniai 2,6 proc. ir 6,7 proc. yra panasis ]
Italijos ir Ispanijos populiacijose nustatyta mutacijy daznio paplitimg
(Ispanijoje 1,7 proc. ir 16,4 proc. bei Italijoje 1,6 proc. ir 13,3 proc.). Centrinés
ir Piety Amerikos Saliy ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) ir ¢.187C>G (p.His63Asp)
mutacijy dazniai pavaizduoti 1.11.1 lentelgje.

1.11.1 lentelé. Centrinés ir Piety Amerikos saliy c¢.845G>A (p.Cys282Tyr)
ir c.187C>G (p. His63A4sp) aleliy dazniai

c.845G>A c.187C>G
Salis Saltinis (p.Cys282Tyr) (p-His63Asp)
mutacijos daZnis mutacijos daZnis
Brazilija (indenai) | A9O5ITKO etal 0 proc. 0 proc.
Brazilija (visa Agosthinko et al.

populjiac(ija) ’ 1999 1.1 proc. 9,8 proc.
Ekvadoras Leone et al. 2005 0 proc. 3,5 proc.
Venesuela Vizzi E et al. 2005 3,8 proc. 21,1 proc.
Meksika Hanzon et al. 2001 0 proc. 13 proc.
Cile Wolff C et al. 2006 2,4 proc. 23 proc.
Jamaika Ropero et al.2006 2,2 proc. 4,4 proc.

Europoje ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacija daZniausia Siaurés Europos
Salyse, ty Airijoje, Didziojoje Britanijoje ir Skandinavijoje. DidZiojoje
Britanijoje HFE geno mutacijy paplitimas buvo nustatytas iStyrus 10 500
kraujo donory 2001 metais [48]. Tyrimo metu buvo nustatyta, kad c.845G>A
(p.Cys282Tyr) mutacijos daznis buvo 8,2 proc., tuo tarpu c.187C>G
(p.His63Asp) mutacijos paplitimas buvo 15,3 proc. [48]. Norvegijoje keliy
studijy metu buvo istirti 2 643 asmenys (kraujo donorai, ligoninés dirbantieji,
ligoniai) ir nustatyta, kad ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacija buvo nustatyta 6,8
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proc. tirty chromosomy [27, 105, 64, 28]. Siek tick maZesnis daznis 6,6 proc.
buvo nustatytas Farery saly gyventojy tarpe, tiesa, iStirti buvo 387 asmenys [17,
64].

Danijoje buvo istirta daugiausia asmeny—19 170 asmeny, siekiant nustatyti
c.845G>A (p.Cys282Tyr) ir ¢.187C>G (p.His63 Asp) mutacijy dazn;j Sios Salies
gyventojy populiacijose [63]. Danijoje ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos
daznis buvo 5,6 proc., Siek tiek maZesnis uz Svedijos 5,8 proc. (itirti 869
asmenys) ir didesnis uz Islandijos, kurioje buvo nustatytas 5,1 proc. alelio
daznis. RecCiausiai ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacija buvo nustatyta
Suomijoje — 4,1 proc. Mutacija retesné vokiskai kalbanciose Salyse: Vokietijoje
c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacija nustatyta 4,5 proc., Austrijoje 4,6 proc. ir
Sveicarijoje ios mutacijos daznis buvo tiktai 2,5 proc. [87, 49]. Ryty ir
Centrinés Europos Saliy populiacijose ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) nustatytas
mutacijos daznis buvo panaSus. Katovicy regione iStyrus 871 asmenj buvo
nustatytas 3,1 proc. ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos daznis [67].

Cekijoje daznis buvo 3,4 proc., Estijoje bei vakarinéje Rusijos dalyje buvo
nustatytas 3,5 proc. mutavusio HFE geno c¢.845G>A (p.Cys282Tyr) alelis
tirlamyjy genotipuose [84]. Pietinése slavy respublikose mutacijos c.845G>A
(p.Cys282Tyr) daznis taip pat panaSus — Slovénijoje 3,6 proc., Kroatijoje 3,3
proc. ir didesnis daZnis nustatytas tik Bosnijoje ir Hercegovinoje 4 proc. Sios
mutacijos daznis yra maziausias Piety Europos S$aliy tarpe. Ispanijoje
c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos nustatytas daznis buvo 2,9 proc.
Rumunijoje mutacijos daznis - 1,75 proc., nedidelis jis buvo ir pietinéje slavy
respublikoje—Serbijoje ir Juodkalnijoje (1,6 proc.). Kai kuriose $alyse mutacija
nebuvo nustatyta. Bulgarijoje iStyrus 100 asmeny nerasta nei homozigotinio,
nei heterozigotinio asmens. Graikijoje ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) alelio daznis
buvo nustatytas 0,3 proc, kito tyrimo metu nebuvo nustatyta nei vieno asmens,
kuris buty homozigotas ar sudétinis heterozigotas.

HFE geno mutacijos c.187C>G (p.His63Asp) tyrimai jrodé, kad
didziausias Sios mutacijos daznis yra Basky ir Katalony tautose. Ryty ir
Centrinés Europos tauty tarpe c¢.187C>G (p.His63Asp) mutacijos daznis -
Slovénijoje buvo 12,8 proc., Kroatijoje 14,5 proc., Cekijoje 15 proc., Serbijoje
ir Juodkalnijoje 15,7 proc. ir dazniausiai mutacija nustatyta Lenkijoje 16,2 proc.
Piety Europos Salyse didziausias ¢.187C>G (p.His63Asp) mutacijos daznis 23
proc. buvo nustatytas Bulgarijoje, retesné S$i mutacija buvo Graikijoje ir
Rumunijoje. Graikijoje Papazoglu ir kt. 2003 metais nustateé, kad ¢.187C>G
(p-His63Asp) mutacijos daznis yra 8,85 proc., Papanikolau duomenimis daznis
buvo 14,6 proc. IS Piety Europos Saliy reciausiai c.187C>G (p.His63Asp)
mutacija buvo nustatyta Rumunijoje-13,3 proc. atvejy. Europos Salyse
reciausiai mutacija buvo nustatoma Skandinavijos Salyse. MaZiausias daznis
c.187C>G (p.His63Asp) mutacijos buvo Suomijoje 10,1 proc., dazniau
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mutacija buvo sutinkama Islandijoje (10,9 proc.), Norvegijoje (11,4 proc.),
Svedijoje (12,1 proc.) bei Danijoje (12,8 proc.). Vienintelése Farery salose
¢.187C>G (p.His63 Asp) daznis buvo didesnis negu 15 proc. (15,2 proc.).

c.193A>T (p.Ser65Cys) alelio daznis buvo nustatytas ne visose
Skandinavijos Salyse. Tirtose Salyse p.S65C alelio daznis buvo panasus
iSskyrus Suomijg (2,2 proc.), tuo tarpu Danijoje ¢.193A>T (p.Ser65Cys) alelio
daznis buvo 1,8 proc., Svedijoje 1,4 proc. ir Farery salose 1,0 proc.

1.12. HFE — hemochromatozés formos

Yra trys HFE-hemochromatozés formos:

a) Kklinikiné HFE-hemochromatozé (dél padidéjusio gelezies kaupimo
atsiranda vidaus organy pazeidimas);

b) biocheminé HFE-hemochromatozé (vidaus organy pazeidimo néra,
bet yra biocheminiai gelezies kaupimosi sukelti poky¢iai ir genotipas,
lemiantis ligos iSsivystyma — padidéjusi transferino saturacija >45
proc. ir padidéjusi feritino koncentracija — vyrams >300 ng/ml ir
moterims >200 ngml);

c) asimptominé (latentiné) HFE-hemochromatozé (néra klinikiniy ir
biocheminiy pozymiy, bet asmuo turi genotipg, kuris gali lemti ligos
i§sivystymg — C. [3207C>A]; [3207C>A] p. [His1069GIn];
[His1069GIn] arba c. [845G>A]; [187C>G] p. [Cys282Tyr];
[His63Asp].

Klinikiné HFE-hemochromatozés diagnozé patvirtinama remiantis klini-
kiniais pozymiais, biocheminiais rodikliais (padidéjusiu transferino jsisotinimo
gelezimi laipsniu bei padidéjusia feritino koncentracija serume) ir molekuliniais
genetiniais tyrimais. Ligos pradzia pasireiSkia nespecifiniais pozymiais: pilvo
skausmu, bendru silpnumu, letargija ir svorio kritimu. Sergant klinikine HFE-
hemochromatoze pazeidziamos kepenys, kasa, Sirdis, sgnariai, s¢klidés ir oda.
Kepeny pazeidimas ligos pradzioje gali pasireiksti kepeny fermenty koncentra-
cijos padidéjimu ir (ar) nespecifiniai simptomais. Be $iy pakitimy, progresuo-
jant ligai, atsiranda hepatomegalija, kepeny cirozé, hepatoceliuliné karcinoma.
Pazeidziami ir kiti organai: kasa (atsiranda cukrinis diabetas), Sirdis (kardio-
miopatija), séklidés (hipogonadizmas), sgnariai (artritas) ir padidéja odos
pigmentacija. Dazniau klinikine HFE-hemochromatozés forma serga vyrali,
reCiau moterys (moterims pasireiskia 40-60 gyvenimo metais, po menopauzeés).
Klinikiné HFE-hemochromatozé nustatoma retai, daznesné yra biocheminé
forma, kuriai budingi transferino saturacijos ir feritino koncentracijos pokyciai.
Esant klinikiniams poZymiams ar transferino saturacijai >45 proc. ir padidéjus
feritino koncentracijai — vyrams >300 ng/ml ir moterims >200 ngml Si liga
gydoma flebotomija. Flebotomija 1émé pageréjusi iSgyvenamuma, kepeny
biocheminiy rodikliy sunormaléjima, sumazejusig odos pigmentacijg ir hepato-
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megalijg bei diabeto eigos pageréjimg. Jei gydymas nepradedamas laiku,
mirties priezastimi dazniausiai biina su ciroze susijusi hepatoceliuliné
karcinoma. Klinikiné eiga siejama su nevisiSku geno penetrantiSkumu ir yra
nustatyta, kad penetrantiSkumas yra skirtingas homozigotiniy ir sudétiniy
heterozigotiniy asmeny. Padidéjusi transferino saturacija ir feritino
koncentracija yra nustatoma daugeliui asmeny, bet ne visiems. Didziausios
studijos metu atliktas penetrantiSkumo tyrimas jrodé¢, kad asmenims, kuriy
genotipas yra c. [3207C>A]; [3207C>A] p. [Cys282Tyr]; [Cys282Tyr]
tikimybé, kad susirgs klinikine HFE-hemochromatoze yra 28 proc. [1]. [vairiy
autoriy duomenys skiriasi, kadangi jtakos turi skirtinga pacienty sekimo trukmé
ir klinikiniy kriterijy vertinimo parinkimas. Pranciizijoje iStyrus 9 396 asmenis
nustatyta, kad 0,5 proc. populiacijos buvo c. 3207C>A (p. Cys282Tyr)
mutacijos atzvilgiu homozigotiniai individai. 90 proc. homozigotiniy individy
tur¢jo nors nors vieng klinikin; pozymj ir tiktai 60 proc. motery buvo nors
vienas simptomas. Dazniausi simptomai buvo gelezies perteklius ir létinis
nuovargis. DvideSimt procenty pacienty sirgo artritu ir 5-10 proc. sirgo diabetu
arba jiems buvo padidéjusi alanininés transaminazés koncentracija [12].

Asmeny, kuriy genotipas buvo c. [845G>A]; [187C>G] p. [Cys282Tyr];
[His63Asp] penetrantiskumas yra mazas: 0,5-2 proc. Dauguma tokiy zmoniy
turi turéti ir kitus faktorius (alkoholizmas, virusinis hepatitas), kurie nulemty
gelezies pertekliaus atsiradimg [42].

1.13. HFE-hemochromatozés laboratoriniai pakitimai

Transferino saturacija (TS) yra ankstyvas HFE-hemochromatozés
biocheminis pozymis, kuris nekoreliuoja su klinikiniy pozymiy pasireiSkimu.
Siekiant nustatyti transferino saturacijos ir feritino koncentracijos padidéjimo
specifiSkumg ir jautrumg diagnozuojant HFE-hemochromatozg buvo jrodyta,
kad 80 proc. asmeny, turinciy genotipa, lemianti HFE-hemochromatozg, yra
padidéjusi TS.

Danijoje iStyrus daugiau negu 6000 vyry nustatyta, kad 89 proc. vyry,
kuriy genotipas buvo c. [3207C>A]; [3207C>A] p. [Cys282Tyr]; [Cys282Tyr]
TS buvo didesné negu 50 proc. [63].

Hemochromatozés ir padidéjusios gelezies absorbcijos studijos metu
(toliau — HEIRS hemochromatosis and iron—overload screening ) iStyrus
100 000 JAV ir Kanados gyventojy TS 84 proc. vyry, kuriy genotipas
C. [3207C>A]; [3207C>A] p. [Cys282Tyr]; [Cys282Tyr] buvo padidéjusi. 73
proc. motery, kuriy genotipas buvo c. [3207C>A]; [ 3207C>A] p. [Cys282Tyr];
[Cys282Tyr TS >45 proc. ir daugiau [1]. Serumo feritino koncentracija taip pat
padidéja sergant HFE-hemochromatoze. Ji didéja, jei negydoma HFE-
hemochromatozé, bet jos padidéjimas néra specifinis rodiklis (feritino
koncentracija padidéja uzdegimy ir neoplastiniy ligy metu).
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2. METODIKA
2.1. Tiriamieji
2.1.1. Vilsono liga sergantieji ir ju giminaiciai

1999-2012 metais Lietuvos Sveikatos Moksly Universiteto ligoninés
Kauno kliniky gastroenterologijos, neurologijos ir vaiky ligy klinikose buvo
istirti 27 Vilsono liga sergantieji i§ 22 negiminingy Seimy. Vilsono liga sirgo
devyniolika motery ir aStuoni vyrai. Liga buvo patvirtinta remiantis klinikiniais
ir laboratoriniais Vilsono ligos kriterijais (aStuntas tarptautinis Vilsono ligos
susitikimas (2001 metai Leipcigas)) [34]. Genotipas istirtas ir 20 Vilsono ligos
pirmos eilés giminaiciy. Pirmosioms keturioms Seimoms (3.2.1 lentel¢) ATP7B
geno visy egzony tyrimas atliktas Berlyno ,,Charite klinikoje,
prof.H.J.Schmidto vadovaujamoje laboratorijoje. Kity pacienty tirta tik c.
3207C>A (p.His1069GIn) mutacija.

I§ dvidesimt dviejy Seimy aStuoniolikoje Seimy buvo tik vienas sergantysis.
Keturiose Seimose buvo du ar daugiau serganéiyjy. Seimy, kuriose buvo
daugiau negu vienas sergantysis genealoginés schemos pateiktos 2.1.1.1-
2.1.1.4 paveiksliuose.

1 Seima 2 Seima

e B
I ] !
OO g
1 2 3 4 5
1 2

111

3 4 5

2.1.1.1 pav. [ Seimos geneologiné 2.1.1.2 pav. 2 Seimos genealoginé

schema schema
13 Seima 18 Seima
I
I ° ° ° °
1 2 1 2
1 2 1 2

2.1.1.3 pav. 13 seimos geneologinée 2.1.1.4 pav. 18 seimos genealoginé
schema schema
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2.1.2. Savanoriai kraujo donorai

HFE-hemochromatozés aleliy ¢. 845G>A (p. Cys282Tyr), c. 187C>G
(p.His63Asp) ir ¢. 193A>T (p. Ser65Cys) daznis buvo nustatytas iStyrus 1 011
savanoriy kraujo donory — 583 vyrus ir 428 moteris. Savanoriy kraujo donory
bandiniai buvo renkami Nacionaliniame kraujo centre bei Kraujo donorystés
centruose. Tiriamyjy amziaus vidurkis buvo 37,1 metai (amZiaus ribos 18-65
metai). Tyrimui atlikti gautas Lietuvos sveikatos moksly universiteto etikos
komiteto leidimas (Protokolo Nr.2/2008 m.). Pagal gyvenamaja vietg Visi
tirlamieji savanoriai kraujo donorai buvo suskirstyti j keturis Lietuvos
etnokultiirinius regionus. Regiony ribos buvo nustatytos remiantis Lietuvos
respublikos etninés kultiiros valstybinés globos pagrindy jstatymu. Genotipai
nustatyti Dzikijos etnokultiiriniame regiono383 asmeny, Aukstaitijos—378,
Suvalkijos—148 ir Zemaitijos—102.

2.2. DNR iSskyrimas i§ periferinio kraujo leukocity

Tiriamyjy DNR buvo gauta i§ periferinio kraujo leukocity branduoliy.
Suardzius eritrocitus, leukocitus ir leukocity branduoliy membranas gaunamas
DNR - baltymy kompleksas, kuris drusky i$sodinimo metodu yra suardomas ir
iSskiriama Svari ir koncentruota DNR.

Jranga:

1. Temperatiros maiSytuvas ,.Eppendorf Thermomixer Comfort*

(Eppendorf AG, Vokietija)
2. Sildoma vandens vonel¢ su purtymo funkcija ,,GFL 1083” (GFL,

Vokietija)

3. Reguliuojamo greicio purtykle su lietimo funkcija ,,JKA MS 3 basic”
(IKA, JAV)

4. Mikrocentrifuga “Eppendorf Centrifuge 5424“ (Eppendorf AG,
Vokietija)

5. Reguliuojamos temperatiiros centrifuga ,,Eppendorf Centrifuge 5810
R* (Eppendorf AG, Vokietija)

6. Magnetin¢ maisyklé ,,BioSan Bio Magnetic Stirrer MMS-3000”
(BioSan, Latvija)

7. Precizinés svarstyklés ,,KERN 440 — 35N (KERN, Vokietija)

8. pH metras ,Mettler Toledo Five Easy FE 20" (Mettler Toledo,
Sveicarija)

9. Vertikalaus srauto laminaras ,Airstream Class Il biohazard Safety
Cabinet“ (ESCO, Singapiiras)

10. Automatinés pipetés ,,Eppendorf Research 100— 1000 ul, 10-100 pl,
0,5-10 pl (Eppendorf AG, Vokietija)
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11.

Antgaliai automatinéms pipetéms 100-1000 pl, 10-100 pl, 0,1-10 pl
(Star Lab, Vokietija)

12. Dozatorius “Eppendorf Multipipette plus” (Eppendorf AG, Vokietija)

13. 50 ml kiiginiai mégintuvéliai centrifugavimui

14. 2 ml mégintuvéliai

15. Saldiklis—20 °C, 4 °C (Tritec, Hannover, Vokietija)

Reagentai:

1. Tris-EDTA (TE) buferis ,,Roti stock 100xTE ready to use* (Carl Roth
GmbH+Co KG, Vokietija)

2. Proteinaz¢ K (UAB ,,Fermentas®)

3. Natrio chloride kristalai “MERCK Sodium chloride GR for analysis”
(Merck KGaA, Vokietija)

4. Tris-hidrochloridas (Tris HCI) milteliai (Carl Roth GmbH+Co, KG,
Vokietija)

5. EDTA milteliai (Carl Roth GmbH+Co, KG, Vokietija)

6. Amonio chloridas (Carl Roth GmbH+Co, KG, Vokietija)

7. Natrio dodecilsulfato milteliai (Applichem GmbH, Vokietija)

8. KHCOj3 milteliai (Sigma—Aldrich Chemie GmbH, Vokietija)

9. 99,9 proc. chloroformas

10. 96 proc. (AB Stumbras, Lietuva)

11. Sterilus distiliuotas vanduo

DNR i$skyrimo protokolas:

1. Tiriamyjy kraujas (10 ml) buvo paimtas j plastikinius mégintuvélius,
padengtus su EDTA antikoaguliantu. Kraujas iki DNR i$skyrimo
laikytas —80°C Saldiklyje.

2. Kraujas atSaldytas, stengiantis palaikyti kaip galima zemesne
temperattrg (4°C). AtSales kraujas buvo perpiltas j 50 ml tdrio
centrifugin] mégintuvelj su dangteliu.

3. I kraujg buvo jpilta 20 ml Lizés I buferio (sudétis — 155 mM NH,CI,
10 mM KHCOg3, 1 mM EDTA, pH 7,4) ir kraujas buvo inkubuotas
4°C temperattiroje 30 min.

4. Bandinys buvo centrifuguotas 3000 g jéga 15 min. 4°C temperatiiroje.

5. Atsargiai buvo nupilamas virdutinis sluoksnis nesumaiSant nuosédy.
Ant likusiy nuosédy buvo uzpilama 20 — 30 ml Salto Lizés I buferio ir
vél buvo centrifuguojama. Plovimas buvo kartotas 2 — 3 kartus arba
tiek, kiek reikia, kad nuosédos ir virSutinis sluoksnis nebtity raudonos
spalvos.

6. Ant nuosédy (sudaryty daugiausia is baltyjy kraujo kiineliy ir Igsteliy

membrany) buvo uzpilama 6 ml Lizés II buferio ir labai gerai
sumaisoma (sudétis - 10 mM Tris HCI, 400 mM NaCl, 2 mM EDTA,
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10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

pH 8.2), 400 ul 10 proc. SDS tirpalo bei 30 ul proteinazés K tirpalo
(10mg/ml).

Meégintuvélis buvo uzdengiamas, gerai sumaiSomas ir inkubuojamas
judancioje vandens voneléje 37°C temperatiiroje 16 val., po to dar 1
val. 55 °C temperatiiroje.

Buvo jpilama 2 ml 6 M NaCl tirpalo, gerai iSmaiSoma.

Vertikalaus oro srauto laminare j méginj jpilama 2 ml chloroformo,
iSmaiSoma. Méginys centrifuguojamas 3000 g grei¢iu 20 min. 16 °C
temperatiiros centrifugoje.

I $vary 50 ml centrifuginj mégintuvélj atsargiai pipete nusiurbiamas
virSutinis  sluoksnis, stengiantis nesudrumsti nuosédy. VirSutinis
sluoksnis vél centrifuguojamas 3000 g grei¢iu 15 min. 16 °C
temperatiiros centrifugoje.

Supernatantas buvo dar karta buvo nupilamas j kita centrifuginj
mégintuvélj, sumaiSomas su 20 ml Saltu 96 proc. etanolio tirpalu.
Meégintuvélis buvo vartomas, kol iSrySkédavo DNR sitilai.
Precipituota DNR buvo paimama su antgaliu ir perkeliama j 1,5 ml
talpos mégintuvélj.

DNR praplovimui jpilama 1 ml 70 proc. etanolio tirpalo, atsargiai
supurtoma ir centrifuguojama mikrocentrifugoje.

Etanolis atsargiai nupilamas. Mégintuvélis su DNR nuosédomis
apverciamas, nusausinamas ir dedamas j inkubatoriy.

DNR nuosédos istirpinamos uzpilant 300 pl 1XTE buferyje.

Gautas DNR meéginys laikomas 4 C temperatiiros Saldytuve; ilges-
niam laikymui uzSaldomas —20 °C Saldiklyje.

2.3. DNR koncentracijos ir grynumo jvertinimas spektrofotometru

DNR koncentracijos matavimas ir méginio grynumo jvertinimas yra
svarbus tolimesnei jos analizei. Nukleino rugstys sugeria 260 nm ilgio
ultravioletinius spindulius. Dvigrandés DNR koncentracija (C) yra buvo
skai¢iuojama pagal formule: Cpngr (Mg/MI)=D2go X 50 pg/ml x praskiedimas.

[ranga:

1.

2.
3.
4.

Automatinés pipetés ,,Eppendorf Research* 10 — 100 ul (Eppendorf
AG, Vokietija)
Antgaliai automatinéms pipetéms 10 — 100 pl (Star Lab, Vokietija)
Eppendorf tipo 1,5 — 2 ml mégintuvéliai (Eppendorf AG, Vokietija)
UV mikrokiuvetés ,,WIN LAB UV—-Cuvette micro* (Brand GmbH+Co,
Vokietija)
Spektrofotometras “Eppendorf Biophotometer” (Eppendorf AG,
Vokietija)
Maisykle ,,IKA MS 3 basic” (IKA, JAV)
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Reagentai:

1. 1xTE buferis (Carl Roth GmbH+Co, Vokietija)

Metodas:

1. [ Svary Eppendorf tipo mégintuvelj buvo jpilama 90 ul 1xTE buferio
ir uzraSomas mégintuvélio kodas.

2. | paruostag mégintuvélj su 90 pl 1xTE buferio jpilama 10 pl tiriamojo
DNR tirpalo (praskiedimas 1:10).

3. Ijungiams spektrofotometras “Eppendorf Biophotometer” (Eppendorf
AG, Vokietija), jpilama j Svarig UV kiuvete 100 pl IXTE (be
burbuly), teisinga kryptimi jdedama kiuveté j aparaty ir spaudziamas
mygtukas BLANK. Tokiu biidu nustatomas nulinis taskas.

4. Matuojant DNR méginius buvo jvedimas skiedimas spektrofotometre.

5. I8matavus absorbcijg esant 260 nm bangy ilgio ,,Eppendorf Biophoto-

meter' automatiskai buvo apskaic¢iuojama DNR koncentracija ir buvo
pateikiamas  absorbcijy 260 nm/280 nm  santykis tiriamajame
meéginyje.

2.4. Polimerazés grandininé reakcija (PGR)

Polimerazés grandininé rakcija yra naudojama DNR gausinimui. Reakcija
sudaro SeSios stadijos, i§ kuriy kartojantis trims pirmosioms cikliskai vyksta
DNR gausinimas. Pakartojus 2 — 4 PGR reakcijas DNR fragmentai dvigubéja.
Po 35 reakcijy susidaro pakankamas kiekis PGR produkto, kurj galima tirti.
PGR reakcijos stadijos:

1.

Iniciacija arba pradiné denatiiracija. Jos metu PGR reakcijos tirpalas,
kurj sudaro PGR pradmenys, DNR polimerazé, nukleotidai, 10x
reakcijos buferis, tiriamoji DNR jkaitinami iki 94 — 96 °C. Sios
reakcijos trukmé 5 minutés, per kurias jvyksta tiriamosios DNR
denatiiracija.

Denatiiracija. Jos metu PGR reakcijos tirpalas trumpai 2045 s
jkaitinamas iki 94 — 96 °C. Sios reakcijos metu jvyksta DNR
denatiiracija, t.y nutriiksta vandeniliniai rySiai.

Hibridizacija. Temperatirai nukritus iki 50 — 65 °C 20 - 40
sekundéms pradmenys jungiasi prie tiriamosios DNR.

llginimas. Temperatiira pakeliama iki 72 C ir laikoma 1 — 2 minu-
téms, kuriy metu vyksta nukleotidy prijungimas naujai sintetinamose
DNR vijose.

Galutinis ilginimas. Paskutinio PGR ciklo metu méginiai yra laikomi
70-74 °C temperatiroje 5-15 min., tam, kad meéginiuose nelikty
viengrandziy DNR fragmenty.

Gautas produktas laikomas 4-15 °C temperatiiroje neribotg laika.
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2.5. ATP7B geno sekoskaita

Pirmyjy keturiy Seimy (septyni individai), kuriy genotipai nurodyti 3.2.1
lenteléje tirti visi ATP7B geno egzonai. 21 ATP7B geno egzonas PGR reakcija
pagausintas naudojant Biometros T3 amplifikatoriy (Biometra T3
Thermocycler, Gottingen, Vokietija) [108]. PGR ir sekoskaitos reakcijos
pradmenys nurodytos priede.

Reagentai:

1. Sterilus vanduo

2 10%PGR reakcijos buferis

3. Magnio chloridas (MgCl,) 25 mM

4. 2 mM nukleotidy: A, G, T, C tirpalas ,dNTP Mix* (po 2 mM
kiekvieno nukleotido)

Termostabili rekombinantiné DNR polimerazé
6. 10 uM ATP7B geno vienam i$§ egzony prieSakinis pradmuo
7. 10 uM ATP7B geno vienam i§ egzony atvirkstinis pradmuo:

o

[ranga:
1. Automatinés pipetés ,,Eppendorf research* 0,5-10 ul (Eppendorf AG,
Vokietija)

2. Eppendorf tipo mégintuvéliai 1,5-2 ml (Eppendorf AG, Vokietija)

3. 0,2 ml PGR mégintuvéliai ,,8-Strip PCR tubes” (Star lab GmbH,
Vokietija)

4. Ledo termoblokas skirtas 0,2 ml PGR mégintuvéliams sudeéti
(Eppendorf AG, Vokietija)

5. Antgaliai 0,5-10 pl; 10-100 pl

PGR reakcijos produkty sekos nustatymas atliktas fluorescenciniu automa-
tiniu sekvenatoriumi (Applied Biosystems, Darmstadt, VVokietija). Mutacijos
apraSytos remiantis Zmogaus genomo variacijy draugijos tinklapyje
http://www.HGVS.org/mutnomen/ pateiktomis rekomendacijo-mis, naudojan-
tis referentine geny banko seka, kurios numeris NM_000053.1.

2.6. ATP7B geno ¢.3207C>A (p.His1069GIn) mutacijos nustatymas

Sergantiesiems Vilsono liga ir jy giminéms ¢.3207C>A (p.His1069GIn)
mutacija ATP7B gene buvo nustatyta naudojant pusiau lizding polimerazés
grandining reakcija ir po jos sekusia restrikcijos reakcija naudojant BsiHKA 1
restriktaze.
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¢.3207C>A (p.His1069GIn) mutacijos nustatyma sudaré trys etapai:
1) ATP7B geno 14 egzonas pagausintas naudojant specifinius ATP7B

ex14 dir ir ATP7B ex14 rev pradmenis;

2) Pusiau lizdiné PGR reakcija atlikta naudojant specifinj pradmenj
MUT 1070, sukuriantj restrikcijos vieta normaliame, nemutavusiame

ATP7B geno alelyje;

3) Restrikcija atlikta naudojant BsiHHKA I restriktaze ir genotipavimo
rezultatai vertinti atlikus elektroforeze 4 proc. agarozés gelyje.

ATP7B geno 14 egzono pagausinimas PGR reakcija atliktas 25 mikrolitry

reakcijos turyje naudojant Ependorf kompanijos amplifikatoriy. ATP7B geno
14 egzono pagausinimo PGR reakcijos sudétis nurodyta 2.6.1 lenteléje.

2.6.1 lentelé. ATP7B geno 14 egzono gausinimo reakcijos sudétis

Reagentai Galutiné koncentracija

1x reakcijos

sudétis
10x Taq polimerazés reakcijos buferis 2,5 ul
Taq polimerazé 25U 0,25 ul
dNTP 0,2mM 0,25 pl
Pradmuo ATP7B ex14 rev 5-AGTT CT 0.2 uM 0,5 ul
GCCTCAGGAGTGTGAC-3 ' ’
Pradmuo ATP7B ex14 dir 5-CAG CTA 0,2 UM 0,5 ul
GGA GAG AAG GAC ATG G-3 ' ’
Sterilus vanduo 16,5 pl
DNR tirpalas 100 ng/1ul 1l

ATP7B geno gausinimui naudojami pradmenys yra specifiniai geno 13 ir 14
intronuose esanc¢ioms sekoms. Po PGR reakcijos susidares 337 bp produktas
patikrintas 2 proc. agarozés gelyje. Pradmeny prisitvirtinimo vietos ir

susidariusio produkto seka parodyta 2.6.1 paveiksle.
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72121 gggtgaagtt ctgcctcagg agtgtgacta tggaagcccc
tccatctgta ttgtggtcag
72181 tgagttgtgg ttgtttttgg CagATAAAGA  CTGTGATGTT

TGACAAGACT GGCACCATTA
72241 CCCATGGCGT CCCCAGGGTC ATGCGGGTGC TCCTGCTGGG GGATGTGGCC

ACACTGCCCC
72301 TCAGGAAGGT TCTGGCTGTG GTGGGGACTG CGGAGGCCAG CAGTGAACAC
CCCTTGGGCG
72361 TGGCAGTCAC CAAATACTGT AAAGAGQtac gtggacttgg gcgtggccct
gccctcccecg

72421 ccaatgctct tttattcctc accatgtcct tctctcctag
ctgccctcga ggagecttct

2.6.1 pav. ATP7B geno 14 egzonas ir pradmeny kibimo vietos
(NG_008806.1 G1:209969670)

Pastaba: Pabrauktos ATP7B ex14 rev ir ATP7B ex14 dir pradmeny prisitvirtinimo vietos,
ATP7B 14 egzono seka parodyta didziosiomis raidémis, 13 ir 14 introno seka—mazosiomis.
Rodyklés rodo amplifikacijos krypty.

Po PGR reakcijos susidargs 337 bp produktas buvo panaudotas pusiau
lizdinéje PGR reakcijoje, naudojant specifinj pradmenj MUT 1070, kurio seka
5TGC GCA GGC CAG CAG TGA G C3.

ATP7B geno 14 egzono ir pusiau lizdinés PGR reakcijos buvo atliktos
Ependorf firmos amplifikatoriumi. Reakcijos sglygos nurodytos Zemiau:

95°C-5 min. 1 ciklas

95°C-30 s x 35 ciklai

58°C-30s x 35 ciklai

72°C—45 s x 35 ciklai

72°C-10 min. x 1 ciklas

PGR, sukuriancios papildomg kirpimo vieta, reakcijos sudétis pateikta
2.6.2 lentel¢je.

2.6.2 lentelé. Pusiau lizdinés PGR reakcijos sudétis

Reagentas Galutiné koncentracija Kiekis 1x reakcijai
10x Taq polli)mera}zés reakcijos 25l
uferis

Tagq polimerazé 25U 0,25

dNTP 0,2 mM 0,25

Pradmuo MUT 1070 0,2 uM 0,5

Pradmuo ATP7B ex14 dir 0,2 uM 0,5
Sterilus vanduo 16 pl
PGR reakcijos produktas 5 ul
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Pusiau lizdinés PGR reakcijos metu naudojant specifinj pradmenj MUT 1070
sukuriama restrikcijos vieta fermentui BsiHKA 1, kerpan¢iam nemutavusj geno
alelj. ATP7B geno mutavusiame alelyje dirbtiné restrikcijos vieta nesukuriama.

Pradmeny prisitvirtinimo vietos ir pusiau lizdinés PGR reakcijos metu
susidariusio produkto seka parodyta 2.6.2 paveiksle.

—

TG CGGAGGCCAG CAGTGAACAC CCCTTGGGCG TGGCAGTCAC

CAAATACTGT AAAGAGgtac gtggacttgg gcgtggccct gccctccecg
ccaatgctct tttattcctc accatgtcct tctctcctag ctg

2.6.2 pav. ATP7B geno 14 egzono pusiau lizdinés PGR produkto seka ir
pradmeny kibimo vietos (NG_008806.1 GI:209969670)

Pastaba: Pabrauktos ATP7B ex14 dir ir MUT 1070 pradmeny prisitvirtinimo vietos, ATP7B
geno 14 egzono seka parodyta didziosiomis raidémis, 14 introno seka—mazosiomis. Paryskintas
mutaves CAC kodonas (¢.3207C>A (p.His1069GIn) mutacija). Rodyklés rodo amplifikacijos

krypt].

Po PGR reakcijos atlikta restrikcijos reakcija. Restriktazés BsiHKA I Kirpimo
vietos nurodytos 2.6.3 lenteléje.

2.6.3 lentelé. Restriktazés BsiHKA I kirpimo vietos ir tiriama mutacija

Restriktazé Normali kirpimo ATP?B geno Tiriama mutacija
seka pakitimas
Sukuriama
. 5-GWGCW"C-3' . . c.3207C>A
BSIHKA | 3_CAWCGWC-5' pap"do\;'i‘:t:"p'mo (p.His1069GIn)

Pastaba: pirimidinas Zymimas W raide.

2.6.4 lentelé. Restrikcijos reakcijos naudojant BsiHKA I restriktaze sudétis

Reagentai Kiekis
BsiHKA | 1ul(5V)
Pusiau lizdinés PGR reakcijos produkto 10 pl
10x reakcijos buferio 1,5 ul
Distiliuotas vanduo 2,5 ul vandens

Restrikcijos reakcija vykdyta 37 laipsniy temperatiroje 8 valandas ir
vertinta 4 proc. agarozés gelyje. Restrikcijos sglygos nurodytos 2.6.4 lenteléje.
ATP7B gene dirbtinai sukurta restrikcijos vieta esant normaliam aleliui
kerpama ir susidaro du restrikcijos produktai: 22 bp ir 113 bp. Elektroforezés
metu gelyje matomas vienas 113 bp restrikcijos produktas (22 bp produktas
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nematomas). Ivykus mutacijai restrikcijos vieta pusiau lizdinés reakcijos metu
nesusidaro ir 4 proc. agarozés gelyje matomas tik vienas produktas 135 bp
produktas. Heterozigotinio genotipo atveju yra matomi elektroforezés gelyje du
— 135 bp ir 113 bp produktai. Elektroforezé vykdyta 4 proc. agarozés gelyje
120 min. 60 V daZniu. Restrikcijos rezultatai vertinti BioRad gelio
dokumentavimo sistema

2.6.3 paveiksle yra parodyti ¢.3207C>A (p.His1069GIn) mutacijos
genotipavimo gelio dokumentavimo rezultatai. Serganciy pacienty GE-269 (8
Vilsono liga sergantysis (3.2.1 lentelé)), GE-271 (9 Vilsono liga sergantysis
(3.2.1 lentel¢)) ir GE-272 (10 Vilsono liga sergantysis (3.2.1 lentelé)) genotipas
buvo ¢.[3207C>A]; [c.3207C>A] p. [His1069GIn]; [His1069GIn]. GE-268 (8
Vilsono ligos serganciosios sesuo) ir GE-270 (9 serganciosios Vilsono liga
mamos) genotipas buvo ¢.[3207C>A ];[N] p. [His1069GIn]; [N]. Tiriamyjy
genotipavimo rezultatai nurodyti 2.6.3 paveiksle.

2.6.3 pav. ¢.3207C>A (p.His1069GIn) mutacijos genotipavimo rezultatai
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2.7. HFE geno 2 egzono gausinimo PGR reakcija protokolas

HFE 2 ir 4 egzonai pagausinti naudojant polimerazés grandining reakcija
arraSytg Cukjati ir kt. [23]. Pradmeny seky autentiSkumas patvirtintas in silico
programa. HFE geno 2 ir 4 egzono sekos verifikuotos sekoskaita atlikta UAB
“Fermente”.

Reagentai:

1. Sterilus vanduo

2. PGR reakcijos buferis 10x su amonio sulfatu

3. Magnio chloridas (MgCl,) 25 mM (,,Fermentas®, Lietuva)

4. 2 mM nukleotidy: A, G, T, C tirpalas ,dNTP Mix" (po 2 mM

kiekvieno nukleotido) (“Fermentas”, Lietuva)

Termostabili rekombinantiné DNR polimeraze (,,Fermentas®, Lietuva)

6. 10 uM (F)HFE2 fov prieSakinis pradmuo: 5-TGT GGA GCC TCA
ACATCCT-3

7. 10 uM (F)HFE2 fov atvirkstinis pradmuo: 5-TGA AAA GCT CTG
ACA ACC TCA-3'

o

Pradmeny kibimo vietos ir gausinamo fragmento sudétis nurodyta 2.7.1
paveiksle.

—>
tgtggagcctcaacatectgcteecctectactacacatggttaaggectgttgctetgtctccagGTTCAC

ACTCTCTGCACTACCTCTTCATGGGTGCCTCAGAGCAGGACCTTG
GTCTTTCCTTGTTTGAAGCTTTGGGCTACGTGGATGACCAGCTGT
TCGTGTTCTATGATCATGAGAGTCGCCGTGTGGAGCCCCGAACT
CCATGGGTTTCCAGTAGAATTTCAAGCCAGATGTGGCTGCAGCT
GAGTCAGAGTCTGAAAGGGTGGGATCACATGTTCACTGTTGACT
TCTGGACTATTATGGAAAATCACAACCACAGCAAGGgtatgtggagagg
gggcctcaccttcctgaggttgtcagagcttttca

-1

2.7.1 pav. HFE 2 egzono gausinimo seka

Pastaba: HFE geno 2 egzono nukleotidai pazymeéti didziosiomis raidémis, HFE geno 1 ir 3
intronai pazyméti mazosiomis raidemis, pradmeny kibimo vietos pabrauktos, PGR
gausinimo kryptys nurodytos rodyklémis
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[ranga:

1.

w N

o

Automatinés pipetés ,,Eppendorf research® 0,5-10 pl (Eppendorf AG,
Vokietija)

Elektroniné pipeté ,,Capp electronic** 10-200 pl (Capp, Taivanis)
Eppendorf tipo mégintuvéliai 1,5-2 ml (Eppendorf AG, Vokietija)

0,2 ml PGR mégintuvéliai ,,8 — Strip PCR tubes” (Star lab GmbH,
Vokietija)

Maisyklé ,,IKA MS 3 basic” (IKA, JAV)

Ledo termoblokas skirtas 0,2 ml PGR mégintuvéliams sudéti
(Eppendorf AG, Vokietija)

Termocikleris “Eppendorf Master Cycler gradient S” (Eppendorf AG,
Vokietija)

Antgaliai 0,5-10 pl; 10-100 pl

2.1.1 lentelé. HFE geno 2 egzono PGR reakcijos sudétis

Reagentas Galutiné koncentracija Kiekis}7.x
reakcijai
Sterilus vanduo - 327,25 ul
25 mM magnio chlorido tirpalas 2,0mM 17 pl
10xPGR reakcijos buferis su
(NH4)5SO4 1x 42,5 pl
Pradmuo (F)HFE2 0,2 uM 8,5 ul
Pradmuo (R)HFE2 0,2 uM 8,5 ul
dNTP tirpalas 20 mM 0.2 rr?u'\l:llgéiilsgeno 17
Taq polimerazé (MBI Fermentas,
P Vilnius,((l_ietuva) 25U 0,25 l
DNR tirpalas 100 ng/1pul 1ul
Metodas:
1. I8 PGR reakcijos komponenty pasigaminamas tirpalas pagal 2.7.1
lentel¢je pateikta protokola.
2. | ledo termobloka, skirta 0,2 ml PGR mégintuvéliams, yra dedamos
dvi 0,2 ml 8 PGR mégintuvéliy juostelés.
3. Gautas tirpalas po 25 pl yra iSpilstomas j Siuos sterilius mégintuvélius.
4. Tada j kiekvieng mégintuvélj jneSama 100 ng tiriamosios genominés
DNR, paliekamas tik kas 16 mégintuvéelis (neigiama kontrol¢).
5. PGR reakcija buvo atlickama ,,Eppendorf Master cycler gradient S*

termocikler;.
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6. HFE 2 egzono gausinimo reakcija:

7. 1 PGR reakcijos stadija — 95 °C denatiiracija 5 minutes

8. 2 PGR reakcijos stadija— 95 °C temperatiira 30 sekundziy,

9. 3 PGR reakcijos stadija pradmeny prikabinimas — 56°C temperatiiroje
30 sekundziy,

10. 4 PGR reakcijos stadija — 72 °C temperatiiroje 1 minutés ilgéjimas

11. 2, 3 ir 4 stadijos kartojamos 30 cikly,

12. 5 PGR reakcijos stadija — 72 °C temperatiiroje 10 minuciy ilgéjimas

13. 6 PGR reakcijos stadija — 4 °C temperatiiroje laikymas neribotam
laikui.

2.8. HFE geno 4 egzono gausinimas

Reagentai:

1. Sterilus vanduo

2. PGR reakcijos buferis 10x su amonio sulfatu

3. Magnio chloridas (MgCl12) 25 mM (,,Fermentas®, Lietuva)

4. 2 mM nukleotidy: A, G, T, C tirpalas ,dNTP Mix* (po 2 mM
kiekvieno nukleotido) (“Fermentas”, Lietuva)

5. Termostabili rekombinantiné DNR polimeraz¢ (,,Fermentas®, Lietuva)

6. 10M (F)HFE4 fov priesakinis pradmuo: 5-TCC AGT CTT CCT
GGC AA-3'

7. 10 uM (R) HFE4 rev atvirkstinis pradmuo: 5-TTC TAG CTC CTG

GCT CTC A-3

ccagtcttcctggcaagggtaaacagatcccctetectcatecttectcetttectgtcaag TGCCTCCTTT

GGTGAAGGTGACACATCATGTGACCTCTTCAGTGACCACTCTACG
GTGTCGGGCCTTGAACTACTACCCCCAGAACATCACCATGAAGTG
GCTGAAGGATAAGCAGCCAATGGATGCCAAGGAGTTCGAACCTA
AAGACGTATTGCCCAATGGGGATGGGACCTACCAGGGCTGGATA
ACCTTGGCTGTACCCCCTGGGGAAGAGCAGAGATATACGTGCCA
GGTGGAGCACCCAGGCCTGGATCAGCCCCTCATTGTGATCTGGG
Gtatgtgactgatgagagccaggagctgagaa

2.8.1 pav. HFE 4 egzono gausinimo seka

Pastaba: HFE geno 4 egzono nukleotidai pazymeéti didZiosiomis raidémis, HFE geno 3 ir 5
intronai pazyméti mazosiomis raidémis, pradmeny kibimo vietos pabrauktos
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[ranga:

1.

w N

o

7.

8.

Automatinés pipetés ,,Eppendorf research® 0,5-10 pl (Eppendorf AG,
Vokietija)

Elektroniné pipeté ,,Capp electronic** 10-200 pl (Capp, Taivanis)
Eppendorf tipo mégintuvéliai 1,5-2 ml (Eppendorf AG, Vokietija)

0,2 ml PGR mégintuvéliai ,,8 — Strip PCR tubes” (Star lab GmbH,
Vokietija)

Maisyklé ,,JKA MS 3 basic” (IKA, JAV)

Ledo termoblokas skirtas 0,2 ml PGR mégintuvéliams sudéti
(Eppendorf AG, Vokietija)

Termocikleris “Eppendorf Master Cycler gradient S” (Eppendorf AG,
Vokietija)

Antgaliai 0,5-10 pl; 10-100 pl

HFE geno 4 egzono gausinimo PGR reakcijos sudétis nurodyta 2.8.1

lenteléje.

2.8.1 lentelé. HFE geno 4 egzono PGR reakcijos sudétis

Reagentas Galutiné koncentracija Kiekis 1x reakcijai
Sterilus vanduo 16,5 ul
25 mM magnio chlorido tirpalas 1,0 mM 0,5l
10xPGR reakcijos buferis su 1x 25l
(NH4)2S04 ’
Pradmuo (F)HFE4 0,2 yM 0,5l
Pradmuo (R)HFE4 0,2 uM 0,5 ul
dNTP tirpalas 20 mM 0.2 ';‘u'\lflé‘c')‘tai';‘(’)'eno 0,25 pl
Taq polimerazé ((MBI Fermentas
P ViInius,(E_ietuva) ’ 25U 0,25 l
DNR tirpalas 100 ng/1pl 1l
Metodas:
1. I8 PGR reakcijos komponenty pasigaminamas tirpalas pagal 2.8.1
lentel¢je pateikta protokola.
2. [ ledo termobloka, skirtag 0,2 ml PGR mégintuvéliams, yra dedamos
dvi 0,2 ml 8 PGR mégintuvéliy juostelés.
3. Gautas tirpalas po 25 pl yra i$pilstomas j Siuos sterilius mégintuvélius.
4. Tada j kiekvieng mégintuvélj jneSama 100 ng tiriamosios genominés
DNR, paliekamas tik kas 16 mégintuvélis (neigiama kontrol¢).
5. PGR reakcija buvo atlieckama ,,Eppendorf Master cycler gradient S*

termocikler;.

45



6.

HFE 2 egzono gausinimo reakcija:

1 PGR reakcijos stadija — 95 °C denatiiracija 5 minutes

2 PGR reakcijos stadija — 95 °C temperatiira—30 sekundziy,

3 PGR reakcijos stadija pradmeny prikabinimas-56 °C temperatiiroje 30
sekundziy,

4 PGR reakcijos stadija — 72 °C temperatiiroje 1 minutés ilgéjimas

2, 3 ir 4 stadijos kartojamos 30 cikly,

5 PGR reakcijos stadija — 72 °C temperatiiroje 10 minuciy ilgéjimas

6 PGR reakcijos stadija — 4 °C temperatiiroje laikymas neribotam laikui.

2.9. Agarozés gelio elektroforezé

Reagentai:

agkrwpnE

Agaroze ,,SeaKem LE Agarose* (Lonza, JAV)

10x TBE buferis ,,Rotiphorese* (Carl Roth GmbH + Co, Vokietija)
EtidZio bromidas 10 mg/ml (Carl Roth GmbH + Co, Vokietija)

DNR dazas ,,6x DNA Loading Dye** (Fermentas, Lietuva)

DNR fragmenty Zymuo ,pUC 19 DNA Mspl (HpaCl)* (Fermentas,
Lietuva)

[ranga:

1. Horizontalus gelio elektroforezés aparatas (Bio-Rad, JAV)

2. Gelio liejimo rémelis (Bio-Rad, JAV)

3. 30 sulinéliy gelio Sukutés (Bio-Rad, JAV)

4. Nuolatinés sroves tiekimo aparatas (Bio-Rad, Singapiiras)

5. Mikrobangy krosnelé ,,.Samsung G2712NR* (Samsung, Malaizija)

6. Automatinés pipetés ,,Eppendorf research* 0,5 pul-10 pl. (Eppendorf
AG, Vokietija)

7. Gelio dokumentavimo sistema ,,Bio-Rad molecular imager* (Bio-
Rad, JAV)

8. Stiklin¢ kolba skirta agarozei virti.

9. Parafilm® juosta (Carl Roth GmbH + Co, Vokietija)

10. Antgaliai 0,5 pl-10 pl ; 10 ul1-100 pl
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Metodas:

1.

2.

3.

10.
11.

12.

13.

14.

15.

Tiriamyjy HFE geno pagausinto 2 ir 4 egzono jvertinimui buvo
gaminamas 1,5 proc. agarozés gelis.

Gelis buvo gaminamas pirmiausia elektroninémis svarstyklémis
pasverus 2,25 g agarozes.

Agarozé buvo supilama | stikling kolbg ir uzpilama 150 ml 1x TBE
buferiu.

Agarozés tirpalas buvo dedamas j mikrobangy krosnelg ir verdamas
kol agaroze visiskai iStirpdavo.

Istirpinta agarozé 30 sekundZziy buvo vésinama po $alto vandens srove
ir atsargiai (be burbuly) pilama j gelio liejimo rémelj, kuriame biidavo
sudétos 4 gelio Sukutés po 30 Sulinélius (120 Sulinéliy).

Sustingus agarozés geliui, atsargiai budavo iStraukiamos Sukutés ir
gelis dedamas ] horizontalaus gelio elektroforezés aparata, pripildyta
1x TBE buferiu, taip kad buferis apsemty gelj.

I kiekvienos gelio eilutés pirmajj Sulinélj budavo jnesama po 3 pl
DNR fragmenty Zymens ,,pUC 19 DNA Mspl (HpaCl)*.

Ant parafilmo juostelés biidavo sudedama DNR dazo ,.,6x DNA
Loading Dye* laseliai po 2 ul (laseliy skaiCius atitinka méginiy
skaiciy).

5 wl méginio (PGR produkto) steriliu antgaliu biidavo sumaiSoma su 2
ul DNR dazo ,,6x DNA Loading Dye*.

Sumaisytas tirpalas btidavo pernesamas j agarozés gelio Sulinélj.
SuneSus meéginius ] agarozés gelio Sulinélius, biidavo uzdengiamas
horizontalaus gelio aparato dangtis ir jjungiamas nuolatinés srovés
tiekimo aparatas.

Elektroforezé biidavo vykdoma 110 V 60 min.

Po clektroforezés gelis biidavo merkiamas j 10 mg/ml etidzio bromido
tirpalg ir paliekamas dazymui 10 minuciy.

IStrauktas gelis budavo nuplaunamas su distiliuotu vandeniu ir
dedamas j gelio dokumentavimo sistema ir nufotografuojamas.
Duomeny analizé. Lyginami tiriamieji DNR fragmentai su DNR
fragmenty zZymens ,,pUC 19 DNA Mspl (HpaCl)*“ fragmentais. HFE 2
PGR produkto ilgis turi buti 378 bp. HFE 4 egzono PGR produkto
ilgis turi biiti 369 bp.
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2.9.1 pav. HFE geno 4 egzono amplifikacijos rezultatai
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2.9.2 pav. HFE geno 2 egzono amplifikacijos rezultatai

2.10. Restrikcijos fragmenty ilgio polimorfizmo (RFIP) analizé

Restrikcijos fragmenty ilgio polimorfizmas (RFIP) tai DNR zymeny
sistema, leidzianti nustatyti nukleotidy seky skirtumus tarp DNR molekuliy
sukarpyty specifinémis restriktazémis. RFIP veikimas pagristas DNR
molekulés sukarpymu restriktazémis. Restriktazés yra fermentai, kurie kerpa
DNR grandine specifinése vietose. Siy fermenty sukarpyti jvairaus dydzio
DNR fragmentai veikiant elektros laukui juda nevienodai, sudarydami
specifinius DNR fragmenty profilius. HFE geno mutavusiy aleliy nustatymas
atliktas naudojant restriktazes.
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HFE geno 2 egzono ¢.187C>G (p.His63Asp) mutacijos tyrimas
RFIP metodu:

Reagentai:
1. Restriktazé Bel 1 10 u/pl 3000 u (,,Fermentas®, Lietuva) (2.10.1
lentelée)

2. Restrikceijos buferis ,,10x Buffer G 1ml (,,Fermentas®, Lietuva)

2.10.1 lentelé. Restriktazés Bcl I kirpimo vieta ir tiriama mutacija

Restriktazé Normali kirpimo HF]? geno Tiriama mutacija
seka pakitimas
5-T"GATCA-3 .
cll 3-ACT A GAT-5 CAT—-GAT ¢.187C>G (p.His63Asp)
[ranga:

1. Automatinés pipetés ,,Eppendorf research* 0,5 ul-10 pl ir 10 pl-100
pl. (Eppendorf AG, Vokietija)

2. Eppendorf tipo mégintuvéliai, 1,5-2 ml (Eppendorf AG, Vokietija)

3. Judanti termomaisyklé ,,Eppendorf Thermomixer comfort* (Eppen-
dorf AG, Vokietija)

4. Antgaliai 0,5 pl-10 pl ; 10 u1-100 pl

2.10.2 lentelé. c.187C>G (p.His63Asp) restrikcijos reakcijos protokolas.

Reagentas Galutiné“ Kiekis 1x reakcijai Kiekis .330x
koncentracija reakciju
Sterilus vanduo - 3,25 ul 97,5 ul
10x Buffer G with BSA 1x 1,5 ul 45 wl
Bcel | 25U 0,25 pl 7,5 ul
PGR produktas : 10 ul ?g';fcul; 5yl

Metodas:

1. T Svary eppendorf tipo mégintuvelj i§ eilés jpilama 97,5 pl sterilaus
vandens, 45 pl 10x Buffer G with BSA ir 7,5 pl Bel I restriktazes (30
reakcijy).

2. Sis tirpalas i3pilstomas j 30 steriliy, suzyméty eppendorf tipo mégin-
tuvéliy po 5 ul.

3. Tada j vieng mégintuvel] jneSama po 10 pl vieno tiriamojo PGR
produkto. Taip suneSama visy tiriamyjy PGR produktai.

49



4. Uzdaryti mégintuvéliai sudedami j judantj termobloka ir 55 °C
temperatiiroje palickama maziausiai 1 valandali.

5. Po reakcijos méginiai gali biiti laikomi 4 °C arba -20 °C temperatiiroje
iki tolimesnes analizes.

HFE geno 2 egzono c.193A>T (p.Ser65Cys) mutacijos tyrimas
RFLP metodu:

Reagentai:

1. Restriktazé Hinf I 10 uw/ul 3000 u (,,Fermentas, Lietuva) (2.10.3
lentelé¢)

2. Restrikeijos buferis ,,10x Buffer R with BSA*“ Iml (“Fermentas®,
Lietuva)

2.10.3 lentelé. Restriktazés Hinf I kirpimo vieta ir tiriama mutacija

Restriktazé | Normali kirpimo | HFE geno pakitimas Tiriama mutacija
seka
. 5-GMANT C-3 c.193A>T
Hinf 3.C TN A'G-5' GANT—GTNT (p.Ser65Cys)

Techninés priemonegs:

1. Automatinés pipetés ,,Eppendorf research® 0,5 pl - 10 pl ir 10 pl —
100 pl. (Eppendorf AG, Vokietija)

2. Eppendorf tipo mégintuvéliai, 1,5 — 2 ml (Eppendorf AG, Vokietija)

3. Judanti termomaiSyklé ,,Eppendorf Thermomixer comfort* (Eppen-
dorf AG, Vokietija)

4. Antgaliai 0,5-10 pul ; 10-100 pl

2.10.4 lentelé. c.1934>T (p.Ser65Cys) restrikcijos reakcijos protokolas.

Reagentas Galutlne” Kiekis 1x reakcijai Kiekis §0X
koncentracija reakciju
Sterilus vanduo - 3,25 ul 97,5 ul
10x Buffer R with BSA 1x 1,5ul 45 wl
Hinf | 25U 0,25 ul 7,5 ul
PGR produktas - 10ul | Viso: 1x 5ul
reakcijai
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Metodas:

1.

2.
3.

I Svary eppendorf tipo mégintuvélj i§ eilés jpilama 97,5 pl sterilaus
vandens, 45 pl

10x Buffer R with BSA ir 7,5 pl Hinf I restriktazés (30 reakcijy).

Sis tirpalas iSpilstomas j 30 steriliy, suzyméty eppendorf tipo mégin-
tuvéliy po 5 pl.

Tada j vieng mégintuvél] jneSama po 10 ul vieno tiriamojo PGR
produkto. Taip suneSama visy tiriamyjy PGR produktai.

Uzdaryti mégintuvéliai sudedami j judant] termoblokg ir 37 °C
temperatiiroje paliekama maZiausiai 1 valandai.

Po reakcijos méginiai gali buti laikomi 4 °C arba —20 °C temperatii-
roje iki tolimesnes analizés.

HFE geno 4 egzono ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos tyrimas
RFLP metodu:

Reagentai

1.
2.

Restriktazé Rsa I 10 u/pl 3000 u (Fermentas, Lietuva)
Restrikcijos buferis ,,/0x Buffer Tango™ 1ml (Fermentas, Lietuva)

2.10.5 lentele. Restriktazes Rsa [ veikimas.

Restriktazé Normz;l:kl;irpimo HFE geno pakitimas Tiriama mutacija
. . Sukuriama papildoma
5'-G T*"A C-3 o . . c.845G>A
Rsa . AT (B kirpimo vieta GTGC |
3-C AT G-5 oTAC (p.Cys282Tyr)
[ranga:
1. Automatinés pipetés ,,Eppendorf research 0,5-10 ul ir 10-100 pl.
(Eppendorf AG, Vokietija)
2. Eppendorf tipo mégintuvéliai, 1,5-2 ml (Eppendorf AG, Vokietija)
3. Judanti termomaiSyklé ,,Eppendorf Thermomixer comfort* (Eppen-
dorf AG, Vokietija)
4. Antgaliai 0,5-10 pul ; 10-100 pl
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2.10.6 lentelé. c.845G>A(.p.Cys282Tyr) restrikcijos reakcijos protokolas

Reagentas Galutlne“ Kiekis 1x reakcijai Kiekis §0X
koncentracija reakcijuy

Sterilus vanduo - 3,25 ul 97,5 ul

10x Buffer Tango™ 1x 1,5 ul 45 ul
Rsa I 25U 0,25 pl 7,5 ul
Viso: 1x

PGR produktas - 10 ul reakciijai 5ul
Metodas:
1. T Svary eppendorf tipo mégintuvelj i§ eilés jpilama 97,5 pl sterilaus

vandens, 45 pl 10x Buffer Tango™ ir 7,5 ul Rsa I restriktazés (30
reakcijy).

Sis tirpalas i$pilstomas j 30 steriliy, suzyméty eppendorf tipo mégin-
tuvéliy po 5 pl.

Tada ] vieng mégintuvel] jneSama po 10 pl vieno tiriamojo PGR
produkto. Taip suneSama visy tiriamyjy PGR produktai.

Uzdaryti mégintuveliai sudedami j judantj termoblokg ir 37 °C
temperatiiroje paliekama maziausiai 1 valandai.

Po reakcijos méginiai gali bati laikomi 4 °C arba —20 °C tempera-
turoje iki tolimesnes analiz¢s.

2.11. Geneotipo vertinimas

Reagentai:

akrwbhE

Agaroze ,,SeaKem LE Agarose® (Lonza, JAV)

10x TBE buferis ,,Rotiphorese* (Carl Roth GmbH + Co, Vokietija)
Etidzio bromidas 10 mg/ml (Carl Roth GmbH + Co, Vokietija)

DNR dazas ,,6x DNA Loading Dye* (Fermentas, Lietuva)

DNR fragmenty zymuo ,,0'GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, ready-
to-use* (Fermentas, Lietuva)

Antgaliai 0,5-10 pl ; 10-100 pl

[ranga:

SoukrwnrE

Horizontalus gelio elektroforezés aparatas (Bio-Rad, JAV)

Gelio liejimo rémelis (Bio-Rad, JAV)

20 Sulinéliy gelio Sukutés (Bio-Rad, JAV)

Nuolatinés srovés tiekimo aparatas (Bio-Rad, Singaptras)
Mikrobangy krosnelé ,,.Samsung G2712NR* (Samsung, Malaizija)
Automatinés pipetés ,,Eppendorf research® 0,5-10 pl. (Eppendorf
AG, Vokietija)
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7. Gelio dokumentavimo sistema ,,Bio-Rad molecular imager* (Bio-
Rad, JAV)

8. Stikliné kolba skirta agarozei virti.

9. Mikrocentrifuga ,,Eppendorf Centrifuge 5810R“ (Eppendorf AG,
Vokietija)

Metodas:

1. HFE geno 2 egzono p.Ser65Cys bei p.His63Asp ir 4 egzono
p.Cys282Tyr mutacijy analizei reikalingas 4 proc. agarozés gelis.

2. Elektroninémis svarstyklémis pasveriama 6 g agarozés.

3. Agaroze supilama j stikling kolba, uzpilama 150 ml 1x TBE buferiu ir
50 ml distiliuoto vandens.

4. Agarozés tirpalas dedamas j mikrobangy krosnele ir verdamas kol
tirpalo tiiris bus 150 ml.

5. Istirpinta agarozé 30 sekundziy atvésinama po Salto vandens srove ir
atsargiai (be burbuly) pilama i gelio liejimo rémelj, kuriame yra
sudétos 3 gelio Sukutés po 20 Sulinéliy (60 Sulinéliy). Laukiama kol
agarozes gelis sustings.

6. Sustingus agarozés geliui, atsargiai iStraukiamos Sukutés ir gelis
dedamas ] horizontalaus gelio elektroforezés aparata, pripildyta 1x
TBE buferiu, taip kad buferis apsemty gel;.

7. 1 kiekvienos eilés pirmajj Sulinélj ineSame po 3 pl DNR fragmenty
zymens ,,0'GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder*.

8. I kiekvieng tiriamaji méginj su RFLP produktu jpilama po 2 ul DNR
dazo ,,6x DNA Loading Dye*.

9. Meéginiai uzdaromi ir nucentrifuguojami.

10. SumaiSytas visas méginys perneSamas j vieng agarozeés gelio Sulinélj.
Taip pat daroma su kitais méginiais.

11. SuneSus méginius j agarozés gelio Sulin¢lius, uZzdengiamas horizon-
talaus gelio elektroforezés aparato dangtis ir jjungiamas nuolatinés
sroves tiekimo aparatas.

12. Elektroforezé vykdoma 110 V 120 min.

13. Po elektroforezés gelis merkiamas j 10 mg/ml etidZio bromido tirpalg
ir palickamas 10 minuciy, merkiant biitina naudoti pirstines.

14. IStrauktas gelis nuplaunamas su distiliuotu vandeniu, dedamas j gelio
dokumentavimo sistema ir nufotografuojamas.

15. Duomeny analizé. Lyginami tiriamieji DNR fragmentai su DNR

fragmenty zymens ,,0'GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder*
fragmentais.
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Becl I restriktazés produktai vertinti tiriant p.His63Asp mutacijos buvima.

Homozigotinis normalus individas — [N];[N] (205 bp ir 173bp).

Heterozigotinis individas — p. [His63Asp];[N] (378 bp, 205 bp ir 173 bp).

Homozigotinis individas — p.[His63Asp];[His63Asp] (378 bp).

Zemiau esandiame 2.11.1 paveiksle yra parodyta HFE geno 2 egzono
(ENST00000309234 HFE human) seka. p.H63D mutacija panaikina kirpimo
vieta, kadangi keiciasi CAT—GAT.

tgtggagcctcaacatcctgcteccctectactacacatggttaaggectgttgetctgtctccagGTTCAC
ACTCTCTGCACTACCTCTTCATGGGTGCCTCAGAGCAGGACCTTG
GTCTTTCCTTGTTTGAAGCTTTGGGCTACGTGGATGACCAGCTGT
TCGTGTTCTATGATCATGAGAGTCGCCGTGTGGAGCCCCGAACTC
CATGGGTTTCCAGTAGAATTTCAAGCCAGATGTGGCTGCAGCTG
AGTCAGAGTCTGAAAGGGTGGGATCACATGTTCACTGTTGACTT
CTGGACTATTATGGAAAATCACAACCACAGCAAGGgtatgtggagagag
ggcctcaccttcctgaggttgtcagagcttttca

2.11.1 pav. HFE geno seka
(geny banko Nr. ENST00000309234 HFE human).

Pastaba: pradmeny jungimosi vietos pabrauktos, introny seka pazymétama mazosiomis,
egzony didzZiosiomis raidémis, Bcl I veikimo vieta pabraukta ir paryskinta.

Genotipavimo Bcl I restriktaze rezultatai parodyti 2.11.2 paveiksle.

2.11.2 pav. 19 Lietuvos savanoriy kraujo donory p.His63Asp alelio
genotipavimo rezultatai

Pastaba: 100 bp markeris, 19 tiriamyjy — 13 homozigoty, 6 heterozigotai
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Hinf I restriktazés produktai vertinti tiriant p.S65C mutacijos buvima.

Homozigotinis normalus individas — [N];[N] (182 bp, 121 bp, 69 bp, 6 bp).

Heterozigotinis individas — p.[Ser65Cys];[N] (251 bp, 182 bp, 121 bp, 69
bp, 6 bp).

Homozigotinis individas — p.[Ser65Cys];[Ser65Cys] (251 bp, 121 bp, 6
bp).

Zemiau (2.11.3 pav.) nurodoma fermento Hinf I kirpimo vieta:

tgtgtggagcctcaacatcctgctcccctectactacacatggttaaggcectgttgetctgtctccagGTTCA
CACTCTCTGCACTACCTCTTCATGGGTGCCTCAGAGCAGGACCTT
GGTCTTTCCTTGTTTGAAGCTTTGGGCTACGTGGATGACCAGCTG
TTCGTGTTCTATGATCATGAGAGTCGCCGTGTGGAGCCCCGAAC
TCCATGGGTTTCCAGTAGAATTTCAAGCCAGATGTGGCTGCAGCT
GAGTCAGAGTCTGAAAGGGTGGGATCACATGTTCACTGTTGACT
TCTGGACTATTATGGAAAATCACAACCACAGCAAGGgtatgtggagagg
gggcctcaccttcctgaggttgtcagagcttttca

2.11.3 pav. geno seka (geny banko Nr. ENST00000309234 HFE human).

Pastaba: pradmeny jungimosi vietos pabrauktos, introny seka pazymétama mazosiomis,
egzony didziosiomis raidémis, Hinf I veikimo vieta pabraukta ir paryskinta.

Genotipavimo Hinf I restriktaze rezultatai parodyti 2.11.4 paveiksle.

2.11.4 pav. 19 savanoriy kraujo donory p. Ser65Cys alelio genotipavimo
rezultatai

Pastaba: 100 bp markeris, 19 tiriamyjy — 17 homozigoty (abu normaliis aleliai),
2 heterozigotai
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Rsa I restriktazés restrikcijos produktai veritnti tiriant p.Cys282Tyr
mutacijos buvima.

Homozigotinis normalus individas - [N];[N] (261 bp ir 108 bp).

Heterozigotinis individas — p.[Cys282Tyr];[N] (261 bp, 108 bp, 80 bp, 29
bp).

Homozigotinis individas — p.[p.Cys282Tyr];[ p.Cys282Tyr] (261 bp, 80
bp, 29 bp).

Zemiau esanéiame 2.11.5 paveiksle yra parodyta HFE geno 4 egzono
nukleotidy seka ir restriktazés Rsa I vekimo vietos.

tccagtcttcctggcaagggtaaacagatcccectctectcatecttectetttectgtcaagTGCCTCCTT
TGGTGAAGGTGACACATCATGTGACCTCTTCAGTGACCACTCTAC
GGTGTCGGGCCTTGAACTACTACCCCCAGAACATCACCATGAAG
TGGCTGAAGGATAAGCAGCCAATGGATGCCAAGGAGTTCGAACC
TAAAGACGTATTGCCCAATGGGGATGGGACCTACCAGGGCTGGA
TAACCTTGGCTGTACCCCCTGGGGAAGAGCAGAGATATACGTGC
CAGGTGGAGCACCCAGGCCTGGATCAGCCCCTCATTGTGATCTG
GGGtatgtgactgatgagagccaggagetgagaa

2.11.5 pav. HFE geno seka (geny banko Nr. ENST00000309234 HFE
human).

Pastaba: pradmeny jungimosi vietos pabrauktos, introny seka pazyméta mélyna, egzony —
Jjuoda spalva, Rsa I veikimo vieta pabraukta, paryskinta, o mutacijos vieta-pabraukta,
paryskinta ir pasvirusi.

Genotipavimo Rsa I restriktaze rezultatai parodyti 2.11.6 paveiksle.

2.11.6 pav. Lietuvos savanoriy kraujo donory p.Cys282Tyr alelio tyrimo
rezultatai

Pastaba: 100 bp markeris, 19 tiriamyjy — 17 homozigoty, 2 heterozigotai
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2.12. Statistiné duomeny analizé

Pagal gautus genotipavimo rezultatus, aleliy bei genotipy dazniy 95 proc.
pasikliautinyjy intervaly (95 proc. Pl) apskai¢iavimui buvo naudojama
skai¢iuoklé, randama internetiniu adresu:.
(http://www.dimensionresearch.com/resources/calculators/conf _prop.html).

Hardzio-Vainbergo pusiausvyros modelis bei Pirsono (Pearson) ¥ kriteri-
jaus jvertinimas

Istirtos populiacijos genotipy daznis palygintas su teorinés pagal Hardzio —
Vainbergo désnius populiacijos dazniu (naudojant Pirsono kriterijy %
reikSmingumo lygmuo 0=0,05).

Eksperimentiniai aleliy dazniai (p;q) apskaiciuoti pagal formules:

_ZXN(%)—I-N(%) _ZXN(%)-E-N(%)
B 2XN 7 2XN

N (N/N) — tiriamyjy, turinéiy laukinio tipo genotipa, skaicius;

N (N/M) - tiriamyjy, turin¢iy heterozigotinj (normalus alelis/ mutaves
alelis) genotipa, skaicius;

N (M/M) - eksperimentinis tiriamyjy, turin¢iy homozigotinj mutantj
genotipa, skaicius.

N (normalus) alelis, M (mutavgs) alelis.

Teoriniai genotipy dazniai iSreiskiami, remiantis formule:

(p+q) =p*+2XpXqg+q*=1

Naudojant Pearson‘o XZ kriterijy patikrinama, ar tiriamoji populiacija yra
Hardy-Weinberg*o pusiausvyroje:

oo e

O —stebimi (angl. observed) genotipy dazniai, i$reiksti individy skaic¢iumi;

E — tikétini (angl. expected) genotipy dazniai, iSreiksti individy skai¢iumi.

+ kriterijaus jvertinimui naudojama x° kritiniy reikimiy lentele (2.12.1
lentelé).
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2.12.1 lentele. XZ kritiniy reiksmiy lentelé

p reik§més

Laisvés Nulinés hipotezés Hy atmesti negalime Nuliné hipotezé H, atmetama

laipsniai | 0,99 | 090 | 05 | 0,1 0,05 | 001 | 0001
v* Reik§més

1 - 0,02 0,45 2,71 3,84 6,64 10,83

2 0,02 0,21 1,39 4,61 5,99 9,21 13,82

3 0,11 0,58 2,37 6,25 7,81 11,35 16,27

4 0,30 1,06 3,36 7,78 9,49 13,28 18,47

5 0,55 1,61 4,35 9,24 11,07 15,09 20,52

Pastaba: y” reikSmés esancios desiniojoje lentelés puséje leidzia atmesti nuling hipotez¢ Hy
su didesniu nei 95 % patikimumu (maZzesne nei p<0.05paklaida).

Asmeny, turinéiy jvairius genotipus pagal HFE geno alelius, pasiskirsty-
mas Lietuvos populiacijoje pagal Hardzio-Vainbergo désnj tikrintas remiantis
Pirsono y testu, arba didZiausio tikétinumo metodu.

Aleliy ir genotipy dazniai pateikiami 95 proc. pasikliautinuoju intervalu
apskaiciuotu Vilsono procediiros btdu. HardZio-Vainbergo désnio nulemtas
genotipy issidéstymas buvo tikrinamas y? kriterijumi. Nustacius, kad p< 0,05
lygybés hipotezé buvo atmetama. Fiserio skirstinys buvo naudojamas lyginant
atskiry Lietuvos etniniy regiony aleliy daznio paplitimg.
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3. REZULTATAI
3.1. ATP7B geno mutavusiy aleliy daZnis

IStyrus 27 Vilsono liga serganciuosius buvo nustatyta, kad dazniausia
ATP7B geno mutacija buvo ¢.3207C>A (p.His1069GIn). Jos daznis Lietuvoje
yra 74,1 proc. Kiti ATP7B geno aleliai turintys mutacijas buvo reti. Turin¢iy
c.3472 82delll (p.G1158fs) ir c.3121C>T (p.Argl041Trp) mutacijas ATP7B
geno aleliy dazniai buvo 3,7 proc., o aleliy su c.3402delC (p.Alal135fs) bei
¢.2304dupC (p.M769fs) mutacijom daznis buvo 1,9 proc. Astuonios ATP7B
geno aleliy (14,8 proc.) mutacijos nebuvo nustatytos. Mutavusiy ATP7B geno
aleliy daznio rezultatai pateikti 3.1.1. lenteléje.

3.1.1 lentelé. ATP7B geno mutavusiy aleliy dazniai

ATP7B geno mutacijos DazZnis proc. (95 proc. PI)*
¢c.3207C>A (p.His1069GIn) 74 (62,3 - 85,7)
c.3472-82del11 (p.G1158fs) 3,7(0-8,7)
c.3121C>T (p.Argl041Trp) 3,7(0-8,7

¢.3402delC (p.Alal135fs) 19(0-55)

¢.2304dupC (p.M7691s) 19(0-55)

Nenustatyti aleliai 14,8 (5,3 — 24,3)

Pastaba: Pasikliautinasis intervalas apskaiciuotas remiantis tinklalapio www.mccallum-
layton.co.uk skaiciuokle.

3.2. Vilsono liga sergan¢iyju genotipavimo rezultatai

IStyrus 27 Lietuvos Vilsono liga serganciuosius net dvideSimt penkiy
pacienty genotipe (92,6 proc.) buvo nustatyta viena ar dvi ¢.3207C > A (p.
His1069GIn) mutacijos ATP7B gene. Penkiolikos asmeny (55,6 proc.)
genotipas buvo homozigotinis c. [3207C > A]J; [3207C > A] p.[His1069GIn];
[His1069GIn]. Retesné buvo sudétiné heterozigotija — SeSiy asmeny (22,2
proc.) genotipe be ¢.3207C>A (p.His1069GIn) mutacijos buvo nustatytas ir
kitas ATP7B geno mutaves alelis. Keturiy asmeny (14,8 proc.) genotipe
patvirtinta tik ¢.3207C>A (p.His1069GIn) mutacija, antras ATP7B geno
mutaves alelis nenustatytas. Tik dviems asmenims (7,4 proc.) nebuvo rastos abi
mutacijos. 3.2.1 paveiksle yra nurodytas Lietuvos VL pacienty genotipy daznis,
kuris statistiSkai patikimai nesiskyré nuo pagal HardZio-Vainbergo désnj
laukiamo genotipy daznio (p>0,05).
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3.2.1 pav

. VL genotipy paplitimas Lietuvoje

Serganciyjy Vilsono liga ligoniy genotipavimo rezultatai yra pateikti
3.2.1 lentelgje.

3.2.1. lentelé. Vilsono liga serganciyjy genotipavimo rezultatai

Seima | VL ligonis MUt.aCUOS Mu.tacuos Genotipas
vieta tipas
. 1 . . ¢.[3207C>A];[3121C>T]

1 Seima sergantysis 14 egzonas Kitaprasme p.[His1069GIn];[Arg1041Trp]

1 Seima 2 14 egzonas Kitaprasmé ¢.[3207C>AL:3121C>T]
sergantysis & p p.[His1069GIn];[Arg1041Trp]

1 %ima 3 14 eozonas Kitaprasmé c.[3207C>AL[M]
sergantysis & Nezinoma p.[His1069GIn];[M]

> Seima 4 14ir 16 K@ﬂ;aesﬁge c.[3207C>A];[3472_82del11]
sergantysis egzonai ooslinkio* p.[His1069GIn];[Gly1158fs]

- 5 14ir 16 Kitaprasme |- 135070- A1.[3472_82dell1]
2 Seima sergantysis egzonai »Rémelio [His1069GIn];[Gly1158fs]
ganty g poslinkio* | P LB

3 %eima 6 14ir 15 K'}gﬁ?f ¢.[3207C>A1;[3402delC]
sergantysis egzonai ooslinkio® p.[His1069GIn];[Ala1135fs]

4 Seima sergantysis nezinomas Nezinomos c.[M];[M]

5 Seima 8 14 egzonas Kitaprasmé ¢[3207C>AL[3207C>A]
sergantysis & p p.[His1069GIn];[His1069GIn]

6 Seima 9 14 egzonas Kitaprasmé ¢[3207C>AL[3207C>A]
sergantysis & p p.[His1069GIn];[His1069GIn]
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3.2.1 lentelés tesinys

Seima | VL ligonis MUt.aCIJOS Mu'tacuos Genotipas
vieta tipas
7 Seima 10 . 14 egzonas Kitaprasmé C'[.3ZO7C>A];[32.O7C>A]
sergantysis p.[His1069GIn];[His1069GIn]
- 11 . A c.[3207C>A];[3207C>A
BSeima | oo qantysis | 14 cgzonas | Kitaprasme p.[H[i31069GIn%;%HileGQG]In]
. 12 . A c.[3207C>A];[3207C>A
9%eima | oo qantysis | 14 cgzonas | Kitaprasme p.[H[i31069GIn%;%HileGQG]In]
1.0 13 . 14 egzonas Kitaprasmé C'[.3207C>A];[32.07C>A]
Seima | sergantysis p.[His1069GIn];[His1069GIn]
11 14 14 egzonas Kitaprasmé c.[3207C>A];[M]
Seima | sergantysis Nezinoma p.[His1069GIn];[M]

1.2 15 . 14 egzonas Kitaprasmé c.[3207C>A];[32_07C>A]
Seima | sergantysis p.[His1069GIn];[His1069GIn]
13 16 14 egzonas Kitaprasmé €.[3207C>A];[3207C>A]
Seima | sergantysis p.[His1069GIn];[His1069GIn]
13 17 14 egzonas Kitaprasmé ¢.[3207C>A];[3207C>A]
Seima | sergantysis p.[His1069GIn];[His1069GIn]
14 18 14 egzonas Kitaprasmé ¢.[3207C>A];[3207C>A]
Seima | sergantysis p.[His1069GIn];[His1069GIn]
15 19 14 egzonas Kitaprasmé ¢.[3207C>A];[3207C>A]
Seima | sergantysis p.[His1069GIn];[His1069GIn]

16 20 14 egzonas Kitaprasmé c.[3207C>AL;[M]
Seima | sergantysis Nezinoma p.[His1069GIn];[M]
17 21 14 egzonas Kitaprasmé c.[3207C>AL;[M]
Seima | sergantysis Nezinoma p.[His1069GIn];[M]

;8 22 . 14 egzonas Kitaprasmé C'[.3207C>A];[32.07C>A]
Seima | sergantysis p.[His1069GIn];[His1069GIn]
;8 23 . 14 egzonas Kitaprasmé C'[.3207C>A];[32.07C>A]
Seima | sergantysis p.[His1069GIn];[His1069GIn]

; 1.9 24 . nezinomas Nezinomos c.[M];[M]
Seima | sergantysis
20 25 8ir 14 Klft{aéfgla:l?;e ¢.[3207C>A1;[2304dupC]
Seima | sergantysis egzonai ooslinkio® p.[His1069GIn];[Met7691s]
21 26 14 egzonas Kitaprasmé ¢.[3207C>A];[3207C>A]
Seima | sergantysis p.[His1069GIn];[His1069GIn]
22 27 14 egzonas Kitaprasmé ¢.[3207C>A];[3207C>A]
Seima | sergantysis p.[His1069GIn];[His1069GIn]

3.3. Vilsono liga serganc¢iyju giminiy genotipavimo rezultatai

IStyrus dvideSimt pirmos eilés giminiy i§ 10 Seimy, Kuriose buvo
sergan¢iyjy VL buvo nustatyta 13 (65 proc.) ¢.3207C>A (p.His1069GIn)
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heterozigotijos atvejy. Keturi asmenys (20 proc.) ATP7B geno mutantiniy aleliy
savo genotipe neturéjo. Trys buvo heterozigotai ir jy genotipe buvo viena is
trijy mutacijy: ¢.3472_82delll (p.G1158fs), c.3121C>T (p.Argl041Trp) arba
¢.2304dupC (p.M7691fs). Vilsono liga serganCiyjy pirmos eilés giminiy
genotipavimo rezultatai pateikti 3.3.1 lenteléje.

3.3.1 lenteleé. Vilsono liga serganciyjy pirmos eilés giminaiciy genotipavimo

rezultatai

Seima Giminysté Genotipas
1 8eima 1 ir 2 individy brolis. 3 ¢.[3207C>A];[N]
individo dédé p.[His1069GIn];[N]
1 Seima 1 ir 2 individy brolis. 3 C.[3121C>T];[N]
individo dédé p.[Argl041Trp];[N]
2 Seima 4 ir 5 VL serganciojo tévas .[3472_82dell1];[N]
p.[G1158fs];[N]
2 Seima 4 ir 5 VL serganc¢iojo mama c.[3207C>A];[N]
p.[His1069GIn];[N]
2 Seima 4 ir 5 VL serganciojo brolis C.[N];IN]
2 Seima 4 ir 5 VL serganciojo brolis c.[3207C>A];[N]
p.[His1069GIn];[N]
3 Seima 6 VL sergandiojo brolis C.[N];[N]
5 Seima 8 VL serganciojo sesuo C.IN];IN]
5 Seima 8 VL serganciojo sesuo C.[3207C>A];[N]
p.[His1069GIn];[N]
5 Seima 8 VL serganéiojo dukté ¢.[3207C>A];[N]
p.[His1069GIn];[N]
5 Seima 8 VL serganéiojo dukté ¢.[3207C>A];[N]
p.[His1069GIn];[N]
6 Seima 9 VL serganéiojo mama ¢.[3207C>A];[N]
p.[His1069GIn];[N]
8 Seima 11 VL serganciosios brolis ¢.[3207C>A];[N]
p.[His1069GIn];[N]
17 Seima 21 VL serganciojo tévas ¢.[3207C>AJ;[N]
p.[His1069GIn];[N]
17 Seima 21 VL serganéiojo mama c.[3207C>A];[N]
p.[His1069GIn];[N]
21 Seima 23 VL serganciojo sesuo C.[INJ;[N]
21 Seima 23 VL serganciojo mama c.[3207C>A];[N]
p.[His1069GIn];[N]
21 Seima 23 VL serganciojo tévas ¢.[2304dupC];[N]
p.[IM7691s];[N]
22 Seima 22 serganciojo tévas c.[3207C>A];[N]
p.[His1069GIn];[N]
22 Seima 22 serganciojo motina c.[3207C>A];[N]
p.[His1069GIn];[N]
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3.4. Vilsono ligoniy klinikiniy poZymiy tyrimy rezultatai

Vidutinis VL ligoniy amZzius ligos diagnozavimo metu buvo 25,8 m.
Dviems jauniausioms ligonéms VL patvirtinta, kai joms buvo 12 mety,
vyriausiam ligoniui ligos nustatymo metu buvo 58 m.

Umus kepeny pazeidimas (imus hepatitas arba timus kepeny nepakanka-
mumas) buvo nustatytas penkiems ligoniams (18,5 proc.). I$ penkiy ligoniy du
sirgo Gmiu zaibiniu kepeny nepakankamumu. Létine kepeny liga (létiniu
hepatitu arba kepeny ciroze) sirgo dvideSimt du VL ligoniai (81,5 proc.).
Kepeny ciroze sirgo SeSiolika Vilsono liga serganéiyjy (63,1 proc.), SeSiems
pacientams (18,5 proc.) buvo nustatytas létinis hepatitas.

Nervy sistemos pazeidimai, pasireiskiantys seilétekiu, ataksija, dizartrija ir
(ar) Parkinsono ligai budingiais pozymiais, buvo nustatyti aStuoniems (33
proc.) VL pacientams. Kaizerio-FlaiSerio Ziedas (toliau — KFZ) ragenoje buvo
rastas desiméiai pacienty (37 proc.). Sesiems i§ $iy pacienty buvo ir nervy
sistemos pazeidimai. Visi deSimt VL pacienty, turinéiy KFZ, sirgo kepeny
ciroze.

Kity organy sistemy pazeidimai buvo nustatyti septyniems (22 proc.)
ligoniams. Sesiems ligoniams buvo nustatyta hemoliziné anemija, vienam
ligoniui pazeisti inkstai (Fankonio sindromas). Klinikiniy pozymiy
pasireiskimo daznis pateiktas 3.4.1 paveiksle.

proc.

dimas

Kepeny ciroze
Nervy sistemos

paZei

Umus kepenu

nepakankamumas

— b
o o S

Umus hepatitas m
Létinis hepatitas m
Kiti simptomai l

Kaizerio Flaigerio
Ziedas

3.4.1 pav. Serganciyjy Vilsono liga klinikiniy pozymiy pasireiskimo daznis
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3.5. Vilsono ligoniu biocheminiy tyrimy rezultatai

Vilsono ligoniams vertinta ceruloplazmino koncentracija serume, vario
koncentracija pros Slapime ir kepeny bioptate. Vario koncentracija kepenyse
buvo tirta tik aStuoniems ligoniams ir tik trims (37,5 proc. metodo jautrumas)
buvo nustatyta padidéjusi.

IStyrus 27 asmenis 20 asmeny buvo nustatyta mazesné negu 0,2 g/l cerulo-
plazmino koncentracija. Nustatytas ceruloplazmino koncentracijos tyrimo
jautrumas buvo 74 proc. Tyrimo metu nustatyta, kad tiksliausias ir jautriausias
yra vario koncentracijos paros $lapime tyrimas. I§ 27 pacienty 24 (jautrumas 88
proc.) buvo padidéjusi vario koncentracija paros §lapime. Dviems pacientams i$
trijy, kuriems buvo nustatyta normali vario koncentracija paros Slapime (<100
png/24 val.) ji buvo didesné negu 90 pg/24 val. Didziausia nustatyta vario
koncentracija VL diagnostikos metu buvo 4521,57 pg/24 val, maziausia
nenormali 116 pg/24 val., vidutiniskai — 640,5 pg/24 val. Vario koncentracijos
paros Slapime tyrimo jautrumas — 85 proc. Biocheminiy tyrimy sergant VL
rezultatai apibendrinti 3.5.1 paveiksle.

100 ~
90—
80 A
70 A
60
50 A
40 A
30 A
20 A
10 A
0_

proc.

-

Vario konc. Paros Ceruloplazmino Vario konc. Kepeny biopsijos
§lapime konc. <0.2 g/l Kepenyse dazymas rodaminu

3.5.1 pav. Biocheminiy tyrimy jautrumas sergant Vilsono liga

Tiriant VL buvo atlickama kepeny biopsija ir morfologinis tyrimas.
Kepeny bioptatai buvo dazomi hemetoksilinu — eozinu, trichromu ir rodaminu.
Zemiau esan¢iame paveiksle pavaizduota 11 pacientés kepeny bioptato
nuotraukos dazytos skirtingais dazymo btidais.
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O e _‘_(
VL pacientés kepeny biopsijos histologinis
tyrimas (HE) %< 200

Hoe

3.5.2 pav. Lietuvos

- - L oy

Rodaminas histologinio tyrimo metu buvo naudojamas siekiant nustatyti
vario kaupimgsi kepenyse. Zemiau esanciame paveiksle yra pavaizduota
histologinio kepeny tyrimo nudazius rodaminu nuotrauka.

H -“'h
fn, * il ]
% & =2
;

& b . by . e

3.5.3 pav. Lietuvos VL pacientés kepeny biopsijos histologinis
tyrimas (HE) % 200. Dazyta rodaminu.

IStyrus 12 asmenis, kuriy genotipas buvo sudétinis heterozigotinis, 10
asmeny buvo nustatyta mazesné negu 0,2 g/l ceruloplazmino koncentracija.
Nustatytas ceruloplazmino koncentracijos tyrimo jautrumas buvo 83 proc.
Ceruloplazmino tyrimas buvo jautresnis ir uz vario koncentracijos paros
Slapime tyrimg, kurio jautrumas buvo 75 proc. Trims pacientams buvo
nustatyta normali vario ekskrecija su paros Slapimu. Septyni sudétiniai
heterozigotai tur¢jo 1étinj kepeny pazeidimg (steatoze, létinj hepatita arba
kepeny cirozg), penkiems buvo nustatytas imus pazeidimas (fatalinis kepeny
nepakankamumas arba Gmus hepatitas). Keturiems ligoniams buvo ir Kaizerio-
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FlaiSerio ziedas. Sudétiniy heterozigoty kepeny pazeidimai ir biocheminiai
poky¢iai apibendrinti 3.5.4 paveiksle.

90

80

70

60_

50 ~

40 A

30 A

20 A

10 A

0 T T T T |

Létinis kepeny  Umus kepenu Kaizerio Ceruloplazmino  Vario konc.
pazZeidimas paZeidimas  FlaiSerio Ziedas konc.<0.2 g/l  Paros §lapime

proc.

3.5.4 pav. Serganciyjy Vilsono liga sudétiniy heterozigoty klinikiniy ir
biocheminiy pozymiy raiska

IStyrus 15 asmeny, kuriy genotipas buvo ¢.3207C>A (p.His1069Gln)
homozigotinis 10 asmeny buvo nustatyta maZesné negu 0,2 g/l ceruloplazmino
koncentracija. Ceruloplazmino koncentracijos tyrimo jautrumas buvo 50 proc.
Ceruloplazmino tyrimas buvo ne toks jautrus palyginus su vario koncentracijos
paros Slapime tyrimu, kurio jautrumas buvo 80 proc. Tyrimy rezultatai
apibendrinti 3.5.5 lenteléje.

100 1
g
&0

80

70 A

60 -

50 A

4_0 -

30 A

20 A

10 4

0 = T T

Létinis kepenu Kaizerio Flaiserio Ceruloplazmino Vario konc. Paros
pazeidimas Ziedas konc. <0.2 g/l flapime

3.5.5 pav. Serganciyjy Vilsono liga ¢.3207C>A (p.His1069GIn) homozigoty
klinikiniy ir biocheminiy poZymiy raiska
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3.6. Vilsono liga serganciyjy genotipo- fenotipo sasajos
tyrimo rezultatai

Pagal genotipg VL sergantieji buvo iSskirti | dvi grupes: | sudétinius
heterozigotus ir ¢.3207C>A  (p.His1069GIn) homozigotinius individus.
Sudétiniai heterozigotai sirgo sunkesnémis kepeny pazeidimo formomis. IS
dvylikos pacienty net penkiems pacientams buvo Gmus kepeny pakenkimas.
Dviems i§ penkiy pacienciy buvo fatalinis Gimus kepeny nepakankamumas,
léemes mirtj. Nervy sistemos pazeidimas buvo trims pacientams. KFZ buvo
rastas keturiems pacientams. Sudétiniy heterozigoty klinikiniy pozymiy
pasireiSskimas apibendrintas 3.6.1 paveiksle.
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3.6.1 pav. Serganciyjy Vilsono liga sudétiniy heterozigoty klinikiniy
pozymiy pasireiskimas

c.3207C>A (p.His1069GIn) homozigotai sirgo tik létinémis kepeny
pazeidimo formomis. Keturi pacientai sirgo létiniu hepatitu, vienuolikai
pacienty nustatyta kepeny cirozé. Nervy sistemos pazeidimas nustatytas
penkiems pacientas. KFZ nustatytas septyniems pacientams, visi jie sirgo ir
kepeny ciroze. Dviems pacientams buvo ir hemoliziné anemija. Klinikiniy
pozymiy pasireiSkimas apibendrintas 3.6.2 paveiksle.
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proc.
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Létinis hepatitas Kepeny cirozé Nervu sistemos Kaizerio Kiti simptomai
pazeidimas  FlaiSerio Ziedas

3.6.2 pav. Serganciyjy Vilsono liga ¢.3207C>A (p.His1069GIn) homozigoty
klinikiniy pozymiy pasireiskimas

3.7. HFE — hemochromatozés aleliy ¢.845G>A (p.Cys282Tyr),
¢.187C>G (p.His63Asp) ir c.193A>T (p.Ser65Cys) daznis Lietuvos
populiacijoje

IStyrus 1011 Lietuvos savanoriy kraujo donory genotipy buvo nustatyta,
kad HFE geno mutacijos ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) daznis Lietuvos
populiacijoje yra 2,6 proc., ¢.187C>G (p.His63Asp) mutacijos — 15,9 proc. ir
reciausios mutacijos ¢.193A>T (p.S65C) daznis yra 1,9 proc. HFE geno
mutavusiy aleliy daznis Lietuvos populiacijoje pateiktas 3.7.1 lenteléje.

3.7.1 lentelé. HFE geno mutavusiy aleliy c¢.845G>A (p.Cys282Tyr),
c.187C>G (p.His63Asp) ir c.1934>T (p.Ser 65CYs) daznis Lietuvoje

HFE geno mutacijos Daznis proc. (95 proc. PI)
c.845G>A (p.Cys282Tyr) 2,6 (1,88-3,26)
c.187C>G (p.His63Asp) 15,9 (14,33-17,51)
c.193A>T (p.Ser65Cys) 1,9 (1,33-2,53)

IStyrus Kketuriuose Lietuvos etnokultriniuose regionuose gyvenanciy
asmeny genotipus nustatytas statistiSkai patikimas didesnis HFE geno alelio
c.845G>A (p.Cys282Tyr) daznis Zemaitijos regione negu kituose Lietuvos
regionuose. Sio etnokultiirinio regiono gyventojy mutacijos c.845G>A
(p.Cys282Tyr) genotipe daznis buvo 5,9 proc. (p<0,05). Tiriant kity etnokultt-
riniy regiony gyventojy genotipus HFE geno mutavusiy aleliy daznis buvo
mazesnis. Dzikijoje mutavusio alelio ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) daznis buvo
2,4 proc., AukStaitijoje — 2,3 proc., o Suvalkijoje tik 2 proc. Statistiskai
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patikimas skirtumas tarp HFE geno alelio, turin¢io €.845G>A (p.Cys282Tyr)
mutacija, dazniy Dzukijos, Aukstaitijos ir Suvalkijos gyventojy genotipuose,
nebuvo nustatytas. ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) alelio daznis skirtinguose
Lietuvos etnokultiiriniuose regionuose parodytas 3.7.1 paveiksle.

. ZEMAITA
I\ \ AUKSTAITIJA

b

SUVALKIJA"

- DZOKIA |

(| >4%[13-4% [J2-3% [10-2%

3.7.1 pav. c.845G>A4 (p.Cys282Tyr) alelio paplitimo daznis skirtinguose
Lietuvos etnokultiriniuose regionuose

Didziausias mutacijos ¢.187C>G (p.His63Asp) daznis buvo nustatytas
Zemaitijoje (19,6 proc.), re¢iau nustatoma §i mutacija — Suvalkijoje (17,2
proc.), dar mazZesnis daznis — Dzikijos (15,7 proc.) ir AukStaitijos (14,7 proc.)
etnokulttiriniuose regionuose (p>0,05). ¢.193A>T (p.Ser65Cys) alelio daznis
tai pat Zemaitijoje buvo didziausias — 3,4 proc., re¢iau § mutacija buvo
nustatoma Aukstaitijoje (2,1 proc.), Suvalkijoje (1,7 proc.) bei Dzukijoje (1,4
proc.). StatistiSkai patikimo skirtumo tarp ¢.187C>G (p.His63Asp) ir ¢.193A>T
(p.Ser65Cys) mutacijy daznio Lietuvos etnokultliriniuose regionuose
nenustatyta (p>0,05). ¢.187C>G (p.His63Asp) mutacijos daznis skirtinguose
Lietuvos etnokultiiriniuose regionuose pavaizduotas 3.7.2. paveiksle.
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3.7.2 pav. c.187C>G (p.His63Asp) mutacijos daznis skirtinguose Lietuvos
etnokultiiriniuose regionuose

3.8. HFE-hemochromatozés genotipu daznis Lietuvos populiacijoje

IStyrus 1011 savanoriy kraujo donory buvo nustatytas vienas c. [845G>A];
[845G>A] p. [CysC282Tyr]; [CysC282Tyr] homozigotas (0,1 proc.) ir 51 (5,1
proc.) heterozigotas. Tyrimo metu buvo nustatyta 12 asmeny, kuriy genotipas
buvo c. [845G>A]; [c.187C>G] p. [CysC282Tyr]; [His63Asp], vieno asmens
genotipas buvo sudétinis heterozigotinis €. [845G>A]; [193A>T] p.
[CysC282Tyr]; [Ser65Cys]. I likusiy 40 asmeny genotipe be c.845G>A
(p.Cys282Tyr) mutacijos kitas HFE geno alelis buvo nemutaves.

DvideSimt $eSi (2,6 proc.) tiriamieji buvo homozigotai, jy genotipas buvo
c.[187C>G]; [187C>G] p.[His63Asp];[His63Asp] ir 270 (26,7 proc.) asmenims
buvo nustatyta c.187C>G (p.His63Asp) mutacijos heterozigotija. 39 tiriamieji
(3,7 proc.) buvo ¢.193A>T (p.Ser65Cys) heterozigotai. Genotipavimo rezulta-
tai pateikti 3.8.1 lenteléje. Statistiskai reikSmingo nukrypimo nuo Hardzio-
Vainbergo désnio nebuvo nustatyta.
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3.8.1 lentelé. Lietuvos populiacijos HFE geno genotipavimo rezultatai.

Teoriskai laukiami

p.[Ser65Cys];[Ser65Cys]

. Daznis n (proc.) (95 rezultatai pagal
Genotipas proc(.pPI) ¢ Hardzio Vaill)lbgergo
désnj (proc.)
c.[845G>A];[845G>A] 1(0,1) (0-0,29) 0,68 (0,067)
p.[CysC282Tyr];[CysC282Tyr]
c.[845G>A];[187C>G] 12 (1,2) (0,52-1,86) 8,36 (0,83)
p.[CysC282Tyr];[His63Asp]
c.[845G>A];[193A>T] 1(0,1) (0-0,29) 1 (0,099)
p.[CysC282Tyr];[Ser65Cys]
¢.[845G>A];[N] 38 (3,8) (2,59-4,93) 41,85 (4,14)
p.[CysC282Tyr];[N]
c.[187C>G];[187C>G] 26 (2,6) (1,59-3,55) 25,56 (2,53)
p.[His63Asp];[His63Asp]
C.[187C>G];[193A>T] 4 (0,4) (0,01-0,79) 6,11 (0,6)
p.[His63Asp];[Ser65Cys]
c.[193A>T];[193A>T] 0 2(0,2)

¢.[187C>G];[N]
p.[His63Asp];[N]

254 (25) (22,45-27,79)

255,91 (25,31)

¢.[193A>T];[N]
p.[Ser65Cys];[N]

34 (3,4) (2,25-4,47)

30,58 (3,03)

C.[NJ:[N]

641 (63,4) (60,43-66,37)

640,59 (63,36)

Viso

1011 (100)

1011 (100)

3.9. HFE-hemochromatozés genotipu daznis skirtinguose Lietuvos

etnokultiiriniuose regionuose

Istyrus 148 Suvalkijos etnokulttirinio regiono savanorius kraujo donorus
buvo rastas 1 (0,7 proc.) c. [845G>A]; [845G>A] p. [CysC282Tyr];
[CysC282Tyr] homozigotas bei nustatyti 5 heterozigotai (3,4 proc.). Asmeny,
kuriy genotipas yra c. [187C>G];[187C>G] p. [His63Asp]; [His63Asp] buvo 4
(2,7 proc.) ir net 43 tiriamieji (29 proc.) buvo heterozigotai. Suvalkijos regione
nebuvo nustatytas nei vienas mutacijos c. 193A>T (p. Ser65Cys) homozigotas
ir heterozigotija buvo nustatyta nustatyta 5 (3,4 proc.) asmenims. Suvalkijos

etnokultdrinio regiono genotipavimo rezultatai pateikti 3.9.1. lenteléje.
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3.9.1 lentelé. Suvalkijos regiono gyventojy HFE geno mutavusiy aleliy

genotipavimo rezultatai

Genotipas

Daznis n (proc.) (95

Teoriskai laukiami
rezultatai pagal

proc. PI) HardZio Vainbergo
désnj (proc.)
c.[845G>A];[845G>A] 1(0,68) (0-2) 0,05 (0,03)
p-[CysC282Tyr];[CysC282Tyr]
.[845G>A];[187C>G] 2 (1,35) (0-3,21) 1(0,68)
p.[CysC282Tyr];[His63Asp]
c.[845G>A];[N] 2 (1,35) (0-3,21) 4,7(3,2)
p.[CysC282Tyr];[N]
c.[187C>G];[187C>G] 4 (2,7) (0,09-5,31) 4,4 (3)
p.[His63Asp];[His63Asp]
¢.[187C>G];[N] 41 (27,7) (20,49-34,91) 40,3 (27,2)
p.[His63Asp];[N]
c.[193A>TT;[N] 5(3,38) (0,47-6,29) 3,9 (2,6)
p.[Ser65Cys];[N]
c.[NJ;[N] 93 (62,84) (55,05-70,63) 92,6 (62,6)
Viso 148 (100) 148 (100)

Aukstaitijoje buvo rasti 17 (4,5 proc.) mutacijos ¢.845G>A (p.Cys282Tyr)
heterozigotiniai individai bei nustatyti 7 (1,85 proc.) pagal mutacijg ¢.187C>G
(p.His63Asp) homozigotai bei 97 (25,7 proc.) heterozigotai. 13 asmeny (3,4
proc.) buvo heterozigotiniai individai pagal c.193A>T (p.Ser65Cys) mutacija.
Genotipavimo rezultatai pateikti 3.9.2 lenteléje.
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3.9.2 lentelé. Aukstaitijos regiono gyventojy HFE geno mutavusiy aleliy

genotipavimo rezultatai

Genotipas

Daznis n (proc.) (95%

Teoriskai laukiami
rezultatai pagal

PI) Hardzio Vainbergo
désnj (proc.)
c.[845G>A];[187C>G] 5(1,3) (0,16-2,44) 2,6 (0,68)
p-[CysC282Tyr];[His63Asp]
c.[845G>A];[N] 11 (3) (1,28-4,72) 14 (3,7)
p.[CysC282Tyr];[N]
c.[187C>G];[187C>G] 7 (2) (0,59-3,41) 8,2 (2,2)
p.[His63Asp];[His63Asp]
c.[187C>GI;[N] 90 (24) (19,69-28,31) 90 (23,8)
p.[His63Asp];[N]
c.[845G>A];[193A>T] 1 (0,3) (0-0,85) 0,4 (0,11)
p.[CysC282Tyr];[Ser65Cys]
c.[187C>G];[193A>T] 2 (0,5) (0-1,21) 2,3(0,61)
p.[His63Asp];[Ser65Cys]
c.[193A>T];[N] 13 (3,44) (1,6-5,28) 12,9 (3,4)
p-[Ser65Cys];[N]
c.[NJ;[N] 249 (65,87) (61,09-70,65) 2438 (65,6)
Viso 378 (100) 378 (100)

Dziikijoje mutacijos c. 845G > A (p. Cys282Tyr) heterozigotiniai asmenys
nustatyti 16 atvejy, 0 mutacijos c. 187C > G (p.His63Asp) homozigoty buvo
11. Tuo tarpu c. 187C > G (p. His63Asp) mutacijos heterozigotiniy individy
buvo 96. Mutacijos c. 193A>T (p.Ser65Cys) heterozigotiniai individai sudaré
11 tiriamyjy bei buvo nustatyti 2 sudétiniai heterozigotai c. [845G>A];
[187C>G] p. [CysC282Tyr]; [His63Asp].
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3.9.3 lentelé. Dziikijos regiono gyventojy HFE geno genotipavimo

rezultatai.
TeoriSkai laukiami
. Daznis n (proc.) (95 rezultatai pagal
Genotipas prog.)PI) ) Hardzio Vairl)lbgergo
désnj (proc.)
c.[845G>A];[187C>G] 2 (0,52) (0-1,24) 2,9 (0,8)
p.[CysC282Tyr];[His63Asp]
¢.[845G>A];[N] 16 (4,2) (2,19-6,21) 14,8 (3,9)
p.[CysC282Tyr];[N]
c.[187C>G];[187C>G] 11 (2,9) (1,22-4,58) 9,4 (2,5)
p.[His63Asp];[His63 Asp]
¢.[187C>G];[N] 96 (25) (20,66-29,34) 96,8 (25,3)
p.[His63Asp];[N]
c.[193A>T];[N] 11 (2,9) (1,22-4,58) 8,6 (2,25)
p.[Ser65Cys];[N]
c.[NJ;[N] 247 (64,5) (59,71-69,29) 248 (64,8)
Viso 383 (100) 383 (100)

Zemaitijoje nustatyti 9 mutacijos c¢. 845G > A (p.Cys282Tyr)
heterozigotai, 27 mutacijos c. 187C > G (p.His63Asp) heterozigotiniai asmenys
ir 4 mutacijos c. 187C > G (p.His63Asp) homozigotiniai individai. Mutacijos c.
193A > T (p. Ser65Cys) homozigotiniai individai neindentifikuoti, bet buvo
nustatyti 5 heterozigotiniai individai bei patvirtinti sudétiné heterozigotija c.
[845G>A]; [187C>G]. p. [CysC282Tyr]; [His63Asp] 3 atvejais ir c. [187C>G];
[193A>T] p. [His63Asp]; [Ser65Cys] 2 atvejais.
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3.9.4 lentelé. Zemaitijos regiono gyventojy HFE geno genotipavimo

rezultatai

Daznis n (proc.) (95

Teoriskai laukiami
rezultatai pagal

Genotipas proc. PI) HardzZio Vainbergo
désnj (proc.)
c.[845G>A];[187C>G] )
p-[CysC282Tyr];[His63Asp] 8(2.9) (0-6,16) 2424
c.[845G>A];[N] )
p.[CysC282Tyr]:[N] 9 (8,8) (3,3-14,3) 8,6 (8,4)
c.[187C>G];[187C>G] )
p.[His63Asp];[His63Asp] 4(3,9) (0,14-7.66) 3,9 (38)
c.[187C>G];[N] )
p.[His63Aspl:[N] 27 (26,4) (17,85-34,95) 28,4 (27,8)
c.[187C>G];[193A>T] i
p.[His63Asp];[Ser65Cys]] 2(2) (0-4,72) 16(1.6)
c.[193A>T];[N] i
p.[Ser65Cys]:[N] 5 (5) (0,77-9,23) 4,9 (4,8)
c.[NJ;[N] 52 (51) (41,3-60,7) 51,5 (51)
Viso 102 (100) 102 (100)
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4. REZULTATU APTARIMAS

Vilsono liga ir HFE-hemochromatozé yra paveldimos pagal Mendelio
désnius ligos. Jos sudaro svarbig virSkinimo organy sistemos ligomis
sergan¢iyjy dalj. Biocheminiai $iy ligy diagnostikai naudojami laboratoriniai
tyrimo metodai néra pakankamai jautras ir specifiSki. Todél vis svarbesné
tampa molekuliné genetiné diagnostika. Molekuliniais tyrimo metodais yra
tyrimais. Vilsono ligos atveju sutrinka vario apykaita ir padidéa vario
kaupimasis kepenyse, centrinéje nervy sistemoje ir akies ragenoje. Sergant VL
blina mutaves ATP7B genas. Jau apraSyta daugiau negu 300 ATP7B geno
mutacijy. Jvairiose Salyse daZnesnés yra skirtingos mutacijos ir laboratoriniai
diagnostiniai algoritmai daznai sudaromi atsizvelgiant | vyraujancias toje
populiacijoje mutacijas. Lietuvos Vilsono ligoniy ATP7B geno mutacijos buvo
netirtos, todél vienas i§ Sio darbo uzdaviniy buvo istirti Vilsono liga
sergan¢iuosius Lietuvoje bei nustatyti dazniausias mutacijas. Dazniausia
Lietuvoje nustatyta mutacija ¢.3207C>A (p.His1069GIn), kurios daZnis 74,1
proc., yra taip pat yra pati dazniausia ir kitose Centrinés ir Ryty Europos $aliy
populiacijose. Lenkijoje nustatytas ¢.3207C>A (p.His1069GIn) mutacijos
daznis buvo 72 proc., Ryty Vokietijoje-63 proc., Cekijoje-57 proc., Latvijoje—
52,5 proc., 0 Rusijoje 49 proc. [25, 107, 16]. Manoma, kad c.3207C>A
(p.His1069GIn) mutacija atsirado Slavy populiacijoje, gyvenusioje tarp Vyslos
ir Elbés upiy ir buvo iSplatinta vakary ir piety kryptimis migruojant
gyventojams [107].

Keletas migracijos bangy dabartinéje Lenkijos, Cekijos ir Ryty Vokietijos
teritorijoje lémé ¢.3207C>A (p.His1069GIn) mutacijos i$plitimg Centringje ir
Ryty Europoje [107]. ¢.3207C>A (p.His1069GIn) mutacija galéjo buti
iSplatinta Lietuvos teritorijoje poledyniniu laikotarpiu migruojant j dabarting
Lietuvos teritorijg gyventojams i§ dabartinés VarSuvos apylinkiy. Retesné $i
mutacija germany tauty populiacijose Austrijoje—44 proc., Olandijoje-34 proc.,
Svedijoje—38 proc. [78, 68]. Dar retesné¢ ¢.3207C>A (p.His1069GIn) mutacija
Piety ir Siaurés Europoje. Vengrijoje ir Bulgarijoje mutacijos daZnis yra 47
proc. ir 59 proc., o pietinése Salyse Si mutacija retesné Graikijoje—35 proc.,
kontinentingje Italijoje 13-17 proc., o Turkijoje tik 9,4 proc. [83, 56, 34].

Kitos mutacijos nustatytos VL sergantiesiems Lietuvoje buvo ATP7B
geno 8, 15 ir 16 egzonuose: c.3472-82delll, c.3402delC, c¢.3121C>T
(p.Arg1041Trp), ¢.2304dupC ir ¢.3402delC mutacija. Kai kurios i§ $iy mutacijy
taip pat daznai nustatomos ir kity Centrinés ir Ryty Europos Saliy ligoniy
genotipuose. Pvz., Lenkijos VL pacienty genotipe yra dazna ¢.3402delC (15
egzone) mutacija [40].
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Mutacijos 8, 14, 15, 16 ir 20 egzonuose nustatytos tiriant Siaurés, Ryty ir
Centrinés Europos 3aliy populiacijas. Siuose egzonuose mutacijos buvo
nustatomos Didziosios Britanijos, buvusios Jugoslavijos, Bulgarijos bei
kontinentinés Italijos pacienty genotipuose [24, 55, 103].

Piety Europoms Salims nustatomos specifinés, ne Ryty, Centrinés ar
Siaurés Europos 3alims buidingos mutacijos. Kai kurioms populiacijoms yra
jrodytas ir ,protévio efektas. Pvz., Sardinijoje dazniausia mutacija VL
serganiyjy genotipe yra -441/-427 del, kuri atsirado prie§ 50 karty [55].
Daznos mutacijos ir 6 egzone Ispanijos, 13 ir 14 egzonuose Graikijos ir
Turkijos pacienty tarpe [61, 62, 55].

Specifiskiausias Vilsono ligos diagnostikos kriterijus yra ATP7B geno

mutacijy nustatymas. Sis tyrimas turéty bati derinamas su klinikiniais ir
laboratoriniais duomenimis. Remiantis miisy atliktais tyrimais galima teigti,
kad pirmiausia Lietuvos ligoniai turi buti tiriami dél c. 3207C > A (p.
His1069GIn) mutacijos. Jei ligoniai yra heterozigotiniai individai arba
mutacijos abiejuose aleliuose néra nustatomos tuomet reikeéty istirti bent 8, 14,
15, 16 ir 20 egzonus, jei néra galimybiy DNR sekoskaitos budu istirti viso
ATP7B geno.
Visiems Lietuvos Vilsono liga sergantiesiems pasireiské kepeny pazeidimu.
Dazniausiai Lietuvos VL ligoniams buvo nustatyta kepeny cirozé (63,1 proc.),
reCiau buvo Umus kepeny pazeidimas, pasireiSkes fataliniu kepeny
nepakankamumu ar iimiu hepatitu. Daugumai kity Saliy pacienty taip pat buvo
dazniausiai buvo nustatytas kepeny paZeidimas. Latvijoje 1§ 40 pacienty 33
buvo kepeny pazeidimas (82,5 proc.), 88 proc. Kinijos pacienty, 73 proc.
Ispanijos ir Cekijos pacienty buvo nustatytas kepeny pazeidimas [107].

Nervy sistemos pazeidimas Vilsono ligos diagnozavimo metu buvo
nustatytas reCiau. Miisy nustatytas nervy sistemos pazeidimas buvo trec¢daliui
ligoniy (33 proc.). Lenkijos VL pacientams nervy sistemos pazeidimas buvo
nustatytas 50 proc. pacienty [40]. Specifinis Vilsono ligos pozymis — KFZ,
kuris Lietuvos Vilsono ligoniams buvo re¢iau nustatytas — tik 37 proc. atvejy.
Steindl ir kt.1997 metais KFZ nustaté 55 proc. tirty ligoniy.

Tiriant genotipo fenotipo s3saja nustatyta, kad mutacijos, sukeliancios
,rémelio poslinkj“ arba prieSlaikinio terminalinio kodono atsiradimg, lemia ir
sunkesng kliniking eigg [40]. Lietuvos VL pacientai, kuriy genotipe buvo
sutrumpéjusj baltyma sukelianti mutacija, taip pat sirgo sunkesne kepeny
pazeidimo forma arba kepeny pazeidimu, kuris pasireiSké anksciau. Fatalinis
kepeny pazeidimas buvo nustatytas ligonei, kurios ATP7B geno alelyje buvo
néra specifiniai, todél tebelieka svarbus $iy tyrimy jautrumo bei specifiSkumo
nustatymas. Lietuvos VL sergantiesiems buvo tiriama ceruloplazmino
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koncentracija kraujo serume, vario iSsiskyrimas su Slapimu ir vario kaupimas
kepenyse. Nustatyta, kad ceruloplazmino koncentracijos tyrimo jautrumas buvo
Lietuvos VL buvo 74 proc. Lyginant ceruloplazmino koncentracijos tyrimo
rezultatus tarp dviejy pagal genotipa VL grupiy nustatyta, kad ceruloplazmino
koncentracijos nustatymas yra jautresnis metodas sudétiniams VL
heterozigotiniams asmenims. Tuo tarpu vario koncentracijos tyrimo
specifisSkumas 88 proc. sutapo su kai kuriy ankséiau atlikty tyrimy duomenimis.
Steindl ir kt. 1997 nurodo, kad ceruloplazmino koncentracijos tyrimo jautrumas
buvo 40 proc., 0 vario koncentracijos specifiSkumas 60 proc.

Kitos paveldimos metabolinés kepeny ligos HFE - hemochromatozés
molekuliné genetiné diagnostika paremta dviejy . 845G > A (p.Cys282Tyr) ir
c. 187C > G (p. His63Asp) mutacijy nustatytmu.

Jau 1975 metais Simon ir bendraautoriai nustaté, kad ,idiopatinés*
hemochromatozés paveldéjimas yra susijes su HLA-A3, HLA-B ir HLA-DR
geny grupés tam tikro haplotipo paveldéjimu [94]. Simon ir kt. atliktas tyrimas
patvirtino autosominj recesyvinj ligos paveldéjimo mechanizma bei jrodé, kad
genas lemiantis pirminés hemochromatozés atsiradimg yra 6 autosomos
trumpajame petyje [94]. 1980 metais Simon su bendraautoriais paskelbé
hipotezg, remdamiesi pirminés hemochromatozés tyrimais, kurioje teigé, kad
¢.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacija turéjo atsirasti 1000 mety prieS Kristaus
gimima kelty tarpe. Kelty tauta susiformavo prie§ 3000 mety Siaurés Alpése ir
veliau iSplito  Centringje ir Piety Europoje iSplatindami ir HFE -
hemochromatoze lemiantj geng [94, 95].

Alternatyvi hipotez¢ aiskinanti ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos daznj
skirtingose populiacijose buvo pasitilyta 1981 ir 1983 metais [80, 62, 63]. Ji
teigé, kad ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacija atsirado Skandinavijoje ir buvo
iSplitinta vikingy. Siuo metu neabejojama, kad c.845G>A (p.Cys282Tyr)
mutacijg iSplatino asmuo, kuris gyveno Airijoje arba Skandinavijos Salyje ir
turégjo HLA-A3-B7 arba HLA-A3-B14 haplogrupe [80]. Abiems hipotezéms
nepriestarauja ir ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos daznio tyrimai skirtingose
Europos $aliy populiacijose. Dazniausiai ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacija
nustatoma Europos Salyse - Airijoje (11,4 proc.), Didziojoje Britanijoje (8,2
proc.), Britanéje, esancioje Pranciizijos provincijoje ir Skandinavijos Salyse.
Skandinavijos Saliy ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos dazniai yra skirtingi,
bet skirtumai yra nedideli — 6,8 proc. Norvegijoje, 5,8 proc. Svedijoje, 5,6 proc.
Danijoje ir 5,1 proc. Islandijoje [63].

Visose Ryty ir Centrinés Europos Saliy populiacijose ¢.845G > A
(p.Cys282Tyr) mutacijos daznis buvo panadus: 3.4 proc. Cekijoje ir Vengrijoje,
3,5 proc. Estijoje ir Rusijoje (Maskvos regionas), 4,04 proc. Slovakijoje ir tik
Siek tiek i mutacija buvo daznesné Siaurés Lenkijoje — 4,73 proc. [5, 84, 86,].
Lietuvos populiacijos gyventojy tarpe ¢.845G > A (p.Cys282Tyr) mutacijos
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daznis buvo 2,6 proc. Sis daznis yra artimiausias mutacijos dazniui nustatytam
Piety Lenkijoje-3,1 proc. [67]. Buvusiose Jugoslavijos respublikose ¢.845G >
A (p.Cys282Tyr) mutacijos daznis panasus - 3,6 proc. Slovénijoje, 3,3 proc.
Kroatijoje, 4 proc. Bosnijoje ir Hercegovinoje. MaZiausias daznis buvo
nustatytas Serbijoje ir Juodkalnijoje — 1,6 proc. Austrijoje mutacijos daznis 3,7
proc., Vokietijoje 3,8 proc. ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijai yra budinga,
kad jos daznis Europoje mazéja Siaurés - Piety ir Vakary — Ryty kryptimi.

Piety Europos Salyse ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacija buvo reCiausiai
sutinkama: Rumunijoje-1,75 proc., Graikijoje ¢.845G>A (p.Cys282Tyr)
mutacijos daznis buvo 0,3 proc. o Bulgarijos populiacijoje mutacija nenustatyta
(0 proc.) [82, 81].

Sio darbo metu ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos daznis buvo tirtas ir
skirtinguose Lietuvos etnokultiiriniuose regionuose. ¢.845G>A (p.Cys282Tyr)
mutacijos daznis buvo panasus trijuose Lietuvos etnokultiriniuose regionuose
ir statistiSkai patikimai nesiskyré Dziikijoje (2,4 proc.), Aukstaitijoje - 2,3 proc.
ir Suvalkijoje - 2 proc. DidZiausias ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) HFE geno alelio
daznis statistiSka patikimai buvo didesnis Zemaitijoje. Jos teritorijoje didesnj
c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos paplitimg gal but galéjo lemti vikingy
imigracija. Vikingai dabartingje Lietuvos teritorijoje pasirodé 800 — 1000 mety
po Kristaus gimimo. Vykstant asimiliacijai su Zemaiciais pakito populiacijos
geny sudétis ir buvo idplitinta ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacija Zemaitijos
etnokulttiriniame regione.

HFE — hemochromatozés mutavusiy aleliy heterozigotiniai neSiotojai yra 5
— 14 proc. Vakary ir Siaurés Europos $aliy gyventojy ir vienas asmuo i§ 200 —
400 bendros populiacijos asmeny yra c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos
homozigotas. 85 — 90 proc. pacienty, sergan¢iy HFE — hemochromatoze yra
homozigotai ir tik 5 proc. yra sudétiniai heterozigotai. Natiiralu, kad §i mutacija
gali turéti evoliucing prasme¢. Manoma, kad ji apsaugojo nuo mazakraujystes,
atsirandancios dél dazno kraujo netekimo.

Didesnis HFE geno mutavusiy aleliy daznis lemia ir didesnj homozigotiniy
individy, kurie gali susirgti HFE - hemochromatoze, daznj. Europoje
daugiausia homozigoty, kuriy genotipas yra C.[845G>A];[845G>A]
p.[Cys282Tyr];[Cys282Tyr], yra Airijoje bei Didziojoje Britanijoje. Reciau
nustatomi homozigotiniai individai Danijoje (0,4 proc.) ir kitose Skandinavijos
Salyse. Istyrus Lietuvos populiacija buvo nustatytas vienas individas (0,1 proc.),
kurio genotipas p. [Cys282Tyr]; [Cys282Tyr] ir 51 tiriamasis (5,1 proc.),
kuriam buvo budinga sudétiné heterozigotija p. [Cys282Tyr];[His63Asp].
Europoje atlikty tyrimy duomenimis labai panasus homozigotiniy individy
daznis buvo ir piety Lenkijoje — tiktai vienas homozigotinis individas buvo
nustatytas iStyrus 871 tiriamajj ir buvo patvirtinti 6 proc. heterozigotijos atvejai
[67]. Siaurés Lenkijos gyventojy tarpe ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) alelio daZnis
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nedaug skyrési — tarp 2008 metais istirty 1517 asmeny du buvo ¢.845G>A
(p.Cys282Tyr) homozigotiniai individai (0,2 proc.) ir 117 c¢.845G>A
(p.Cys282Tyr)  heterozigotiniai  individai. Europinés dalies Rusijoje
homozigotiniy individy buvo 0,2 proc., tuo tarpu heterozigotiniai individai
sudaré 6,4 proc. Estijoje ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) homozigotiniy individy
buvo 0,2 proc. ir 6,6 proc. buvo heterozigotiniy individy. Negalime HFE geno
alelio ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) daznio Lietuvoje palyginti su Latvijos
duomenimis, kadangi HFE - hemochromatozés geno aleliy daznio tyrimai
neatlikti. ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) homozigotiniy ir heterozigotiniy individy
daznio kitimai atspindi ir gradiento Siaurés—Piety kryptimi kitimus. MaZiau
homozigotiniy ir heterozigotiniy individy nustatyta Slovénijoje (0,16 proc. ir
6,9 proc.) bei Kroatijoje (0,5 proc. ir 7 proc.). Dar mazesnis buvo HFE alelio
daznis Bulgarijos, Graikijos ir Rumunijos populiacijose.

¢c.187C>G (p.His63Asp) mutacija atsirado basky populiacijoje Paleolite
laikotarpyje ir isplito kitose Europos Salyse [20]. Todél Sio alelio didesnis
daznis yra Piety Europos Salyse - Portugalijoje (20,4 proc.), Pranctzijoje (17
proc.) ir Ispanijoje (16,4 proc.) [17]. Lietuvoje nustatytas alelio daznis 15,8
proc. nesiskyré nuo kity Ryty ir Centrinés Europos $aliy. Lenkijoje ¢.187C>G
(p.His63Asp) alelio daznis buvo 16,2 proc., Cekijoje 15 proc., Rusijoje
(Maskvos regionas) 15,2 proc. [67,86]. Re¢iau mutacija buvo nustatyta Estijoje
(13,6 proc.). Alelis retesnis buvo Skandinavijos Salyse. Danijoje mutacijos
daznis buvo 12,8 proc., Svedijoje 12,1 proc., Norvegijoje 11,4 proc., Suomijoje
10,1 proc. Retas alelis buvo ir vokiskai kalban¢iose Salyse - Vokietijoje
¢.187C>G (p.His63Asp) daznis buvo (10,8 proc.) ir Austrijoje (11,1 proc.).

1999 Mura ir kt. nustaté mutavusj HFE geno c.193A>T (p.Ser65Cys) alel;.
Ligi Siol Sio alelio reikSmé HFE-hemochromatozés Klinikinei raiSkai néra
galutinai aiSki. Nors istirta nedaug populiacijy, bet visose populiacijose
c.193A>T (p.Ser65Cys) alelio daznis statistiSkai patikimai nesiskyré. Lietuvos
gyventojy c.193A>T (p.Ser65Cys) alelio daznis 1,9 proc. buvo panasus j
Pranctizijoje nustatyta (1,95 proc.), nesiskyré nuo Slovénijos (1,8 proc.) ir
Kroatijos (1,8 proc.). Mazesnis ¢.193A>T (p.Ser65Cys) alelio daznis buvo
nustatytas Cekijoje (1,25 proc.), Serbijoje (1,6 proc.). Didesnis c.193A>T
(p.Ser65Cys) alelio daznis buvo nustatytas Piety Europos Salyse — Ispanijoje
bei Portugalijoje. Ispanijoje ¢.193A>T (p.Ser65Cys) buvo 2 proc., Portugalijoje
(Madeiros salose) 1 proc. Skandinavijos Salyse ¢.193A>T (p.Ser65Cys) alelio
daznis buvo skirtingas — didziausias daznis buvo nustatytas Suomijoje (2,2
proc.), retesnis buvo Danijoje (1,8 proc.), Svedijoje (1,4 proc.) ir reciausiai
aptinkamas ¢.193A>T (p.Ser65Cys) alelis Farery salose (1 proc.).

Kitos, ne HFE hemochromatozés formos pasireiskia 2 — 4 gyvenimo
deSimtmetj. HFE hemochromatozei budinga S$velnesné ligos eiga, Kkuri
pasireiskia penkta vyry gyvenimo deSimtmet; ar S$eSta motery gyvenimo
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desimtmetj. Daugelis pacienty, turin¢iy HFE hemochromatozés predispozicija,
Sia liga nesuserga. Istyrus Lietuvos savanoriy kraujo donory populiacija
nustatyta, kad 0,1 proc. savanoriy kraujo donory buvo ¢.845G>A
(p.Cys282Tyr) mutacijos homozigotai. 1,2 proc. savanoriy buvo sudétiniai
heterozigotai. Lietuvoje turéty biti 3000 ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos
homozigotiniy individy ir apie 30 000 sudétiniy heterozigoty. DidZiausio
tyrimo Australijoje metu nustatant HFE geno penetrantiskumg buvo istirtas 31
000 zmoniy ir nustatyta, kad tiktai 28 proc. vyry ir 1 proc. motery turé¢jo
klinikinius HFE-hemochromatozés pozymius (Allen ir kt. 2008). Nors
Lietuvoje néra vieningos HFE hemochromatozés sistemos $ia liga serganciyjy
turéty buti 500 asmeny.

Apibendrinant galima teigti, kad VL ir HFE hemochromatozé yra retos
paveldimos ligos, kurias svarbu tiksliai diagnozuoti ir gydyti. VL serganciyjy
genotipavimo rezultatai jrodé, kad dazniausia Lietuvos VL pacienty mutacija
buvo ¢.3207C>A (p.His1069GIn), daZniausia ir kitose Ryty ir Centrinés
Europos Saliy populiacijose. Kitos nustatytos VL ligoniy ATP7B geno alelio
mutacijos buvo retos. Nors molekuliné genetiné diagnostika yra labai svarbus
diagnostinis metodas, bet kiti laboratoriniai metodai taip pat svarbiis
kasdienin¢je diagnostikoje. Lietuvos VL pacienty tyrimy analizé parodé, kad
jautriausias biocheminis tyrimas — vario koncentracijos Slapime tyrimas.

Kitos paveldimos metabolinés kepeny ligos HFE-hemochromatozés
genetiniy tyrimy rezultatai parode, kad mutavusiy aleliy c.845G>A
(p.Cys282Tyr) ir ¢.187C>G (p.His63Asp) dazniai nesiskyré nuo kity Ryty ir
Centrinés Europos Saliy nustatyty. Atlikus savanoriy kraujo donory genoti-
pavimo rezultaty analiz¢ pagal gyvenamajg vietg statistiSkai patikimai buvo
jrodyta, kad alelio ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) daznis buvo didesnis Zemaitijoje
etnokultiiriniame regione. Savanoriy kraujo donory genotipavimo rezultatai
leido nustatyti ir asimptominés HFE — hemochromatozés daznj bei apskaiciuoti
galimy HFE-hemochromatozés ligoniy skaiciy.
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ISVADOS

Dazniausia Lietuvos VL  pacienty mutacija yra c¢.3207C>A
(p.His1069GIn), kuri yra biidinga Ryty ir Centrinés Europos $alims. Kitos
ATP7B gene nustatytos mutacijos ¢.3472-82delGGTTTAACCAT,
¢.3121C>T, ¢.3402delC, ¢.2304dupC buvo retos.

Molekulinis genetinis metodas diagnozuojant Vilsong liga yra labai
svarbus — 92,6 proc. ligoniy nustatomos ATP7B geno mutacijos. Sis
metodas leidzia patvirtinti ligos kliniking diagnozg ir nustatyti asimpto-
mines ligos formas. Kitiems klinikiniams-laboratoriniams tyrimams
biidingas maZesnis jautrumas. I§ klinikiniy-laboratoriniy tyrimy Vilsono
ligai nustatyti jautriausias buvo vario koncentracijos Slapime tyrimas,
maziau jautresni buvo ceruloplazmino koncentracijos kraujo serume
tyrimas ir Kaizerio-FlaiSerio ziedo ragenoje nustatymas.

IStyrus Lietuvos savanorius kraujo donorus buvo nustatyta, kad HFE-
hemochromatozés geno ¢.845G>A  (p.Cys282Tyr) ir ¢.187C>G
(p.His63Asp) mutacijy daznis yra panasus kaip ir kitose Ryty ir Centrinés
Europos Salyse ir artimiausias Lenkijai.

Tarp Lietuvos savanoriy kraujo donory 1,3 proc. asmeny turi kliniSkai
iSreikStos HFE-hemochromatozés iSsivystymo rizikg. Didesniu penetran-
tiSkumu pasizymintis genotipas c.[845G>A]; [845G>A] p.[CysC282Tyr];
[CysC282Tyr] buvo nustatytas 0,1 proc., 0 maZesniu penetrantiSkumu
pasizymintis  genotipas  c.[845G>A];[187C>G]  p.[CysC282Tyr];
[His63Asp] — 1,2 proc. tiriamyjy.

HFE geno ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos daznis statistiSkai patiki-

mai buvo didesnis Zemaitijoje negu kituose Lietuvos etnokultiriniuose
regionuose.
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PRAKTINES REKOMENDACIJOS

Atliekant Vilsono ligos molekuling diagnostikg Lietuvos pacientams
tikslinga pirmiausia nustatyti ¢.3207C>A (p.His1069GlIn) alelj ir nusta¢ius
vieng arba neradus abiejy mutavusiy ¢.3207C>A (p.His1069GIn) aleliy
tirti ATP7B geno 8, 14, 15, 16 ir 20 egzonus, kuriuose dazniausiai biina
Lietuvos populiacijai budingos ATP7B geno mutacijos. DaZniausios
€.3207C>A (p.His1069GIn) mutacijos nustatytmas buvo jdiegtas LSMU
ligoninés ,,Kauno klinikos* laboratorinés medicinos klinikoje.

HFE-hemochromatozés aleliy ¢.845G>A  (p.Cys282Tyr), c¢.187C>G
(p.His63Asp) ir ¢.193A>T (p.Ser65Cys) daznis Lietuvoje yra nedidelis ir
artimas Ryty ir Centrinés Europos Salims. Ikisimptominés HFE
hemochromatozés daznis Lietuvos populiacijoje yra 1,3 proc. todél
klinikinéje praktikoje jtariant $ig liga, turéty buti atlickamas molekulinis
genetinis tyrimas, kuris leisty patvirtinti diagnozg.

Genetiniai tyrimai klinikingje praktikoje turéty biti atliekami diferencinés
diagnostikos tikslu ligoniams, kuriems jtariamas neaiSkios etiologijos
kepeny ligos. Serganciy Vilsono ir HFE-hemochromatoze asmeny
siblingams (broliams ir seserims) turéty bati atlickami $iy ligy genetiniai
tyrimai, siekiant laiku nustatyti latentines ir asimptomines ligos formas ir

pradeti jy gydyma.
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PRIEDAI

0-1 - Vilsono ligos tikimybé maza
14 - galima Vilsono liga
4 ir daugiau — Vilsono liga

1 lentelé. Vilsono ligos kriterijai (2001m. 8 tarptautiné Vilsono ir Menkés
ligos konferencija Leipcigas)

Simptomai Balai
K-F ziedas
néra 1
yra 2
Neuropsichiatriniai simptomai (ar pakitimai 0
nustatomi BMR tyrimo metu)
Yra 2
Néra 0
Serumo ceruloplazmino koncentracija
Normali >0.2 g/l 0
0,1-0,2 g/l 1
<0,1g/l 2
Vario koncentracija paros Slapime
Normali 0
1-2k. didesné negu norma 1
>2k. didesné negu norma 2
normalus, bet 1>5k vir§ normos po gydymo D 2

penicilaminu 2x0,5 g
Cu kepenyse (nesant cholestazés ar hepatito)

normalus <50ug/g 0
50-250 pg/g 1
>250 ug/g 2
Dazymasis rodaminu (negalint matuoti Cu

kepenyse)
néra 0
yra 1

Mutacijos
Nustatytos abi mutacijos 4
Nustatyta viena mutacija 1
néra ar neatlikta 0

Hemolitiné anemija (Kumbso reakcija neigiama)

Yra 1
Néra 0
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2 lentelé. ATP7B geno pradmeny sekos

Pradmuo Egzonas
ATP7B exon 1 fov 5TTCCCGGACCCCTGTTTGCT3'
ATP7B exon 1 rev 1

5’AATCCTCCTGGTGGGAGTGAGCACS

ATP7B exon 2 fov
5'AGAAGCTGGGATGTTGTAGAAAATATTAGGS3
ATP7B exon 2 rev
5'-CCTATACCACCATCCAGGAG-3'

ATP7B exon 3 fov
5'-GCCCTGAAACCTCTTGTTCTG-3'
ATP7B exon 3 rev
5'-CTACTGATAAACACAGTTGCTGGG

ATP7B exon 4 fov
5-CTTTGTTCGGTTATATTGACTGTGTC-3'
ATP7B exon 4 rev
5'-CCGTTACGCACCCACAGTA-3'

ATP7B exon 5 fov
5-TTCCATGGGAAAAGTTGAAGAATT-3'
ATP7B exon 5 rev
5-AGACTCCCTGGACTGGCTTT-3'

ATP7B exon 6 fov
5-AGAGTTGGGCCCAGGTAGAG-3
ATP7B exon 6 rev
5-AGAGTTGGGCCCAGGTAGAG-

ATP7B exon 7 fov
5-AGGGGAGTGGCTTGTAATCC-3'
ATP7B exon 7 rev
5-CTTAGCGGGCAGAATATCTGAC-3'

ATP7B exon 8 fov
5-CGCTCATTGAACTCTCCTCC-3'
ATP7B exon 8 rev
5-AACATGGTGTTCAGAGGAAGTGAG-3'

ATP7B exon 9 fov
5'-CAGCTGTCTCTAACACCACGC-3'
ATP7B exon 9 rev
5-AAACCACATGGGCATCTGAT-3'

ATP7B exon 10 fov
CTATTGTAACAGCTGGCCTAGAACC-3'
ATP7B exon 10 rev
5'-CTGTCACTTGCTCAGCCCC-3'

10
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2 lentelés tesinys

Pradmuo

Egzonas

ATP7B exon 11 fov
GCTGTCAGGTCACATGAGTGC-3'
ATP7B exon 11 rev
5-CTGATTTCCCAGAACTCTTCACAT-3

11

ATP7B exon 12 fov
TTCTTCATAGGTTGTAATTTCCCATG-3'
ATP7B exon 12 rev

5-GGATCAATGTCAGTAGATTATTTAAAACAC

12

ATP7B exon 13 fov
5'-CCCTGAAATGTCCTTATCTGATTAG-3'
ATP7B exon 13 rev
5-TCTCAAGGCmICTCTCAATGTG

13

ATP7B exon 14 fov
5'-CAGCTAGGAGAGAAGGACATGG-3
ATP7B exon 14 rev
5-AGTTCTGCCTCAGGAGTGTGAC-3'

14

ATP7B exon 15 fov
5-TCTTGGCTTACAGTTTCCTCTTCC-3'
ATP7B exon 15 rev
5-TCTGTGGTTTGACCCACCTC-3'

15

ATP7B exon 16 fov
GACTCTTTTGCCTGATATCTGCA-3'
ATP7B exon 16 rev
5-TGCTGTTAAAAGGATTGCATGGT-3'

16

ATP7B exon 17 fov
CATTGCAAGTGTGGTATCTTGGT-3'
ATP7B exon 17 rev
5-TACAGCTCAGTGCTGGGCC-3

17

ATP7B exon 18 fov
CAAGGGTAACTTGAGGTTTCTGC-3'
ATP7B exon 18 rev
5-TCATTCTGATGGAGAGGAGCAC-3'

18

ATP7B exon 19 fov
TGGGCAGACCCCTTCCTCAC-3'
ATP7B exon 19 rev
5-AAGCCTTTCTGGGCGCAGCT-3'

19

ATP7B exon 20 fov
5-GACCTAGGTGTGAGTGCGAGTT-3'
ATP7B exon 20 rev
5-GTTTAGCCAGGGCTTCTGAGG-3

20

ATP7B exon 21 fov
GGATGAGAGGCCTTCACCAG-3'
ATP7B exon 20 rev
5'-CTCTCCAGGTCAGGCTTCTTAT-3

21
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Abstract

AIM: To investigate the prevalence of the ATP78
gene mutation in patients with hepatic presentation of
Wilson's disease (WD) in Lithuania.

METHODS: Eleven unrelated Lithuanian families,
including 13 WD patients were tested. Clinically WD
diagnosis was established in accordance to the Leipzig
scoring system. Genomic DNA was extracted from

www.wignet.com
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whole venous blood using a salt precipitation method.
Firstly, the semi-nested polymerase chain reaction
(PCR) technique was used to detect the c.3207C>A
(p.H1069Q) mutation. Patients not homozygous for the
€.3207C>A (p.H1069Q) mutation were further analyzed.
The 21 exons of the WD gene were amplified in a
thermal cycler (Biometra T3 Thermocycler, Géttingen,
Germany). Direct sequencing of the amplified PCR
products was performed by cycle sequencing using
fluorescent dye terminators in an automatic sequencer
(Applied Biosystems, Darmstadt, Germany).

RESULTS: Total of 13 WD patients (mean age 26.4 years;
range 17-40; male/female 3/10) presented with hepatic
disorders and 16 their first degree relatives (including
12 siblings) were studied. Some of WD patients, in
addition to hepatic symptoms, have had extrahepatic
disorders (hemolytic anemia 3; Fanconi syndrome
1; neurophsychiatric and behavioural disorder 2).
Liver biopsy specimens were available in all of 13
WD patients (8 had cirrhosis; 1-chronic hepatitis;
3-acute liver failure, 1-liver steatosis). Twelve of 13
(92.3%) WD patients had the ¢.3207C>A (p.H1069Q)
mutation, 6 of them in both chromosomes, 6 were
presented as compound heterozygotes with additional
€.3472-82delGGTTTAACCAT, c.3402delC, c.3121C>T
(p.R1041W) or unknown mutations. For one patient
with liver cirrhosis and psychiatric disorder (Leipzig
score 6), no mutations were found. Out of 16 first
degree WD relatives, 11 (68.7%) were heterozygous
for the ¢.3207C>A (p.H1069Q) mutation. Two patients
with fulminant WD died from acute liver failure and
11 are in full remission under penicillamine or zinc
acetate treatment. Three women with WD successfully
delivered healthy babies.

CONCLUSION: The ¢.3207C>A (p.H1069Q) missense
mutation is the most characteristic mutation for
Lithuanian patients with WD. Even 92.3% of WD
patients with hepatic presentation of the disease
are homozygous or compound heterozygotes for the
p.H1069Q mutation.

© 2008 The WIG Press. All rights reserved.
Key words: Wilson disease; ATP78 gene; c.3207C>A

(p.H1069Q) mutation; Cirrhosis; Urine copper; Copper
in liver biopsies
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INTRODUCTION

Wilson’s disease (WD) is a rare autosomal recessive
disorder of copper metabolism with prevalence of
1/30000 and a carrier frequency of 1/901"%, The
prevalence is as high as one in 10000 in China, Japan,
and Sardinia®¥, The disease is characterized by hepatic,
neurological or psychiatric disturbances and decreasing
biliary copper excretion with consequent copper
accumulation in the liver and extrahepatic tissuel”.
The gene currently known to be associated with WD
is the ATP7B gene, which was identified in 199317,
The ATP7B gene has 21 exons and encodes a copper-
transporting P-type adenosine triphosphatase. A copper-
transporting P-type ATPase incorporates copper into
the serum ferroxidase, ceruloplasmin, and excretes by
biliary tree. More than 360 mutations in the ATP7B gene
have been identified as summarised in the human gene
mutation database of the institute of medical genetics
in Cardiff (accession date May 2008; hrep:/ /www,
hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.phprgene=ATPTB). ATP7B
gene mutations are rare and the majority of patients are
compound heterozygortes. Consequently, identification
of murtations in WD patients often requires sequencing
of a significant proportion of the ATP7B gene. It is
important to know regional distribution of mutations
of the ATP7B gene to design appropriate diagnostic
strategies for the diseasel. As no data exist abour WD
genetic characteristics in the Lithuanian population, the
purpose of the current study was to carry out a muration
analysis of Lithuanian WD patients,

MATERIALS AND METHODS

Patients

Lithuanian cohort, drawn from 11 unrelated families,
consisted of 29 individuals and was comprised of 13
WD patients (mean age at onset of symproms 26.4
years; range 17-40; male/female 3/10) and 16 of their
first degree relatives. Patients were admitted at the
Department of Gastroenterology, Hospiral of Kaunas
University of Medicine, Lithuania. The diagnosis of WD
was established using the scoring system developed at
the 8th International Meeting on WD, Leipzig/Germany,
2001. The diagnosis was accepred if the WD Leipzig
score was = 47,
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ATP7B gene mutation analysis

Genomic DNA was extracted from whole venous blood
using a salt precipitation method™. Firstly, rapid, semi-
nested PCR technique was used to detect the ¢3207C=A
(p-H1069Q) mutation as described previously!'l
Patients not homozygous for ¢.3207C>A (p.H1069Q))
mutation were further analyzed. The 21 exons of
the WD gene were amplified in a thermal cycler
(Biometra T3 Thermocycler, Gétringen, Germany)
as described elsewherel”’. Direct sequencing of the
amplified polymerase chain reaction (PCR) products
was performed by cycle sequencing using fluorescent
dye terminators in an automatic sequencer (Applied
Biosystems, Darmstadr, Germany). Mutations were
quoted according to the guidelines from hrep://www.
HGVS.org/mutnomen/, using the reference sequence
with the GenBank accession number NM_00053.1.

RESULTS

Total of 13 WD patients presented with hepatic
disorders and 16 their first degree relatives (including 12
siblings) were studied. All WD patients and their relatives
were consulted in Department of Gastroenterology of
Kaunas University of Medicine during 1999-2008. WI»
patient’s clinical, laboratory data, and mutation type are
summarized in Table 1.

Some of WD patients, in addition to hepatic
symptoms, have had extraheparic disorders (hemolytic
anemia 3; Fanconi syndrome 1; neuropsychiatric and
behavioural disorder 2). Specimens of liver biopsy
(either percurancous or transjugular) were available
in all of 13 WD patients (8 case of cirrhosis; chronic
hepatitis-1; fulminant hepatitis-3; steatosis-1). Kayser-
Fleischer ring was present in 6 out of 13 patents (46%).
Hepatic copper content was measured in 7 WD patients
and was above 250 pg/g dry weight in 4 cases.

Twelve of 13 (92.3%) WD patients had the
¢.3207C>A (p.H1069Q) mutation, 6 of them
in both chromosomes, and 6 were presented as
compound heterozygotes with additional ¢.3472-
82delGGTTTAACCAT, ¢.3402delC, ¢.3121C>T
(p-R1041W) or unknown mutation. For 1 patient with
liver cirrhosis only mutation (p.H1069Q)) in one allele
was revealed, and for another patient with cirrhosis and
psychiatric disorder, (Leipzig score 6) no mutations were
found (Table 1). Our of 16 first degree WD relatives,
11 (68.7%) were heterozygous for the ¢.3207C>A
(p.H1069Q) mutation. Two patients with fulminant WD»
died from acute liver failure (ALF), and 11 are in full
remission under penicillamine or zinc acetate trearment.
Three women with WD successfully delivered healthy
baby.

DISCUSSION

WD might be a potentially life threatening disorder;
however, with early diagnosis and consequent treatment
the prognosis of WD is excellent and usually the need
for liver transplantation can be prevented™, None of
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Table 1 Clinical and genetic characteristics of Lithuanian WD patients

Patient Gender Age (yr) Clinical Kayser- Ceruloplasmin  Urine Cooper in  Mutation Qutcome
at disease presentation Fleischer  lower than cooper  liver biopsy
diagnosi ring 0.2g/L (1g/24h)  (ug/g)
1 F 27 Cirrhosis Yes Yes 120 264 [p-His1069Gln] + [p.His1069GIn] Alive
o F 18 ALF No Yes 144 ND [p-His1069GIn] + [p.His1069GIn] Alive
3 M 35 Cirrhosis Yes Yes #4 ND [p-His1069GIn] + [p.His1069GIn] Alive
4 F 34 ALF, HA No No 536 [p-His1069GIn] + [p.Argl041Trp] Death
5 F 26 Asymptomatic No Yes 38 35 [p-His1069GIn] + [p.Argl041Trp] Alive
CH
6 F 19 ALF, HA No No 324 326 [p.His1069GIn] + [¢.3472-82 del- Death
GGTTTAACCAT]
7 F 17 Cirrhosis No Yes 120 126 [p.His1069GIn] + [¢.3472-82 del-  Alive
GGTTTAACCAT]
8 F 18 Cirrhosis, FS, HA No Yes 182 258 [p-His1069GIn] + [c.3402delC] Alive
9 M 4 Cirrhosis, NPD Yes Yes 116 188 NE/NK Alive
10 F 23 Cirrhosis Yes Yes 130 ND |p-His1069GIn] + [p.His1069GIn] Alive
11 F 27 Cirrhosis Yes Yes 145 ND [p-His1069GIn] + [p.His1069GIn] Alive
12 M 40 Liver steatosis, Yes Yes 350 ND [p-His1069GIn] + [p.His1069GIn] Alive
NPD
13 F 36 Cirrhosis No Yes 126 ND [p-His1069GIn] + NK Alive

Mutational analysis was performed only for presence of p.H1069Q. 4th and 5th patients were siblings; 6th and 7th patients were siblings. ALF: Acute llmr

failure; CH: Chronic hepatitis; HA: Hemolytic anaemia (Coombs-negative); F5: Fancony s

NEK: Not known,

the commonly used parameters alone allows a certain
diagnosis of WD/, In our study, only in 6 (46%) of our
patients was Kayser-Fleischer ring present and serum
ceruloplazmin levels were even higher than 0.3 g/L in
2 patients with ALE Urine cooper excretion exceeded
100 pg/24 hin 11 (84.6%) of 13 patients and in one
asymptomatic sibling with WD it was even lower than
40 pg/24 h. Therefore, urinary cooper excretion and
hepatic copper concentration, because of potential
errors in evaluation, should always be assessed in the
context of other diagnostic criteria™"!,

WD is found worldwide with different geographical
distribution of ATP7B gene mutations. The ¢.3207C=A
(p.His1069GIn) missense mutation is the most frequent
in Northern, Eastern and Central Europe*'"l, the
¢3400delC mutation is the most common in Brazil'’,
and ¢.2333G>T (p.Arg778Leu) in Asia countries!"*?!l,

Knowledge of the regional distribution of mutations
in the WD gene is important to design appropriate
screening strategies®™. In Central and Eastern Europe,
the frequency of the €.3207C>A (p.H1069Q)) mutation
in exon 14 previously has been reported as the highest in
Poland and Eastern Germany and decreases in Western
and Southern European countries™™, In Poland 72% of
WD patients carry ar least one allele with the ¢.3207C>A
(p.H1069Q)) mutation™, Caca et a# revealed that in
East Germany 39% of WD patients were homozygous
and 48% heterozygous for the ¢3207C>A (p.H1069Q))
mutation. Our study was the first to analyze genetic
murtations of WD parients in Lithuania, a country
in Baltic Sea area with 3.4 million inhabitants. The
prevalence of the ¢.3207C=A (p.H1069Q) mutation
in the ATP7B gene in WD patients in Lithuania was
92.3% (with 46.2% homozygotes and 46.2% compound
heterozygotes). These findings were even higher than in
Poland, a neighbour state, and were considerable higher
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4 NPD: Neuropsychiatric disord

7 ND: Not d

than in Russia (49%) or Sweden (38%). In compound
heterozygotes Lithuanian WD patients additional
.3472-82delGGTTTAACCAT, ¢.3402delC, and never
mentioned new ¢.3121C>T (p.R1041W) mutations
were detected. Only patients with hepatic or hepatic-
neuropsychiatric presentation of WD were included in
our study; however, other authors™ have shown that the
¢.3207C>A (p.H1069Q)) mutation is also associated with
a late and neurological presentation of the disease.

In conclusion, the results of our study showed
that the ¢.3207C>A (p.H1069Q) missense muration
is characteristic for Lithuania patents of WD. Even
92.3% of WD patients with hepatic presentation of the
disease are homozygous or compound heterozygote
for this mutation. Therefore, limited generic testing of
€.3207C=A (p.H1069Q)) muration might be of high
value both to confirm WD disease diagnosis and for
familial genetic screening in Lithuanian population.
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Background

Wilson disease (WD) is a life threatening autosomal recessive genetic disorder
with impaired coaper metabolism and iated with hepatic, neurclogical
and psy ymy The diagnosis of WD is usually established using

clinical signs and biochemical (hepatic copper concentration, ceruloplasmin
concentration, copper urine excretion) tesis; however, the most sensitive and
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specific test is the detection of ATP7B gene mutations. The genetic testing is

becoming the most important for cx ion of diagnosis and p tomati

diagnostics in WD patients.

Research frontiers

The research was done to obtain data about the frequency and type of ATPTB

gene mutations in WD patients in Lithuania.

Innovations and breakthroughs

It is important to know regional distribution of mutations of the ATP7B gene to

design appropriate diagnoslic strategies of WD. We have found an extremely

high percentage of Lithuanian WD patients having the ¢.3207C>A (p.H1069Q)

mutation. This is a new and interesting finding, showing that this mutation is

typical for Lithuania WD patients, similar as was reported in some other Middle-

Eastern European countries,

Applications

The present study indicates that due to high frequency of the ¢.3207C>A

(p.H1069Q) mutation in Lithuania, even limited genetic testing of this mutation

might be of high value both to confirm WD diagnosis and for familial genetic
ing in Lithuani i

Terminology

ATPTB encodes a Cu-transporting P-type ATPase protein common to P-type

ATPases. p.H1069Q missense mulations causes an amino acid substitution

and disrupts ATP binding.

Peer review

This short report investigates the frequency and type of ATPTB gene mutations

in Lithuanian patients with WD. The detected frequency (92.3%) of the

¢.3207C>A (p.H1069Q) mutation is one of the highest reported from Middle-

Eastern European countries. This study is interesting.
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Abstract HFE-hemochromatosis is a common autosomal
recessive disease caused by HFE gene mutations and
characterized as iron overload and failure of different organs.
The aim of this study was to determine the prevalence of
C282Y (c.845 G=A), H63D (c.187 C>G), and S65C
(c.193A=T) alleles of HFE gene in the Lithuanian population.
One thousand and eleven healthy blood donors of Lithuanian
nationality were examined in four different ethnic Lithuanian
regions to determine HFE gene alleles and genotype
frequencies. The samples of DNA were analyzed for the
presence of restriction fragment length polymorphism and
validated by DNA sequencing. Among 1,011 blood donors
tested, the frequency of C282Y, H63D, and S565C alleles were
2.6%, 15.9%, and 1.9%, respectively. One third of the tested
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subjects (n=336) had at least one of the C282Y or H63D HFE
gene mutations. The screening of Lithuanian blood donors has
detected 13 (1.3%) subjects with a genotype C282Y/C282Y
or C282Y/H63D responsible for the development of HFE-
hemochromatosis. The prevalence of C282Y mutation was
significantly higher among the inhabitants of Zemaitija
(Somogitia) at the Baltic Sea area (5.9%) in comparison to
the regions of continental part of Lithuania (2.4% in Dzukija,
2.3% in Aukstaitija, and 2% in Suvalkija, p<0.05). These data
support the hypothesis that the p.C282Y mutation originated
from Scandinavia and spread with the Vikings along the
Baltic Sea coast. The first epidemiological investigation of
HFE gene mutations in ethnic Lithuanians showed that the
frequencies of H63D, C282Y, and S65C of HFE gene alleles
are similar to the other North-Eastern Europeans, especially in
the Baltic region (Estonia, Latvia), Poland, and part of Russia
(Moscow region).

Keywords f/FE-hemochromatosis - Lithuania - Genotypes
prevalence - Viking hypothesis

Introduction

HFE-hemochromatosis is a genetic disease which causes iron
overload. The accumulation of iron in the liver, pancreas, heart,
joints, and testicles leads to the damage of organs. The gene of
HFE-hemochromatosis and the most important mutation
C282 was identified in the year 1996 [1]. The C282Y
homozygosity or H63D and C282Y compound heterozygosity
causes HFE-hemochromatosis. It is determined that the third
mutation S65C is generally benign. Other HFE mutations
previously described have no clinical significance. The studies

f Springer

102



Ann Hematol

of frequencies of HFE mutant alleles in different European
countries showed different distribution. So far, the study of
HFE mutant alleles was not performed in Lithuania; therefore,
the authors of the publication aimed to determine the
frequency of HFE-hemochromatosis alleles in the Lithuanian
population.

Methods
Patients and control subjects

Voluntary, unrelated blood donors were randomly selected for
the population study. Blood samples were obtained from
1,011 blood donors (583 male and 428 female of mean age
37.1 years, age range 18-65 years). All participants of the
study were grouped according to the Lithuanian region they
represented: Dzukija (N=383), Suvalkija (V=148), Zemaitija
(N=102), and Aukstaitija (N=378). The study was approved
by the Lithuanian Bioethics Committee (Protocol No. 2/
2008), and informed consent was obtained from all
participants.

Restriction fragment length polymorphism analysis

Genomic DNA was isolated from whole blood contain-
ing EDTA by using salting-out procedure with some
modifications [2]. We used HFE(4) fov primer 5-TCC
AGT CTT CCT GGC AA-3" and HFE(4) rev primer 5'-
TTCTAGCTCCTGGCTCTCA-3' for the amplification of
exon 4 of HFE gene and detection of p.C282Y mutation.
The exon 2 containing the p.S65C and p.H63D mutations
was amplified with primers HFE(2) fov 5'-
TGTGGAGCCTCAACATCCT-3' and HFE(2) rev 5'-
TGAAAAGCTCTGACAACCTCA-3". PCR amplification
was performed in a total volume of 25 pl, which contained
100 ng genomic DNA, 200 uM of each dNTP, 200 nM of
each primer, 1.0 mM MgCl;, 10x PCR buffer solution,
and 2.5 U Tag polymerase (MBI Fermentas, Vilnius,
Lithuania). PCR amplification consisted of an initial dena-
turation at 95°C for 5 min, followed by 30 cycles of
denaturation at 95°C for 30 s, annealing at 56°C for 30 s, and
extension at 72°C for 30 s with final extension at 72°C for
10 min.

Table 1 Allele frequencies of H63D, S65C. and C282Y mutation in
the HFE gene in Lithuanian blood donors

HFE alleles Allele frequency % (95% CI)
C282Y 2.6 (1.88-3.26)

H63D 15.9 (14.33-17.51)
S65C 1.9 (1.33-2.53)

@ Springer

Table 2 Genotype frequencies of H63D, S65C, and C282Y mutations
in HFE gene in Lithuanian blood donors

Genotype Observed frequency Expected frequency

n (%) (95% CI) n (%)
C282Y/C282Y 1(0.1) (-0.09-0.29) 0.68 (0.067)
C282Y/H63D 12 (1.2) (0.52-1.86) ®.36 (0.83)
C282Y/865C 1 (0.1 (-0.09-0.29) 1 (0.099)
C282Y/N 38 (3.8) (2.59-4.93) 41.85 (4.14)
H63D/HG3D 26 (2.6) (1.59-3.55) 25.56 (2.53)
H63D/S65C 4 (0.4) (0.01-0.79) 6.11 (0.6)
H63DVN 254 (25) (22.45-27.79) 255.91 (25.31)
S65C/S65C 0(0) 0.37 (0.037)
S65C/N 34 (3.4)(2.25447) 30.58 (3.03)
N/N 641 (63.4) (60.43-66.37) 640.59 (63.36)
Total 1,001 (100) 1,011 (100}
N normal

Restriction reaction was performed with 10 pl of PCR
product, 2.5 U of Bell (codon 63), Hinfl (codon 65), or Rsa I
(codon 282), and comesponding buffers. The samples were
incubated for 2 h at 50°C for Bell restriction or at 37°C for
Hinfl and Rsa [ restriction. The products were resolved on 4%
agarose gel. Results of restriction fragment length polymor-
phism analysis were confirmed by DNA sequence analysis.
PCR. products were sequenced with a 3100 ABIPrism Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Statistical analysis

Allele and genotype frequencies are presented by percent-
age with 95% confidence interval (95% CI) calculated by
Wilson procedure with a correction for continuity. Hardy—
Weinberg equilibrium in the observed genotype distribution
was assessed by using x: goodness-of-fit test. The
significance level was set at 0.05. The Fisher exact
coefficient and xz test were used to compare HFE gene
mutations frequencies in different regions of Lithuania.

AUKSTAITIJA

SWALKI.IA".

1

[Tlabove 3 % [10-3%
Fig 1 C282Y allele frequency in Lithuanian regions
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Results

Allele frequencies of C282Y, H63D, and S65C were
estimated to be as follows: 2.6% (95% CI 1.88-3.26),
15.9% (95% CI=14.33-17.51), and 1.9% (95% Cl=
1.33-2.53), respectively, in the Lithuanian population
(Table 1).

Among 1,011 blood donors tested, there were 51 (5.1%)
C282Y heterozygotes and one (0.1%) C282Y homozygote.
Twenty-six blood donors (2.6%) were identified as H63D
homozygotes and 270 (26.7%) as H63D heterozygotes. We
detected 39 blood donors (3.7%) with S65C heterozygotes
and not one person was identified as S65C homozygote.
One, four, and 12 blood donors were C282Y/565C, H63D/
S65C, and C282Y/H63D compound heterozygotes, respec-
tively. The screening of Lith blood donors has
detected one C282Y/C282Y and 12 C282Y/H63D subjects
with a genotype responsible for the developing of HFE-
hemochromatosis. Genotyping results are shown in Table 2.
There were no significant deviations from Hardy—Weinberg
equilibrium in the blood donor population sample. The
C282Y allele frequencies (5.9%) detected in Zemaitija
{Somogitia) located in the Baltic Sea area were significantly
higher compared to Dzukija (2.4%), Aukstaitija (2.3%), and
Suvalkija (2%) (p<0.05, Fig. 1). H63D and S65 allele
frequencies were similar in different Lithuanian regions.

4

E1-5% [CJ0-1%

Bl above 10% [EWS5-10%

Discussion

The determination of frequencies of HFE-hemochromatosis
alleles is important for the estimation of expectancy of iron
overload disease and the developing of screening programs
in different countries. In addition, evaluation of the
prevalence of HFE-related mutations in different countries
might explain the population movements in the past. In the
current study, the analysis of frequencies of C282Y, H63D,
and S65C has been conducted in Lithuania. Our study has
determined a relatively low frequency of C282Y mutation
(2.6 %) in comparison with previously conducted studies in
Ireland, the UK and Scandinavian countries [3, 7). The
highest frequency was observed in Ireland (11.4%) and the
United Kingdom (8.2 %) [4-6]. A lower prevalence of
C282Y mutation was found in Scandinavian countries—
6.8% in Norway, 5.8% in Sweden, 5.6% in Denmark, and
5.1% in Iceland [9-14]. In Lithuania, C282Y allele
frequency (2.6%) was similar to that in Central and Eastern
European countries with population of Slavic origin—3.1%
in Poland [15]; 3.4% in the Czech Republic; 3.6% in
Slovenia; 3.3% in Croatia [18-20]; and 3.5% in Russia,
Moscow region [17]. Estonia (Baltic States) had a similar
frequency (3.5%) [16]. The lowest reported frequencies of
C282Y (0-1.75%) mutation were observed in Greece,
Romania, Spain, and Bulgaria [21-24]. These data support

b

B above 20 % Em10-20% [E@5-10% [J1-5%

Fig 2 a, b Allele frequencies for p.C282Y (a) and p.H63B (b) HFE mutations in European countries. Update reference [26]
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the hypothesis of the gene flow from North to South of
Europe. The distribution of C282 allele in a population of
different European countries is shown in Fig. 2a.

HFE gene mutation C282Y appeared approximately 60-70
generations ago [25] and originated from the population in
Southem Scandinavia or Northem Germany [3, 26]. The
hypothesis was formulated that in the period 700-10508c,
the Vikings spread C282Y mutation to other parts of
Northern Europe: Danes to Britain, Normans of Danish
origin to the coasts of Northern Germany and in Normandy.
Our investigation showed East-West gradient in distribution
of C282Y in Lithuania and supports the “Vikings™ hypoth-
esis of possible spread of mutation from Scandinavian
countries along the coast of the Baltic Sea.

The H63D mutation is more common and equally
distributed among European nations (Fig. 2b). The highest
frequency of this mutation has been reported in the Basque
population (30.4%), and data suggest that this mutation could
have an origin in the early West European populations [27].
H63D allele was detected in more than 20% of the population
in Spain and in Bulgaria [24, 28). The frequency of H63D
mutation was 16.9% in Portugal and lower in other South
Europeans countries [29]. In Lithuania, H63D allele frequen-
cy (15.9%) was distributed equally among the population of
four ethnic Lithuanian regions and was similar to that in
Poland (16.2%), Czech Republic (15.0%), Russia (Moscow
region) (15.2%), and Estonia 13.6% [15-18]. The lowest
frequency of H63D allele was detected in Northern and
Western European countries—Denmark (12.8%), Germany
(10.8%), Austria (11.1%), Iceland (10.9%), and Finland
(10.6%) [11, 30-32].

The allele frequency of S65C mutation in Lithuanian
population was estimated to be 1.9%, which is very close to
Croatia (1.8%), Slovenia (1.8%), Denmark (1.8%), Sweden
(1.4%), France (1.95%), and Finland (2.3%) [8, 11, 19, 20, 33].

In conclusion, HFE-hemochromatosis genotype frequen-
cies in Lithuanian population agree with the reported
frequencies in the other North-Eastern European countries
and confirm the hypothesis about the gene flow from the
North to the South. The prevalence of C282Y mutation was
higher among the inhabitants of Zemaitija (Somogitia) at
the Baltic Sea area in comparison to the continental
(eastern) part of Lithuania. A possible explanation could
be that the mutation was spread from Scandinavia to
Zemaitija population by the migratory activities of the
Vikings. Therefore, our investigation could support the
origin of C282Y mutation from Scandinavia.
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SUMMARY

1. INTRODUCTION

Wilson’s disease (WD) and HFE-hemochromatosis are autosomal
recessive disorders of copper and ferous metabolism. Both diseases cause
hepatic disturbances with the involvement of other body systems.

The prevalence of WD is 1/30 000 in Central and Eastern European
population with a carrier frequency of 1/90. The prevalence is as high as one in
10 000 in China and Japan. The disease is characterized by hepatic,
neurological, or psychiatric disturbances and decreasing biliary copper
excretion with consequent copper accumulation in the liver and extrahepatic
tissue. The ATP7B gene is the only one known gene associated with Wilson’s
Disease. The WD gene has 21 exons and encodes a copper-transporting P-type
adenosine triphosphatase which incorporates copper into the serum ferroxidase
- ceruloplasmin and copper overproduction excreted by the biliary tree. More
than 360 mutations in the ATP7B gene have been identified. Mostly, ATP7B
gene mutations are rare, and most patients have familial mutations and are
compound heterozygotes. Consequently, identification of mutations in WD
patients often requires sequencing of the ATP7B gene. It is important to know
the regional distribution of mutations of the ATP7B gene to decide about
appropriate diagnostic strategies for the disease. As no data exist about the
genetic characteristics of WD in the Lithuanian population, the aim of the
current study was to carry out a mutation analysis of Lithuanian WD patients.

Another metabolic disease — HFE-hemochromatosis — is a genetic disease
that causes iron overload. The accumulation of iron in the liver, pancreas, heart,
joints, and testicles leads to organ damage. The gene of HFE-hemochromatosis
and the most clinically important ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) mutation was
identified in 1996. HFE-hemochromatosis is caused by c¢.845G>A
(p.Cys282Tyr) homozygosity or c.187C>G (p.His63Asp) and c¢.193A>T
(p.Ser65Cys) compound heterozygosity. The studies on the frequency of HFE
mutant alleles in different European countries showed different distributions.
So far, no study on HFE mutant alleles has been performed in Lithuania;
therefore, the authors of the publication aimed to determine the frequency of
HFE-hemochromatosis alleles in the Lithuanian population.
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2. AIM AND OBJECTIVES
2.1. The aim of the study

The aim of the study was to identify gene mutations and phenotypic
characteristics in patients with metabolic liver diseases — Wilson's disease and
HFE-hemochromatosis, and to investigate the frequency of the main mutated
alleles of the HFE gene among Lithuanian volunteer blood donors.

2.2. Objectives of the study

1. To investigate the prevalence and types of ATP7B gene mutations in
the genotypes of patients with Wilson’s disease and their first-degree
relatives.

2. To determine the significance of molecular genetic diagnostics of
Wilson’s disease.

3. To estimate the frequency of the mutations of the HFE gene -
c.845G>A (p.Cys282Tyr), ¢.187C>G (p.His63Asp), and c.193A>T
(p.Ser65Cys)—in the genotypes of healthy Lithuanian voluntary blood
donors.

4. To determine the frequency of asymptomatic HFE-hemochromatosis
in the genotypes of Lithuanian voluntary blood donors.

5. To investigate the differences in the frequency of HFE gene
c.845G>A (p.Cys282Tyr), ¢.187C>G (p.His63Asp), and c.193A>T
(p.Ser65Cys) mutation alleles in the population of blood donors from
different ethnic regions of Lithuania.

2.3. Scientific novelty

Molecular genetic analysis for the diagnostics of Wilson’s disease was
used for the first time in the Lithuania. In the framework of this study,
molecular genetic analysis was used to confirm clinical diagnosis and to
identify asymptomatic patients. The estimation of the frequency and type of
ATP7B mutations allows for suggesting the algorithm for laboratory analysis.
In addition to that, for the first time we investigated the frequency of HFE-
hemochromatosis in the Lithuanian population and in different Lithuanian
ethnic groups. Molecular genetic investigation helped to differentiate between
primary and secondary forms of hemochromatosis, and to determine asympto-
matic disease forms whose progression can be followed by biochemical and
clinical investigations.
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3. MATERIALS AND METHODS
3.1. Patients

The studied cohort, drawn from 22 unrelated families, consisted of 27 WD
patients (mean age at the onset of symptoms—26.4 years; range—17-40 years)
and 20 of their first-degree relatives. Patients were admitted at the Department
of Gastroenterology, Department of Neurology, and Department of Pediatrics,
Hospital of Lithuanian University of Health Sciences. The diagnosis of WD
was established by applying the scoring system developed at the 8"
International Meeting on WD, Leipzig, Germany, in 2001. The diagnosis was
confirmed if the WD Leipzig score was >4.

Voluntary, unrelated blood donors were randomly selected for the HFE
gene population study. Blood samples were obtained from 1 011 blood donors
(583 males and 428 females, mean age—37.1 years, age range—18-65 years). All
participants of the study were grouped according to the Lithuanian region they
represented: Dzukija (N=383), Suvalkija (N=148), Zemaitija (N=102), and
Aukstaitija (N=378). The study was approved by the Lithuanian Bioethics
Committee (Protocol No. 2/2008), and informed consent was obtained from all
participants.

3.2. ATP7B gene mutation analysis

Genomic DNA was extracted from whole venous blood by using the salt
precipitation method. Firstly, the rapid, semi-nested PCR technique was used to
detect the ¢.3207C>A (p.His1069GIn) mutation as described previously.
Patients who were not homozygous for ¢.3207C>A (p.His1069GIn) mutation
were further analyzed. The 21 exons of the WD gene were amplified in a
thermal cycler (Biometra T3 Thermocycler, Géttingen, Germany) as described
elsewhere. Direct sequencing of the amplified polymerase chain reaction (PCR)
products was performed by cycle sequencing, using fluorescent dye terminators
in an automatic sequencer (Applied Biosystems, Darmstadt, Germany).
Mutations were quoted according to the guidelines from http://www.
HGVS.org/mutnomen/, using the reference sequence with the GenBank
accession number NM_00053.1.

3.3. Analysis of the restriction fragment length polymorphism

Genomic DNA was isolated from whole blood containing EDTA by using
the salting-out procedure with some modifications. We used HFE(4) fov primer
5-TCC AGT CTT CCT GGC AA-3' and HFE(4) rev primer 5-TTC TAG
CTC CTG GCT CTC A-3' for the amplification of exon 4 of the HFE gene and
the detection of ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) mutation. The exon 2 containing
c187C>G (p.His63Asp) and c.193A>T (p.Ser65Cys) mutations was amplified
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with primers HFE(2) fov 5" -TGT GGA GCC TCA ACA TCC T-3' and
HFE(2) rev 5'- TGA AAA GCT CTG ACA ACC TCA-3'. PCR amplification
was performed in a total volume of 25 pl, which contained 100 ng of genomic
DNA, 200 uM of each dNTP, 200 nM of each primer, 1.0 mM MgCl2, 10x
PCR buffer solution, and 2.5 U Taq polymerase (MBI Fermentas, Vilnius,
Lithuania). PCR amplification consisted of an initial denaturation at 95°C for 5
min, followed by 30 cycles of denaturation at 95°C for 30 s, annealing at 56°C
for 30 s, and extension at 72°C for 30 s with final extension at 72°C for 10 min.
The restriction reaction was performed with 10 pl of the PCR product, 2.5 U of
Bcll (codon 63), Hinfl (codon 65), or Rsa I (codon 282), and corresponding
buffers. The samples were incubated for 2 h at 50°C for Bcll restriction or at
37°C for Hinfl and Rsa I restriction. The products were resolved on 4% agarose
gel. The results of the restriction fragment length polymorphism analysis were
confirmed by DNA sequence analysis. PCR products were sequenced using a
3100 ABIPrism Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA).

3.4. Statistical analysis

Allele and genotype frequencies are presented by percentage with 95%
confidence interval (95% CI) calculated by applying Wilson’s procedure with a
correction for continuity. Hardy-Weinberg equilibrium in the observed
genotype distribution was assessed by using the ¥2 goodness-of-fit test. The
significance level was set at 0.05. The Fisher exact coefficient and 2 test were
used to compare HFE gene mutation frequencies in different regions of
Lithuania.
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4. RESULTS

4.1. ATP7B gene allele frequencies

The most frequent mutation was ¢.3207C>A (p.His1069GIn) with an allele
frequency of 74.1 %. Other ATP7B gene mutations were rare. The frequency of
the alleles ¢.3472 82delll (p.G1158fs) and ¢.3121C>T (p.Argl041Trp) was
3.7%, and the frequency of mutations ¢.3402delC (p.Alal135fs), ¢.2304dupC
(p-M7691s) was 1.9%. Allele type was not identified in 8 cases of ATP7B gene
investigation. The results of ATP7B gene investigation are shown in Table 1.

Table 4.1.1. The frequency of ATP7B gene alleles

ATP7B gene mutations Frequency (95 % CI)
¢.3207C>A (p.His1069GlIn) 74 (62.3-85.7)
¢.3472-82del11 (p.G1158fs) 3.7 (0-8.7)
c.3121C>T (p.Argl041Trp) 3.7 (0-8.7

¢.3402delC (p.Alal135fs) 1.9 (0-5.5)

¢.2304dupC (p.M7691s) 1.9 (0-5.5)

Unknown alleles 14.8 (5.3-24.3)

4.2. Genotyping characteristics of Lithuanian WD patients

Twenty-five persons (92.6%) were found to have one or two ¢.3207C > A
(p. His1069GIn) mutations in the ATP7B gene. Fifteen persons (55.6%) were
homozygous individuals with the c. [3207C > A]; [3207C > A]
p-[His1069GIn];[His1069GIn] genotype. The compound heterozygosity was
rarer — Six persons (22.2%) had genotype ¢.3207C>A (p.His1069GIn) and
another mutated ATP7B allele. Four persons (14.8%) had mutation in genotype
¢.3207C>A (p.His1069GlIn), and another mutated ATP7B allele was unknown.
Only two persons (7.4%) had two unknown mutations. The frequency of
mutations in Lithuanian WD patients is shown in Figure 4.2.1.
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Fig 4.2.1. The frequency of genotypes in Lithuanian WD patients

4.3 Results of genotyping among first-degree relatives of Lithuanian
WD patients

We performed genotyping of 21 first-degree relatives of WD patients. The
¢.3207C>A (p.His1069GIn) mutation was detected in heterozygous condition
in 13 (65%) of 21 subjects. In four individuals (20%), genotyping did not show
any mutation. Three persons were found to have one of the following mutation
in their genotype: ¢.3472 82delll (p.G1158fs), c.3121C>T (p.Argl041Trp), or
¢.2304dupC (p.M7691s).

4.4. Clinical characteristics of patients with Wilson’s disease

Acute hepatic disorder (acute hepatitis or fatal hepatic failure) was
diagnosed in 5 patients (18.5%). Chronic hepatic disease was detected in 22 out
of 27 patients with Wilson’s disease (81.5%). Hepatic cirrhosis was found in 16
(63.1%) clinical cases, and 6 (18.5%) patients were diagnosed with chronic
hepatitis.

Nervous system damage (ataxia, dysarthria, or Parkinsonism) was detected
in 8 cases (33%). Kayser-Flysher ring (KFR) was detected in 10 patients
(37%). Six patients with KFR had nervous system damage. All patients with
KFR were ill with cirrhosis.

Damage to other body systems was detected in 7 cases (22%). In one case,
kidneys were damaged (Fanconi syndrome), and 6 patients had hemolytic
anemia.
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4.5. Biochemical characteristics of patients with Wilson’s disease

Hepatic copper concentration was investigated in eight cases, and only
three patients (37.5% sensitivity) had abnormal concentration.

In 20 out of 27 cases, ceruloplasmin concentration was below 0.2 g/L (the
sensitivity of the method was 74%). Evaluation of copper excretion with urine
was the most sensitive method (88%). Twenty-four patients had abnormal
copper concentration (>100ug/24 h) in their daily excretion of urine. Two out
of three patients had normal, but still high copper excretion (>90ug/24 h).

Of 12 individuals with compound heterozygous genotype, 10 were found
to have ceruloplasmin concentration below 0.2 g/L. The sensitivity of the
ceruloplasmin concentration test was 83%. The ceruloplasmin test was more
sensitive than the copper concentration in urine test was - the sensitivity of the
latter was 75%. Three patients were found to have normal excretion of copper
with urine. Seven compound heterozygous patients had chronic liver damage
(steatosis, chronic hepatitis, or liver cirrhosis), and five had acute liver damage
(fatal liver failure or acute hepatitis). Four patients had Kayser-Fleischer rings
(KFR). Generalized data on liver damage and biochemical changes in
compound heterozygous patients are presented in Figure 4.5.1.
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damage damage rings concentration <0.2 concentration in
g/L urine

Fig. 4.5.1. Biochemical test results in compound heterozygous patients with
Wilson’s disease

The examination of 15 homozygous individuals with genotype ¢.3207C>A
(p.His1069GIn) showed that in 10 subjects, ceruloplasmin concentration was
below 0.2 g/L. The sensitivity of the ceruloplasmin concentration test was 50%.
This test was not as sensitive as the copper concentration in urine test was — the
sensitivity of the latter was 80%. Test results are presented in Figure 4.5.2.
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Fig. 4.5.2. Biochemical test results in homozygous ¢.3207C>A
(p-His1069GlIn) patients with Wilson’s disease

4.6. Phenotype-genotype associations in patients with Wilson’s disease

According to the genotype, WD patients were distributed into two groups:
compound heterozygous and ¢.3207C>A (p.His1069GIn) homozygous
individuals. Compound heterozygous patients had more severe forms of liver
damage. Five out of twelve patients had acute liver damage, and two out of five
patients had fatal acute liver failure resulting in death. Nerve system damage
was detected in three patients, and four patients were found to have KFR. The
clinical signs in compound heterozygous patients are summarized in Figure

4.6.1.
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Fig. 4.6.1. Clinical signs in compound heterozygous patients
with Wilson’s disease
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Meanwhile, ¢.3207C>A (p.His1069GIn) homozygote patients only had
chronic forms of liver damage. Four patients had chronic hepatitis, eleven
patients had liver cirrhosis, and five patients were found to have nerve system
damage. KFR were detected in 7 patients — all of them had liver cirrhosis. Two
patients also had hemolytic anemia. Clinical signs in this patient group are
presented in Figure 4.6.2.
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Fig. 4.6.2. Clinical signs in ¢.3207C>A (p.His1069GIn) homozygous
patients with Wilson’s disease

proc.

4.7. The frequency of HFE-hemochromatosis alleles

The frequencies of p.C282Y, p.H63D, and p.S65C alleles in the Lithuanian
population was estimated to be, respectively, 2.6% (95% CI 1.88-3.26), 15.9%
(95% CI 14.33-17.51), and 1.9% (95% CI 1.33-2.53).

Among 1 011 blood donors tested, 51 (5.1%) were C282Y heterozygotes,
and one (0.1 %) was C282Y homozygote. Twenty-six blood donors (2.6%)
were identified as H63D homozygotes, and 270 (26.7%) - as H63D
heterozygotes. Thirty-nine blood donors (3.7%) were S65C heterozygotes, and
no subjects were identified as S65C homozygotes.

One, 4, and 12 blood donors were C282Y/S65C, H63D/S65C, and
C282Y/H63D compound heterozygotes, respectively. The screening of
Lithuanian blood donors identified one C282Y/C282Y, and 12 C282Y/H63D
subjects with a genotype responsible for the developing of HFE-
hemochromatosis. The results of genotyping are shown in Table 4.7.1.
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Table 4.7.1 Genotype frequencies of H63D, S65C, and C282Y mutations in
the HFE gene among Lithuanian blood donors

Observed frequency, n (%) Expected frequency, n
Genotype (95;: CI) ' b (%)q '
p.C282Y/p.C282Y 1 (0.1) CI (-0.09-0.29) 0.68 (0.067)
p.C282Y/p.H63D 12 (1.2) CI (0.52-1.86) 8.36 (0.83)
p.C282Y/p.S65C 1 (0.1) CI (-0.09-0.29) 1 (0.099)
p.C282Y/N 38 (3.8) Cl (2.59-4.93) 41.85 (4.14)
p.H63D/p.H63D 26 (2.6) CI (1.59-3.55) 25.56 (2.53)
p.H63D/p.S65C 4 (0.4) CI(0.01-0.79) 6.11 (0.6)
p.H63D/N 254 (25) CI (22.45-27.79) 255.91 (25.31)
p.S65C/p.S65C 0(0) 0.37 (0.037)
p.S65C/N 34 (3.4) CI (2.25-4.47) 30.58 (3.03)
N/N 641 (63.4) CI (60.43-66.37) 640.59 (63.36)
Total 1011 (100) 1011 (100)

There were no significant deviations from the Hardy-Weinberg
equilibrium in the blood donor population sample. The frequencies of the
p.C282Y allele (5.9%) detected in Zemaitija (Samogitia) located in the coastal
part of Lithuania were significantly higher compared to those detected in
Dziikija (2.4%), Aukstaitija (2.3%), or Suvalkija (2%) (p<0.05, Fig. 1). H63D
and S65 allele frequencies were similar in different Lithuanian regions in
Figure 4.7.1.
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Fig 4.7.1 Allele frequencies of p.C282Y (in a part), and allele frequencies of
p-H63D (in b part) in Lithuanian population
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S. DISCUSSION

WD might be a potentially life threatening disorder; however, with early
diagnosis and consequent treatment, the prognosis of WD is excellent, and
usually the need for liver transplantation can be prevented. None of the
commonly used parameters alone allow for a certain diagnosis of WD. In our
study, Kayser-Fleischer rings were present only in 6 (46%) of our patients, and
serum ceruloplasmin levels were even higher than 0.3 g/L in 2 patients with
ALF. Urine copper excretion exceeded 100 pg/24 h in 11 (84.6%) of 13
patients, and in one asymptomatic sibling with WD it was even lower than 40
pg/24 h. Therefore, because of potential errors in evaluation, urinary copper
excretion and hepatic copper concentration should always be assessed in the
context of other diagnostic criteria. WD is found worldwide with different
geographical distribution of ATP7B gene mutations. The c¢.3207C>A
(p-His1069GIn) missense mutation is the most frequent in Northern, Eastern
and Central Europe, the c3400delC mutation is most common in Brazil, and
¢.2333G>T (p.Arg778Leu) - in Asian countries. Knowledge of the regional
distribution of mutations in the WD gene is important to design appropriate
screening strategies. In Central and Eastern Europe, the frequency of the
c.3207C>A (p.H1069Q) mutation in exon 14 has previously been reported to
be the highest in Poland and Eastern Germany, and decreasing in Western and
Southern European countries. In Poland, 72% of WD patients carry at least one
allele with the ¢.3207C>A (p.H1069Q) mutation. Studies showed that in East
Germany, 39% of WD patients were homozygous, and 48% - heterozygous for
the ¢.3207C>A (p.His1069GIn) mutation. Our study was the first to analyze
genetic mutations of WD patients in Lithuania, a country in the Baltic Sea
region with 3.4 million inhabitants. The prevalence of the ¢.3207C>A
(p.His1069GIn) mutation in the ATP7B gene in WD patients in Lithuania was
92.3% (with 46.2% homozygotes and 46.2% compound heterozygotes). These
findings were even higher than in Poland, a neighbor state, and were
considerably higher than in Russia (49%) or Sweden (38%). In compound
heterozygote Lithuanian WD patients, additional ¢.3472-82delGGTTTAA-
CCAT, c.3402delC, and never before mentioned new ¢.3121C>T (p.R1041W)
mutations were detected. Only patients with hepatic or hepatic and
neuropsychiatric presentations of WD were included in our study; however,
other authors have shown that the ¢.3207C>A (p.H1069Q) mutation is also
associated with a late and neurological presentation of the disease. In
conclusion, the results of our study showed that the c.3207C>A (p.H1069Q)
missense mutation is characteristic of Lithuania patients with WD. As many as
92.3% of WD patients with the hepatic presentation of the disease were
homozygous or compound heterozygous for this mutation. Therefore, limited
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genetic testing of ¢.3207C>A (p.H1069Q) mutation might be of high value
both to confirm the diagnosis of WD disease and for familial genetic screening
in Lithuanian population.

The determination of the frequencies of HFE-hemochromatosis alleles is
important for the estimation of the expectancy of iron overload disease and the
development of screening programs in different countries. In addition,
evaluation of the prevalence of HFE-related mutations in different countries
might explain population movements in the past. In the current study, we
analyzed the frequencies of C282Y, H63D, and S65C in Lithuania. Our study
showed a relatively low frequency of C282Y mutation (2.6%) in comparison
with the previously conducted studies in Ireland, the UK, and Scandinavian
countries. The highest frequency was observed in Ireland (11.4%) and the
United Kingdom (8.2%). A lower prevalence of C282Y mutation was found in
Scandinavian countries—6.8% in Norway, 5.8% in Sweden, 5.6% in Denmark,
and 5.1% - in Iceland. In Lithuania, the frequency of C282Y allele (2.6%) was
similar to that in Central and Eastern European countries with populations of
Slavic origin-3.1% in Poland; 3.4% in the Czech Republic; 3.6% in Slovenia;
3.3% in Croatia; and 3.5% - in Russia, Moscow region. Estonia (Baltic States)
had a similar frequency (3.5%). The lowest reported frequencies of C282Y (0—
1.75%) mutation were observed in Greece, Romania, Spain, and Bulgaria.
These data support the hypothesis of the gene flow from North to South of
Europe. HFE gene mutation C282Y emerged approximately 60—70 generations
ago, and originated from the population in Southern Scandinavia or Northern
Germany. A hypothesis was formulated that around 700-1050 BC, the Vikings
spread C282Y mutation to other parts of Northern Europe: Danes — to Britain,
and Normans of Danish origin — to the coasts of Northern Germany and in
Normandy. Our investigation revealed the East-West gradient in the
distribution of C282Y in Lithuania, and supported the “Vikings” hypothesis of
the possible spread of the mutation from Scandinavian countries along the coast
of the Baltic Sea. The H63D mutation is more common and equally distributed
among European nations. The highest frequency of this mutation has been
reported in the Basque population (30.4%), and data suggest that this mutation
could have originated in the early West European populations. The H63D allele
was detected in more than 20% of the population in Spain and in Bulgaria. The
frequency of H63D mutation was 16.9% in Portugal, and was lower in other
South Europeans countries. In Lithuania, the frequency of the H63D allele
(15.9%) was distributed equally among the population of four ethnic
Lithuanian regions, and was similar to that in Poland (16.2%), the Czech
Republic (15.0%), Russia (Moscow region) (15.2 %), and Estonia (13.6%). The
lowest frequency of the H63D allele was detected in Northern and Western
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European countries—-Denmark (12.8%), Germany (10.8%), Austria (11.1%),
Iceland (10.9%), and Finland (10.6%).

The allele frequency of S65C mutation in Lithuanian population was
estimated to be 1.9%, which is very close to Croatia (1.8%), Slovenia (1.8%),
Denmark (1.8%), Sweden (1.4%), France (1.95%), and Finland (2.3%).

In conclusion, HFE-hemochromatosis genotype frequencies in Lithuanian
population agree with the reported frequencies in the other North-Eastern
European countries and confirm the hypothesis about the gene flow from the
North to the South. The prevalence of p.Cys282Tyr mutation was higher
among the inhabitants of Zemaitija (Samogitia) in the coastal (western) part of
Lithuania, in comparison to the continental (eastern) part of the country. A
possible explanation could be that the mutation was spread from Scandinavia to
Zemaitija by the migratory activities of the Vikings. Therefore, our
investigation could support the origin of the C282Y mutation in Scandinavia.
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CONCLUSIONS

The most frequent mutation among Lithuanian WD patients was found to
be ¢.3207C>A (p.His1069GlIn), which is the most common in Central and
Eastern European populations. Other ATP7B gene mutations—
c.3472 82delll (p.G1158fs), ¢.3121C>T (p.Argl041Trp), c.3402delC
(p.Alal135fs), and ¢.2304dupC (p.M7691s) - were rare.

The molecular genetics investigation is a very important diagnostic
technique. The sensitivity of molecular genetic diagnostics is 92.6%. The
molecular genetics technique allows for confirming clinical diagnosis and
detecting asymptomatic clinical forms. Other clinical laboratory methods
are less sensitive. The most sensitive method was urine copper excretion,
while such methods as ceruloplasmin concentration in serum or detection
of Kayser-Fischer rings in the eyes were less sensitive.

The frequency of the HFE-hemochromatosis gene mutations — ¢.845G>A
(p-Cys282Tyr) and ¢.187C>G (p.His63Asp) — was similar to that in other
Central and Eastern European countries, with the most similar frequency
being in Poland.

The frequency of asymptomatic HFE-hemochromatosis was 1.3%. The
homozygous genotype C.[845G>A];[845G>A]
p.[CysC282Tyr];[CysC282Tyr] was detected in 0.1% of the subjects, and
the genotype c.[845G>A];[187C>G] p.[CysC282Tyr];[His63Asp] (with
less penetrance) was detected in genotyping of 1.2% of the investigated
persons.

The prevalence of ¢.845G>A (p.Cys282Tyr) mutation was statistically

significantly higher among the inhabitants of Zemaitija (Samogitia) — in
the coastal (western) part of Lithuania.
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PRACTICAL RECOMMENDATIONS

Firstly, in the molecular diagnosis of patients with Wilson's disease,
¢.3207C> A (p.His1069GIn) mutation has to be determined. In case of one
detected allele or no detected alleles, sequencing of ATP7B genes of exons
8, 14, 15, 16, and 20 has to be performed. The detection of the most
common ¢.3207C> A (p.His1069GIn) mutation was introduced in the
Clinic of Laboratory Medicine, LUHS Hospital.

The frequency of HFE-hemochromatosis alleles ¢.845G> A
(p.Cys282Tyr), c.187C> G (p.His63Asp), and ¢.193A> T (p.Ser65Cys) is
low in Lithuanian population, and is similar to that in Central and Eastern
European countries. The frequency of asymptomatic patients with HFE-
hemochromatosis was 1.3%; therefore, in clinical practice, patients should
undergo a genetic test that would confirm the molecular genetic diagnosis.

Genetic testing in clinical practice should be carried out for differential
diagnostics in patients suspected of having liver disease of unclear
etiology. Siblings (brothers and sisters) of patients with Wilson's disease
and HFE-hemochromatosis should be investigated for these diseases in
order to timely identify latent and asymptomatic forms of the disease, and
start the treatment.
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