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SANTRUMPOS 
ATP7B – P tipo vario transporto–adenozintrifosfatazės genas 
BMR – branduolinis magnetinis rezonansas 
BMP – kaulų morfogenetinis proteinas 
BMPR  kaulų morfogenetinio proteino receptorius 
Bp – bazių pora 
CYBRD1 – geležies-chelato reduktazės baltymas 
CTR1 – vario transporto baltymas 1 
DMT1 – dvivalenčių metalų pernešėjas 
DNR – dezoksiribonukleininė rūgštis 
ERK1/2  ekstraceliulinių signalų reguliuojamos kinazės 
Fe  geležis 
HAMP  hepcidinas 
HJV  hemojuvelinas 
HLA – žmogaus leukocitų antigenas 
HO1 – hemooksigenazė 1 
KFŽ – Kaizerio Flaišerio žiedas 
M – mutavęs alelis 
N – normalus alelis 
PCFT – su protonu susietas folatų pernešėjas  
PGR – polimerazės grandininė reakcija 
PI – pasikliautinasis intervalas 
RNR – ribonukleininė rūgštis 
SMAD  baltymas prieš DPP homologą 
Tf – transferinas 
TfR1 – transferino receptorius 1 
TfR2 – transferino receptorius 2 
VL – Vilsono liga 
FPN – feroportino baltymas 
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ĮVADAS 
Europos sąjungoje reta liga serga penki arba dar mažiau asmenų iš dešimt 

tūkstančių individų. Nors retųjų ligų dažnis nėra didelis, bet sergančiųjų gali 
būti daug, kadangi yra žinoma maždaug 7 000 ligų. Retos ligos dažnai kelia 
grėsmę gyvybei ar nuolat sekina. Todėl šių ligų diagnostika ir gydymas yra 
vienas iš sveikatos programų prioritetų Europos sąjungos valstybėse. 
Dažniausiai ligonių, sergančių šiomis ligomis, išgydyti negalima, tačiau anksti 
diagnozavus galima pagerinti sergančiųjų gyvenimo kokybę ir pailginti jo 
trukmę. Vilsono liga (VL) ir HFE-hemochromatozė – monogeninės, pagal 
Mendelio dėsnius paveldimos retos ligos. Šių ligų priežastis yra P tipo vario 
transporto – adenozintrifosfatazės (ATP7B) arba HFE genų mutacijos, 
sukeliančios gyvybei pavojingas lėtines ligas. Vėlyvas šių ligų gydymas būna 
sudėtingas ir (ar) brangus ir tik ankstyva diagnostika bei laiku pradėtas 
gydymas padeda išvengti komplikacijų ir ankstyvos mirties. Šios ligos 
pažeidžia virškinimo, nervų, atramos – judėjimo ir kitų organų sistemas. Todėl 
nustatant šias ligas yra labai svarbus jautrus ir specifiškas molekulinis genetinis 
tyrimas.  

ATP7B geno mutavusių alelių nešiotojų ir sergančiųjų Vilsono liga dažnis 
pirmą kartą nustatytas Airijoje ir Vokietijoje tiriant asmenis pažeista nervų 
sistema [7, 88]. Atlikus šių šalių populiacijų tyrimus nustatyta, kad 1: 30 000–
1: 50 000 iš populiacijos serga VL. Heterozigotinių individų dažnis tiriamose 
populiacijose buvo 1:90–1:150 [88]. Panašus heterozigotinių individų dažnis 
1:30 000–1:50 000 gali būti ir Lietuvoje, todėl šia liga sergančių asmenų 
Lietuvoje galėtų būti 70–100 asmenų. Vilsono liga sergantiesiems nustatomi 
nervų bei virškinimo sistemos pakitimai, kurie pasireiškia kepenų pažeidimais 
(ciroze, kepenų funkcijos nepakankamumu, ūmiu ar lėtiniu hepatitu), 
Parkinsono ligos simptomais ir psichikos pokyčiais [4]. Rečiau nustatomi kitų 
organų sistemų pažeidimai. Laiku paskyrus gydymą liga neprogresuoja, galima 
išvengti ligos komplikacijų bei neįgalumo. Vilsono liga diagnozuojama 
remiantis klinikiniais požymiais bei laboratoriniais tyrimais (ceruloplazmino 
koncentracijos kraujo plazmoje, vario koncentracijos nustatymu paros šlapime 
ir šio metalo koncentracijos tyrimu kepenų biopsijos bandinyje). Visi aukščiau 
paminėti laboratoriniai tyrimai yra nepakankamai jautrūs ir specifiški. Todėl 
tiesioginis mutacijų nustatymas ATP7B gene yra svarbus patvirtinant VL 
diagnozę ir nustatant asimptominius giminaičius. Skirtingose šalyse yra 
paplitusios įvairios mutacijos, todėl vienas iš uždavinių buvo nustatyti Lietuvos 
populiacijai būdingas ATP7B geno mutacijas.  

HFE-hemochromatozė yra autosominė recesyvinė liga, dažniausiai pažei-
džianti kepenis. Sergant šia liga rečiau nustatomi širdies, sąnarių, sėklidžių 
pažeidimai, kuris atsiranda dėl padidėjusio geležies kaupimosi. Ligai būdingas 
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nevisiškas penetrantiškumas ir įvairi ligos ekspresija. Be klinikinės ligos 
formos yra asimptominė (latentinė) ir biocheminė ligos formos, kurioms 
būdingi tik biocheminiai pakitimai (padidėjusi feritino koncentracija ir 
transferino saturacija) arba tik genotipas, lemiantis ligos atsiradimą. Rečiausia 
šios ligos forma yra klinikinė – jai būdingi klinikiniai požymiai ir genotipas 
c.[845G>A]; [845G>A] p.[Cys282Tyr]; [Cys282Tyr] arba c.[845G>A]; 
[187C>G] p.[Cys282Tyr]; [His63Asp], lemiantis padidėjusį geležies kaupimą 
[1]. Molekulinis genetinis tyrimas padeda atskirti pirminę hemochromatozę nuo 
antrinės bei nustatyti asimptomines ligos formas, kurių progresavimas vėliau 
galėtų būti tiriamas biocheminiais ir klinikiniais tyrimais.  

Trijų pagrindinių HFE geno c.845G>A (p.Cys282Tyr), c.187C>G 
(p.His63Asp) ir c.193A>T (p.Ser65Cys) mutacijų nustatymas yra 
nesudėtingas ir nustačius HFE-hemochromatozę šią ligą gydyti yra pigu ir 
paprasta (gydymo metodas flebotomija – kraujo nuleidimas). Flebotomija 
padeda išvengti ligos komplikacijų bei negalios, todėl svarbu yra nustatyti 
asimptominės (latentinės) HFE-hemochromatozės dažnį ir klinikinėje 
praktikoj,e įtariant šią ligą, turėtų būti atliekamas molekulinis genetinis 
tyrimas patvirtinantis klinikinę ir laboratorinę diagnozę. 

Darbo tikslas ir uždaviniai 
Darbo tikslas buvo nustatyti ligonių, sergančių metabolinėmis kepenų 

ligomis – Vilsono liga ir HFE–hemochromatoze genų mutacijas ir šių ligų 
fenotipines charakteristikas bei ištirti HFE geno pagrindinių mutavusių alelių 
dažnį Lietuvos savanorių kraujo donorų populiacijoje.  

Darbo uždaviniai:  
1. Nustatyti Vilsono liga sergančiųjų ir jų pirmos eilės giminaičių 

ATP7B geno mutacijas bei jų dažnį. 
2.  Įvertinti genetinio tyrimo reikšmę Vilsono ligos diagnostikai. 
3. Ištirti HFE geno c.845G>A (p.Cys282Tyr), c.187C>G (p.His63Asp) 

ir c.193A>T (p.Ser65Cys) mutacijų dažnį Lietuvos sveikų kraujo 
donorų populiacijoje. 

4.  Nustatyti asimptominės HFE-hemochromatozės dažnį Lietuvos 
sveikų kraujo donorų populiacijoje. 

5.  Ištirti HFE geno mutacijų c.845G>A (p.Cys282Tyr), c.187C>G 
(p.His63Asp) ir c.193A>T (p.Ser65Cys) paplitimo skirtumus atskiruo-
se Lietuvos etnokultūriniuose regionuose.  
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Darbo aktualumas ir naujumas 
Pirmą kartą Lietuvoje nustatant ar patvirtinant Vilsono ligą buvo naudota 

molekulinė genetinė diagnostika. Šio darbo metu molekuliniais genetiniais 
metodais patvirtinta Vilsono ligos diagnozė, nustatyti asimptominiai asmenys 
ir aptiktos Lietuvos populiacijai būdingos ATP7B geno mutacijos bei 
nustatytas jų dažnis. Remiantis tyrimo rezultatais pasiūlytas laboratorinis 
diagnostinis algoritmas Vilsono ligai patvirtinti. Pirmą kartą Lietuvoje buvo 
tirti savanoriai Lietuvos kraujo donorai ir nustatytas trijų dažniausių ir 
svarbiausių HFE geno mutacijų paplitimas Lietuvos populiacijoje bei aptiktas 
statistiškai patikimai didesnis c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos dažnis 
Žemaitijos etnokultūriniame regione. 
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1. LITERATŪROS APŽVALGA 
1.1. Vilsono liga: epidemiologija 

Vilsono liga (OMIM 277900) yra autosominiu recesyviniu būdu 
paveldima liga, kuria sergama visose populiacijose [13]. Šios ligos metu 
sutrinka vario ekskrecija su tulžimi, didėja intraląstelinė vario koncentracija 
parenchiminiuose organuose ir atsiranda klinikiniai ligos požymiai [22]. 
Dažniausiai Vilsono liga pasireiškia antrą arba trečią gyvenimo dešimtmetį 
virškinimo ir nervų sistemos pažeidimų kombinacija. VL dažnis buvo 
nustatomas analizuojant šios ligos atvejų skaičių per metus arba autopsijų 
metu buvo ieškoma ligonių su specifiniais Vilsono ligos pažeidimais [29, 45]. 
Šie metodai nėra tikslūs, bet atlikus keletos skirtingų populiacijų tyrimus 
buvo nustatyta, kad šios ligos dažnis yra 1:30 000–1:50 000, o heterozigotinių 
individų dažnis skirtingose populiacijoje svyruoja nuo 1:90 iki 1:150 [4].  

1.2. Vilsono ligos molekuliniai mechanizmai  
Vienintelis Vilsono ligos genas yra ATP7B (P tipo adenozintrifosfatazė, 

dalyvaujanti vario transporte) [101, 14]. Šio geno vieta yra 13 chromosomos 
ilgojo peties viduryje (13q14.3-q21.1) ir jį sudaro 21 koduojantis egzonas. 
ATP7B geno produktas yra ATP7B baltymas, kurio didžiausia raiška yra 
kepenyse, inkstuose ir placentoje [101]. ATP7B baltymas sudarytas iš šešių 
vario jonus prijungiančių domenų, transdukcijos domeno (amino rūgštys 837-
864, jame yra dažnai pasikartojantis Thr-Gly-Glu motyvas), katijonų kanalo ir 
fosforilinimo domenų (amino rūgštys 971-1035, jame yra konservatyvus Asp-
Lys-Thr-Gly-Thr motyvas), nukleotidų prisijungimo motyvas ir aštuonios 
hidrofobinės sekos. ATP7B geno struktūra pavaizduota 1.2.1 paveiksle. 
 

 
1.2.1 pav. ATP7B geno struktūra 
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Varis iš kraujo, dalyvaujant hepatocitų plazminėje membranoje esančiam 
vario transporto baltymui (CTR1), patenka į kepenų ląstelių citoplazmą. 
Hepatocituose gliutationas ir metalotioninas susijungia su didžiąja dalimi laisvo 
vario ir apsaugo ląstelę nuo toksinio vario poveikio. Varis jungiasi su ATOX1 
baltymu ir yra transportuojamas ląstelėje. Jeigu ląstelėje vario koncentracija yra 
nedidelė tuomet ATP7B baltymas, esantis trans–Goldžio membranoje perkelia 
varį į Goldžio aparato vidų ir sujungia su ceruloplazminu, sudarydamas vario-
ceruloplazmino kompleksą. Vario–ceruloplazmino kompleksas keliauja iš 
hepatocito į periferinius audinius. Jei vario koncentracija ląstelėje didelė, varis 
jungiasi su MURR1 baltymu ir vario perteklius patenka į tulžį [4]. Vario 
patekimo į hepatocitą ir šio metalo apykaitos schema pavaizduota 1.2.2 pav. 
 

 
1.2.2 pav. Vario patekimo į hepatocitą schema  

(modifikuota pagal Afta et.al 2007) 

Padidėjus vario koncentracijai įvairių organų ląstelėse (kepenų, galvos 
smegenų neuronuose, ragenos ir kt. ląstelėse) atsiranda oksidacinių pažeidimų, 
nulemiančių Vilsono ligos vystymąsi [38]. Tai įrodo ir VL sergančiųjų 
hepatocitų tyrimai: padidėjęs deguonies laisvųjų radikalų kiekis, lipidų 
oksidacija bei atsirandantys DNR pažeidimai [4]. 

Vilsono ligos atveju nėra visiškai aiški genotipo – fenotipo sąsaja, kadangi 
ir mutacijų pobūdis atskiruose ATP7B baltymo dalyse ir laisvųjų radikalų 
padidėjimas ląstelėje nepaaiškina visų atsirandančių pokyčių. Tiriant bakterijas 
įrodyta, kad varis konkuruodamas su geležimi gali pakeisti geležies atomus ir 
susidaręs vario-fermentų kompleksas sutrikdo normalią elektronų pernašos 
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grandinę [60]. Šis elektronų pernašos grandinės sutrikdymas gali įtakoti 
laisvųjų radikalų padidėjimą bei simptomų atsiradimą.  

1.3. Vilsono liga: molekulinė genetika 
Sekoskaita arba kitais molekuliniais genetiniais metodais ištyrus Vilsono 

liga sergančiųjų ATP7B geną nustatyta daugiau negu 500 mutacijų (Kardifo 
universiteto Velse mutacijų duomenų bazės duomenimis) ir (Albertos 
Universiteto Kanadoje Vilsono ligos mutacijų duomenų bazės duomenimis). 
Dauguma nustatytų mutacijų yra „missens“ (kitaprasmės) tipo, retesnės – 
insercijos (intarpai), delecijos (iškritos), delecijos (iškritos) ir insercijos 
(intarpai) kartu (indels tipo) bei „sukirpimo“ tipo mutacijos. Skirtingų Europos 
šalių populiacijose dažnesnė viena arba kelios, specifinės tai populiacijai, 
mutacijos, kitų rūšių mutacijos būna nustatomos rečiau. Pagal dažniausias 
mutacijas ir Europos šalių geografinę padėtį yra išskiriamos dviejų grupių 
šalys: Centrinės, Rytų ir Šiaurės Europos šalių grupė ir Viduržiemio jūros 
regiono šalių grupė [36]. Dažniausia ATP7B geno mutacija Centrinės, Rytų ir 
Šiaurės Europos šalių populiacijose yra c.3207C>A (p.His1069Gln)., kurios 
dažnis šių Europos šalių regionų populiacijose yra 35–40 proc. [36]. Be 
c.3207C>A (p.His1069Gln) mutacijos kitos ATP7B geno mutacijos yra 
būdingos tik tam tikrų šalių populiacijoms. Pvz., Didžiojoje Britanijoje dažna 
mutacija yra c.2305A>G (p.Met769Val), buvusioms Jugoslavijos tautoms 
būdinga citozino nukleotido insercija  koduojančioje ATP7B geno grandinėje 
tarp 2299 ir 3000 nukleotidų–c.2299insC, Lenkijos gyventojams būdinga 
c.3400delC mutacija [24, 36, 41].  

Centrinės, Rytų ir Šiaurės Europos šalių populiacijoms būdingos ATP7B 
geno mutacijos apibendrintos 1.3.1 lentelėje. 
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1.3.1 lentelė. Dažniausios ATP7B geno mutacijos Centrinės, Rytų ir Šiaurės 
Europos šalių populiacijose (modifikuota pagal Ferenci 2006) 

Šalis (nuoroda) N  
Dažniausia 
mutacija  

(dažnis proc.) 
Egzonas 

Kitos 
dažnos 

mutacijos 
(dažnis 
proc.) 

Egzonas 

Švedija(Waldenstrom 
et al.1996)  

c.3207C>A 
(p.His1069Gln) 

(33) 
14 

c.2930C>T 
(p.Thr977M

et) 
13 

Danija (Moller et al. 
2011) 41 

c.3207C>A 
(p.His1069Gln) 

(18) 
14 

c.2336G>A 
(p.Trp779St

op) 
8 

Austrija (Ferenci P 
(2005b) 

 
125 

c.3207C>A 
(p.His1069Gln) 

(34,1) 
14 

c.2128G>A 
(p.Gly710Se

r) 
 (6,4) 

8 

Vokietija (Ferenci 
2005b; Caca et all. 

2001) 
243 

c.3207C>A 
(p.His1069Gln) 

(34,1) 
14 

c.3400delC 
p.Pro1134fs 

 (4,3) 
15 

Beniliukso šalys 
(Ferenci 2005b) 53 

c.3207C>A 
(p.His1069Gln) 

(48,1) 
14   

Jungtinė karalystė 
(Curtis et al. 1999) 42 

c.3207C>A 
(p.His1069Gln) 

(17) 
14 

c.2305A>G 
(p.Met769V

al) (8) 
8 

Lenkija (Gromadzka 
et al. 2005) 142 

c.3207C>A 
(p.His1069Gln) 

 
14 

c.3400delC 
p.Pro1134fs 

 (7,3) 
15 

Čekija ir Slovakija 
(Vrabelova et al. 

2005) 
200 

c.3207C>A 
(p.His1069Gln) 

(57) 
14 c.3402delC 

(3,4) 15 

Vengrija (Falhoffer et 
al. 2007) 109 

c.3207C>A 
(p.His1069Gln) 

(71 proc.) 
14  

  

Buvusios 
Jugoslavijos šalys 
(Ferenci 2005(b)) 

35 

c.3207C>A 
(p.His1069Gln) 

(48,9) 
 

14 c.2299insC 
(p.Pro767fs) 8 

Bulgarija (Todorov et 
al., 2005) 89 

c.3207C>A 
(p.His1069Gln) 

(58,8) 
 c.2299insC 

(p.Pro767fs) 8 

 
Viduržemio jūros regiono šalyse ATP7B geno c.3207C>A (p.His1069Gln) 

mutacija yra retesnė, bet ši mutacija taip pat yra dažniausiai nustatoma 
Viduržemio jūros šalyse. Dažniausiai ši mutacija yra nustatoma žemyninėje 
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Italijoje, Graikijoje ir Turkijoje. Sardinijos gyventojams yra būdinga -441/-447 
del mutacija, žemyninėje Ispanijoje p.Met645Arg, mutacija, o Kanarų salose 
(p.Leu708Pro) mutacija [55, 56, 39, 61]. 

Dažniausios ATP7B geno mutacijos Viduržemio jūros šalių regiono 
populiacijose nurodytos 1.3.2 lentelėje. 

1.3.2 lentelė. Dažniausios ATP7B geno mutacijos Viduržemio jūros šalių 
regiono populiacijose 

Šalis (nuoroda) N 
Dažniausia 
mutacija 

(dažnis proc.) 
Egzonas 

Kitos 
dažnos 

mutacijos 
(dažnis 
proc.) 

Egzonas 

Žemyninė Italija 
(Loudianos 

1998) 
99 

c.3207C>A 
(p.His1069Gln) 

(13) 
14 c.2299insC 

(6) 8 

Kanarų salos 
(Garsia – 

Villareal et 
al..2000) 

24 p.Leu708Pro 
(64) 8   

Žemyninė 
Ispanija 

(Margarit et al.. 
2005) 

40 p.Met645Arg 
(27)    

Graikija 
(Panagiotakaki 

et al. 2004) 
63 

c.3207C>A 
(p.His1069Gln) 

(35) 
14 p.R969Q 

(12) 13 

Turkija (Ferenci 
2005) 80 

c.3207C>A 
(p.His1069Gln) 

(9,4) 
14 A1003T 

(5,6) 13 

Sardinija 
(Loudianos 

1998) 
40 -441/-427 del 

(60,5) Promotorius 2463delC 10 

 
Azijos šalyse dažniausia nustatoma c.2333G>T (p.Arg778Leu) mutacija, 

kuri reta Europos šalyse [42]. Vienintelė ši mutacija yra labiau paplitusi Azijos 
šalių populiacijose, ji sudaro 34 proc. – 38 proc. mutacijų. Kitų kontinentų 
šalims taip pat būdingos savitos mutacijos. Pvz., Indijoje dažniausiai nustatoma 
c.813C>A (p.Cys271Ter) mutacija, Saudo Arabijoje - c.4193delC 
(p.Ser1398fs) mutacija. Dažniau pasitaikančios ATP7B geno mutacijos ne 
Europos kontinento šalyse yra nurodytos 1.3.3 lentelėje.  
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1.3.3. lentelė. ATP7B geno dažniausios mutacijos ne Europos šalių 
populiacijose  

Šalis 
(nuoroda) n 

Dažniausia 
mutacija 

(dažnis proc.) 
Egzonas 

Kitos dažnos 
mutacijos 

(dažnis proc.) 
Egzonas 

Kinija (Giu et 
al. 2003, Liu 
et al.. 2004, 

Wu et al. 
2000) 

150 
c.2333G>T 

(p.Arg778Leu) 
(37,1) 

8   

Japonija 
(Okadaet al. 

2000; 
Shimzuet al. 

1995) 

70 

c.2874delC 
(30) 

2871delC 
(15,9) 

13 
c.2333G>T 

(p.Arg778Leu) 
(13,4) 

8 

Korėja 
(Kim et al. 

1998) 
? 

c.2333G>T 
(p.Arg778Leu) 

(37,5) 
8   

Brazilija 
(Deguti et al. 

2004) 
46 c.3400delC 

(30,8) 15 p.Leu708Pro 8 

Saudo Arabija 
(Al Jumah et 

al. 2004) 
56 p.Gln1399Arg 

(32) 21 p.Ser774Arg 
(16) 8 

 
1.4. Vilsono liga: klinikiniai simptomai 

Wilson ir kt. 1912 metais pirmą kartą aprašė šią ligą kaip nozologinį 
vienetą. Jau 1912 metais. S. A. Vilson nurodė, kad labiausiai būdingi šiai ligai 
yra kepenų ir nervų sistemos pakenkimai. Rečiau būna psichikos pažeidimų 
požymių ar nustatomas Kaizerio Flaišerio žiedas. Dar rečiau pasitaiko–inkstų 
pažeidimas, hemolizinė anemija ar kitų sistemų pažeidimai. Vilsono ligos 
klinikiniai požymiai apibendrinti 1.4.1 lentelėje. Kiekvienai organų sistemai yra 
būdingi saviti pakitimai, kurie apžvelgiami kituose šio skyriaus poskyriuose. 
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1.4.1 lentelė. Vilsono liga sergančiųjų klinikiniai požymiai  

Požymis Dažnis 
(proc.) 

Pasireiškimo 
laikas 

Kepenų 
liga 

Neuro-
loginė 

liga 

Psichi-
kos 

pokyčiai 

Kaizerio 
Flaišerio 

žiedas 
(proc.) 

Kepenų 
liga ~40 6-45 (3-70) + +/– +/– ~50 

Neurologi-
nė liga ~40 6-50 

–/ 
Vidutinio 
sunkumo 

+ +/– ~90 

Psichikos 
pokyčiai ~20 Paauglystė-

jaunystė 

–/ 
vidutinio 
sunkumo 

+/– + ~90 

Hemolizinė 
anemija Keletui Paauglystė-

jaunystė + – – + 

 
1.4.1. Virškinimo organų sistemos pažeidimai 
Kepenų pažeidimo požymiai yra dažniausiai pasitaikantys Vilsono ligos 

klinikiniai pasireiškimai. Anksčiausiai pasireiškiantys požymiai aprašyti 
literatūroje buvo nustatyti šešerių metų pacientams, vėliausiai liga diagnozuota 
aštuntajame dešimtmetyje [4, 110]. Dažniausiai liga pasireiškia trečiajame–
ketvirtajame gyvenimo dešimtmetyje nuolat recidyvuojančia gelta. Taip pat 
Vilsono ligai būdinga gelta būna dėl hemolizės arba pasikartojančio kepenų 
uždegimo. Retesni kepenų pakenkimo požymiai yra greitas nuovargis, 
anoreksija, dešiniojo pašonkaulio skausmas ir autoimuninio hepatito požy-
miai – artropatija, odos bėrimai, gelta bei pilvo skausmai [4]. Sunkiausia 
kepenų pažeidimo forma – ūmus kepenų nepakankamumas, kuriam būdingas 
sutrikęs kraujo krešėjimas, encefalopatija, intravaskulinė hemolize ir atsiran-
dantis ir greitai progresuojantis inkstų nepakankamumas [77]. Lėtinio kepenų 
pažeidimo metu būna portinė hipertenzija, splenomegalija, ascitas, hipoalbumi-
nemija bei koaguliopatija. [4]. Tiriant kepenų pakitimus biopsijos būdu nustato-
ma kepenų cirozė, fibrozė, nekrozavusios ląstelės. Retai randama kepenų 
nekrozė be cirozės ir fibrozės [102, 92].  

1.4.2. Nervų sistemos pažeidimai 
Neurologiniai ir psichinės veiklos pokyčiai nustatomi 40 proc.–50 proc. 

sergančiųjų Vilsono liga. Yra pagrindinės dvi nervų sistemos pažeidimo 
klinikinės formos: 

1) akinetinis-rigidinis sindromas ar distoninis pažeidimas; 
2) sindromas, kuriam būdingas tremoras, ataksija, mikrografija, chorėja 

ar choreoatetozė [100]. 
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Subtilūs pažeistos nervų sistemos požymiai gali būti nustatomi iki ryškių, 
aukščiau minėtų simptomų komplekso pasireiškimo. Jie pasireiškia elgesio 
pokyčiais, blogesniais mokymosi rodikliais ir nesugebėjimu atlikti veiksmus, 
kuriems reikalinga gera rankų–akių koordinacija.  

Kiti neurologiniai simptomai yra tremoras, sutrikusi motorinė koordina-
cija, seilėtekis, dizartrija, distonija ir padidėjęs spastiškumas. Kartu su elgesio 
pokyčiais būna ir depresija bei nerimas. [4]. 

Tiriant Vilsono liga sergančiųjų galvos smegenis branduolinio magnetinio 
rezonanso būdu nustatomi ir morfologiniai pokyčiai uodeguotajame 
branduolyje, kiaute, blyškiajame kamuolyje, tarpinių smegenų gumbure, 
vidurinėse smegenyse, tilte ir smegenėlėse. Galvos smegenų žievėje išsivysto 
atrofija ir baltos smegenų medžiagos pakitimai. Pomirtinio galvos smegenų 
tyrimo metu nustatomi ląsteliniai pakitimai yra padidėjęs astrocitų kiekis 
pilkojoje galvos smegenų žievėje, sumažėjęs neuronų kiekis, gliozė ir daug 
fibrilinio proteino [51, 98].  

1.4.3. Kitų organų ir sistemų pakitimai 
Du dažniausi sergančiųjų Vilsono liga akių pakitimai yra Kaizerio-Flai-

šerio žiedas (toliau – KFŽ ir „saulėgrąžos formos“ katarakta). KFŽ atsiranda 
dėl besikaupiančio vario ragenos Descemeto membranoje. KFŽ parodytas 
1.4.3.1 paveiksle.  
 

 

1.4.3.1 pav. Lietuvos VL sergančiojo Kaizerio-Flaišerio žiedas ragenoje 

„Saulėgrąžos“ katarakta matoma tik plyšine lempa. Ši kataraktos forma 
regėjimo nesutrikdo. Retesni akių pakitimai yra vištakumas, optinis neuritas ir 
optinio disko blyškumas. 
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Kiti reti ekstrahepatiniai simptomai – hipoparatireoidizmas, nevaisingu-
mas, pasikartojantys nėštumo nutrūkimai bei inkstų pakitimai (Fankonio 
sindromas). Be Fankonio sindromo, kurio metu sutrinka amino rūgščių ir kitų 
reikalingų organizmui medžiagų reabsorbcija būna hiperkalciurija bei 
nefrokalcinozė. Ji atsiranda dėl kanalėlių reabsorbcijos sutrikimų [59]. 

Labai reti kitų organų sistemų pažeidimai yra osteoporozė, osteomaliacija, 
spontaniniai lūžiai, suaugusiųjų rachitas, osteochondrozė, disekuojantis 
osteochondritas, chondrokalcinozė, subchondrinių cistų formavimasis ir pirštų 
pokyčiai. Besikaupiantis varis širdyje gali sukelti kardiomiopatiją ir aritmijas, 
nors tokie simptomai yra reti.  

1.5. Vilsono liga: biocheminiai pokyčiai 
Suaugusio žmogaus organizme yra apie 100 mg vario, kurio pusiausvyra yra 

palaikoma reguliuojant vario absorbciją virškinamajame trakte ir išskyrimą su 
tulžimi. Kiekvieną dieną su maistu į mūsų organizmą patenka 4–6 mg vario, 
kurio 40 proc. (1,6–2,4 mg) yra absorbuojama ir tiek pat netenkama su tulžimi 
[66]. Varis yra absorbuojamas skrandyje ir dvylikapirštėje žarnoje ir į vartų 
venos kraujotaką patenka susijungęs su baltymu albuminu arba amino rūgštimi 
histidinu. Dalis vario patenka į kepenis, dalis nukeliauja į periferinius organus 
(raumenis ir smegenis). Vario pasiskirstymo organizme mechanizmas, kurį 
reguliuoja kepenys, kol kas nėra galutinai aiškus. Šiuo metu nustatyta, kad 
biocheminiai pokyčiai vykstantys sergančiųjų Vilsono liga padeda šios ligos 
biocheminei diagnostikai. VL patvirtinti ir nustatyti naudojami biocheminiai 
tyrimai: ceruloplazmino koncentracija kraujo serume, vario išskyrimas su 
šlapimu bei vario koncentracija kepenyse. Vilsono ligai yra būdinga sumažėjusi 
ceruloplazmino koncentracija (<0,2 g/l). Tiesa, jau Steindl ir kt. 1997 metais 
nustatė, kad 5 proc. sergančiųjų Vilsono liga, pasireiškusia neurologiniais 
simptomais, ceruloplazmino koncentracija buvo normali ir net 40 proc. 
sergančiųjų Vilsono liga, kuriems buvo būdingi kepenų pažeidimai, 
ceruloplazmino koncentracija kraujyje taip pat buvo normali. 20 proc. 
heterozigotinių asmenų kraujyje ceruloplazmino koncentracija buvo mažesnė 
negu 0,2 g/l, t.y buvo gauti klaidingai teigiami rezultatai. Vario išskyrimas su 
šlapimu per parą dažniausiai būna padidėjęs simptomine Vilsono liga 
sergantiesiems (daugiau negu 0,6 µmol/per 24 valandas). Šis metodas buvo 
jautriausias ir specifiškiausias sergančiųjų Vilsono liga. Sergant VL vario 
koncentracija kepenyse taip pat yra padidėjusi. Ji yra didesnė negu 250 µg/g 
sauso kepenų svorio (norma: <55 µg/g sauso svorio). Šis biocheminis metodas 
taip pat nėra pakankamai jautrus ir specifiškas, kadngi vario koncentracija 
kepenyse gali būti padidėjusi ir sergant kitomis lėtinėmis kepenų ligomis [4].  



20 
 

1.6. Vilsono ligos genotipo - fenotipo sąsaja 
Skirtingų mokslininkų grupių atlikti tyrimai siekiant nustatyti genotipo –

fenotipo sąsają yra prieštaringi. Kai kurių tyrimų duomenimis nustatyta, kad 
mutacijos, kurioms būdingas ATP7B baltymo sutrumpėjimas, lemia ankstyvą 
ligos pradžią. Ankstyva ligos pradžia ir kepenų pažeidimai buvo išaiškinti 
c.2333G>T (p.Arg778Leu) mutacijos atveju [114]. Stapelbroek ir kt. (2004) 
nustatė, kad dažniausiai Europoje nustatytai mutacijai c.3207C>A 
(p.His1069Gln) yra būdinga sąsaja su vėlyva pradžia ir neurologinių požymių 
raiška [25]. Kitų autorių atlikti tyrimai neparodė genotipo-fenotipo asociacijos 
[31]. Aprašyti atskiri ligos atvejai, kad esant vienodiems genotipams VL 
klinikinė eiga buvo skirtinga. Monozigotiniams identiškiems dvyniams buvo 
nustatyta visiškai skirtinga ligos eiga (fulminantinis hepatitas vs. 
ikisimptominis kepenų pažeidimas). Tokią skirtingą ligos eigą lemia 
nevienodas aplinkos poveikis ir epigenetiniai pokyčiai [25]. Vis dėlto 
mutacijos, kurių metu pažeidžiamos konservatyvios ir (ar) svarbios funkciniu 
požiūriu sekos, lemia ankstyvą kepenų pažeidimo atsiradimą [31]. Jei mutacija 
pažeidžia ne tokius svarbius ATP7B baltymo domenus pirmiausia pažeidžiama 
nervų sistema. Dauguma ATP7B geno mutacijų yra retos, unikalios, todėl 
sergantieji Vilsono liga dažnai yra sudėtiniai heterozigotai.  

Tiriant retesnes mutacijas nustatyta, kad „beprasmės“ (nonsens) ir „rėmelio 
poslinkį“ sukeliančios mutacijos c.2807Т>A (p.Leu936Ter), c.865C>T 
(p.Gln289Ter) ir c.2530delA (p.K844fs) yra būdingos sunkesnei ir anksčiau 
pasireiškiančiai Vilsono ligos formai [21]. „Kitaprasmės“ (misens) mutacijos 
sukelia lengvesnius ligos požymius. Mutacijos (genotipas c. [3833C>T]; 
[3833C>T] p. [Thr1288Arg]; [Thr1288Arg]) homozigotiniams individams 
nustatoma lėtai progresuojanti kepenų liga. Homozigotinio genotipo 
c.[3207C>A]; [3207C>A] p.[His1069Gln]; [His1069Gln] arba c.[2906G>A]; 
[2906G>A] p.[Arg969Gln]; [Arg969Gln] individams būdinga taip pat būdinga 
lėta eiga ir vėlai pasireiškiantys klinikiniai Vilsono ligos požymiai [31]. Azijos 
šalių pacientų genotipas c.[2333G>T];[2333G>T] p.[Arg778Leu];[Arg778Leu] 
lėmė ankstyvą ligos raišką bei kepenų ligos pažeidimus [54]. Klinikinei ligos 
išraiškai turi aplinkos ir (ar) genetiniai faktoriai, t.y vario kiekis maiste, 
metalotionino sugebėjimas prijungti metalo jonus bei sugebėjimas pašalinti 
metalo jonų perteklių (gliutationo, superoksido dismutazės ir šiluminio šoko 
proteinų kiekis) bei genai modifikatoriai, kurie gali keisti ATP7B geno veiklą 
[21].  
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1.7. Geležies apykaitos mechanizmas 
Geležis yra mikroelementas, kuris įeina į kvėpavimo grandinės I ir II 

komplekso baltymų sudėtį ir dalyvauja oksidacijos - redukcijos reakcijose. 
Hemo geležis, esanti hemoglobino ir mioglobino baltymo molekulėje, 
dalyvauja transportuojant deguonį.  

Geležies apykaitos sutrikimų metu būna padidėjusi arba sumažėjusi 
geležies koncentracija audiniuose. Šio elemento trūkumas lemia mažakraujystę 
ir sutrikusius oksidacijos - redukcijos procesus ląstelėse, o padidėjusi 
koncentracija sąlygoja žalingą organizmui laisvųjų radikalų formavimąsi 
audiniuose [109]. Todėl geležies homeostazėje yra būtina griežta kontrolė tarp 
geležies patekimo į organizmą ir jos netekimo. Per parą į žmogaus organizmą 
patenka 15–20 mg geležies, kurios dvylikapirštėje žarnoje absorbuojama tik 
10–15 proc. (0,5–1,5 mg). Toks pat geležies kiekis netenkamas vykstant 
žarnyno ir kitų organų epitelinio audinio ląstelių deskvamacijai, senų eritrocitų 
ardymui, o moterys geležies netenka menstruacijų, nėštumo metu ir maitinant 
kūdikį pienu. Geležis absorbuojama dviejų formų: esanti hemo ir nehemo 
grupių sudėtyje. Absorbuojama nehemo grupės geležis būna trivalentė. Ji 
redukuojama dalyvaujant geležies – chelato reduktazės baltymui (toliau – 
CYBRD1) baltymui, kuris yra dvylikapirštės ir viršutinės tuščiosios žarnos 
enterocitų plazminės membranos baltymas. Redukavus nehemo geležį 
transmembraninis dvivalenčių metalų pernešėjas (toliau–DMT1) dvivalentę 
geležį perneša į enterocitus. Enterocituose dvivalentė geležis jungiasi su feritinu 
ir saugoma arba feroportino (toliau – FPN) pagalba per bazolateralinę 
membraną perkeliama į intersticiumą [46].  

Mitybinio hemo geležies absorbcijos mechanizme dalyvauja baltymas - 
folatų pernešėjas (su protonu susietas folatų pernešėjas (toliau – PCFT)). Į 
enterocitą patekusi geležis veikiant baltymui hemooksigenazei (toliau – HO1) 
yra atskiriama nuo hemo, oksiduojant geležį (susidaro trivalentė geležis) bei 
susidarant anglies monoksidui. Trivalentė geležis ląstelėje vėl redukuojama iki 
dvivalentės ir saugoma enterocite susijungusi su feritinu arba transportuojama 
iki feroportino. Feroportinas esantis enterocitų plazminėje membranoje perkelia 
dvivalentę geležį į intersticiumą, kur baltymas hefestinas redukuoja dvivalentę 
geležį iki trivalentės. Transferinas (toliau – Tf), esantis kraujo plazmoje, 
transportuoja Fe3+ į eritrocitų sintezės vietas [109].  

Transferino ir geležies kompleksas sąveikauja su transferino receptoriumi 
1 (TfR1), esančiu ląstelių plazminėje membranoje ir receptorinės endocitozės 
būdu patenka į ląstelės vidų. Į naujai susiformavusias endosomas taip pat 
perkeliami ir vandenilio jonai. Rūgščioje endosomų terpėje įvyksta transferino 
ir transferino receptoriaus baltymo konformaciniai pokyčiai, kurių metu 
atsiskiria geležies jonai [109]. CYBRD1 fermentas, esantis endosomoje 
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redukuoja Fe3+ iki Fe2+, o endosomų membranos DMT1 baltymas perkelia 
geležį į citoplazmą. Tf ir TfR1 baltymai patenka atgal į ląstelės paviršių ir toliau 
gali dalyvauti geležies patekimo į ląsteles cikle. TfR1 geno raiška vyksta beveik 
visose žmogaus organizmo ląstelėse. Tf/Tfr1 sąveikos mechanizmu taip pat 
naudojasi ir kamieninės kaulų čiulpų ląstelės, kurioms reikia didelio geležies 
kiekio hemoglobino sintezei [39]. 

Transferino receptorius 2 (toliau – TfR2), kurio raiška vyksta hepatocituo-
se, dvylikapirštės žarnos gleivinės liaukų ląstelėse ir pirminių kamieninių kaulų 
čiulpų ląstelėse taip pat sąveikauja su transferinu. Tiesa, sąveika yra silpnesnė ir 
tolimesnė geležies apykaitos raida nėra žinoma. [39].  

Reguliuojant geležies apykaitą žmogaus organizme svarbiausią vaidmenį 
atlieka baltymas hepcidinas. Hepcidinas yra HAMP geno koduojamas 25 amino 
rūgščių peptidas, kuris sintetinamas hepatocituose [73]. Patekęs į sisteminę 
kraujotaką jis blokuoja dvylikapirštės žarnos enterocitų ir blužnies makrofagų 
plazminės membranos feroportiną. Feroportinas degraduoja ir geležies 
perkėlimas į intersticiumą sumažėja. Hepcidinas turi įtakos ir DMT1 baltymo 
degradacijai, skatindamas ją ir mažindamas geležies patekimą į enterocitus. 
Pagrindiniai hepcidino sintezę veikiantys faktoriai yra į padidėjusį geležies 
kiekį reaguojantys ir sintetinami kaulų morfogenetiniai faktoriai (toliau – BMP) 
[73, 109]. BMP6 yra svarbiausias BMP baltymas, kuris sąveikauja su BMP 
receptoriais (BMPR I ir BMPR II) bei hemojuvelino baltymu (BMPR II 
koreceptoriumi) ir aktyvuoja SMAD baltymus (SMAD 1, 5 ir 8), esančius 
hepatocito citoplazmoje. Prie aktyvuotų SMAD 1, 5 ir 8 jungiasi SMAD 4 ir 
visas kompleksas keliauja į branduolį, kuriame skatina hepcidino geno raišką. 
HFE–TfR1 kompleksas taip pat dalyvauja reguliuojant hepcidino geno raišką. 
Padidėjus geležies jonų koncentracijai kraujyje HFE baltymas nuo HFE–TfR1 
komplekso persikelia ir prisijungia prie TfR2ir skatina SMAD baltymų veiklą, 
tuo pačių skatindami hepcidino sintezę. Hepcidino sintezės reguliacija parodyta 
1.7.1 paveiksle. 
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1.7.1 pav. Pagrindiniai hepcidino sintezės reguliavimo mechanizmai 

 
1.8. Padidėjusio geležies kaupimo organizme ligos 

Esant sutrikusiems pirminiams geležies absorbcijos reguliavimo 
mechanizmams sergama hemochromatoze (geležies kaupimosi organizme 
liga). Pirminės hemochromatozės formos yra:  

1) su HFE genu susijusi hemochromatozė (1 tipo hemochromatozė) – 
dažniausia hemochromatozės forma; 

2) juvenilinė hemochromatozė (2 tipo hemochromatozė). Jos priežastis 
yra genų hemojuvenilo (HJV) arba hepcidino (HAMP) mutacija; 

3) su TFR2 genu susijusi hemochromatozė (3 tipo hemochromatozė); 
4) su feroportinu susijusi hemochromatozė (4 tipo hemochromatozė). 

 
Visos hemochromatozės formos, jų paveldėjimas, klinikiniai ypatumai 

apibendrinti 1.8.1 lentelėje.  
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1.8.1 lentelė. Pirminės hemochromatozės formos ir jų ypatumai 

Charak-
teristika 

Su HFE 
susijusi 

hemochroma-
tozė. Juveni-
linė hemo-

chromatozė 

A tipas 
Juvenilinė 
hemochro-

matozė 

B tipas 

Su TFR2 
genu 

susijusi 
hemochro-

matozė 

Su 
feroporti-
nu susijęs 
geležies 

perteklius 

Genas ir jo 
vieta 

chromoso
moje 

HFE 
6p21.3 

HJV 
1q21 

HAMP 
19q13.1 

TfR2 
7q22 

SLC40A1 
2q32 

Geno 
produktas HFE baltymas Hemojuveli-

nas Hepcidinas Transferrino 
receptorius 2 

Ferroporti-
nas 

Geno 
funkcija 

Sąveika su 
transferino 

receptoriumi 
2; hepcidiną 

moduliuojantis 
veikimas 

Nežinoma 

Enterocitų 
veiklos 

neigiama 
reguliacija 

Geležies 
patekimas į 
hepatocitų 

ląsteles 

Geležies 
transporta-

vimas iš 
enterocitų, 
makrofagų, 
placentos 
ląstelių 

Paveldėji-
mo būdas 

Autosominis 
recesyvinis 

Autosominis 
recesyvinis 

Autosomi-
nis 

recesyvinis 

Autosominis 
recesyvinis 

Autosomi-
nis 

dominanti-
nis 

Organai, 
kuriuose 
kaupiasi 
geležis 

Kepenys, 
endokrininės 
liaukos, širdis 

Kepenys, 
endokrininės 

liaukos, 
širdis 

Kepenys, 
endokrinin
ės liaukos, 

širdis 

Kepenys, 
endokrininės 

liaukos, 
širdis 

Kepenys, 
blužnis 

Ligos 
pradžia 

(dekada) 
4 ar 5 2 ar 3 2 ar 3 4 ar 5 4 ar 5 

 
1.9. HFE–hemochromatozės epidemiologija ir molekulinė patogenezė 

Pati dažniausia pirminė hemochromatozė-1 tipo hemochromatozė (su 
HFE–asocijuota hemochromatozė) yra autosominiu recesyviniu būdu 
paveldima liga (OMIM 235200). Tai lėtinė liga, atsirandanti dėl padidėjusios 
geležies absorbcijos virškinimo trakte ir dėl to atsirandančio geležies 
susikaupimo širdyje, kepenyse, kasoje, sėklidėse, odoje ir sąnariuose. HFE-
hemochromatozė 1935 metais buvo atpažinta kaip atskira liga Sheldon ir 
bendraautorių, kurie apibendrino 311 klinikinių atvejų [93]. Jie nustatė, kad 
HFE hemochromatozė yra įgimta medžiagų apykaitos liga, kurios pasireiškimo 
dažnis nuo 1/2 000 iki 1/5 000 individų, ja sergama trumpai, ji paveldima 
recesyviniu būdu ir ligoniai miršta anksti dėl infekcijų ir diabeto komplikacijų. 
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1977 metais Simon su bedraautoriais įrodė, kad HLA 1 klasės antigenai yra 
sukibę su HFE-hemochromatozės genu [94]. Genotipavimas ir šeimų tyrimai 
įrodė, kad HFE-hemochromatozės dažnis Europos šalių populiacijose svyruoja 
nuo 0,79 iki 1,2 proc. [9, 26]. Sveikų žmonių tyrimai parodė, kad sergančiųjų 
transferino saturacija yra aukšta ir 2/3 ligos atvejų patvirtinama kepenų biopsija 
[52]. Kohortiniai tyrimai taip pat patvirtino ankstyvos diagnostikos ir 
flebotomijos svarbą ligos kontroliavimui [71, 72].  

HFE-hemochromatozę sukeliančio geno mutacija buvo nustatyta 1996 
metais. Tais pаčiais metais buvo nustatytos ir pirmosios mutacijos, sukeliančios 
HFE-hemochromatozę. Šios ligos priežastis yra HFE geno, esančio 6 
chromosomos trumpajame petyje (geno lokalizacija – 6p21.3), mutacija. Genas 
yra sudarytas iš 7 egzonų, jo ilgis 13 kbp ir jo produktas yra įvairios HFE 
baltymo izoformos, kurios susidaro dėl alternatyvaus sukirpimo metu 
susiformuojančių 9 skirtingų RNR molekulių. HFE geno didžiausias produktas 
yra 321 amino rūgšties HFE baltymas, kuris savo ir pirmine, ir antrine struktūra 
yra labai panašus į HLA I klasės baltymą. HFE baltymas yra enterocitų 
plazminėje membranoje ir su beta – 2 mikroglobulinu sudaro heterodimerą. 
HFE geno identifikavimas padėjo nustatyti dvi pagrindines c.845G>A 
(p.Cys282Tyr) ir c.187C>G (p.His63Asp) mutacijas, sukeliančias 1 tipo 
hemochromatozę. c.845G>A (p.Cys282Tyr) homozigotiniai individai sudaro 
nuo 85 proc. iki 90 proc. pacientų Šiaurės Europoje. Šiuo metu yra nustatytos 
28 mutacijos HFE gene (dažniausiai nustatoma stabdančioji mutacija arba 
kitaprasmė mutacija), bet iš jų svarbiausios yra trys mutacijos–c.845G>A 
(p.Cys282Tyr), c.187C>G (p.His63Asp) ir c.193A>T (p.Ser65Cys).  

HFE-hemochromatozės atsiradimui svarbiausi keturi mechanizmai: (1) 
padidėjusi geležies absorbcija plonosiose žarnose, (2) sumažėjusi hepcidino 
koncentracija organizme, (3) pakitusi HFE baltymo funkcija, (4) dėl geležies 
poveikio atsiradęs audinių pažeidimas ir fibrinogenezė. 

Sutrikusi geležies absorbcija. HFE baltymas, asocijuotas su β2–
mikroglobulinu, sudaro kompleksą su transferino receptoriumi 1. Šis 
kompleksas buvo nustatytas dvylikapirštės žarnos kriptų enterocituose, kurie 
dalyvauja reguliuojant geležies absorbciją. Jei HFE baltymas yra nepakitęs 
geležies jonų patekimas nesutrinka, kadangi enterocitai, susiformavę iš 
kamieninių kriptų ląstelių, absorbuoja normalų geležies jonų kiekį. Dėl HFE 
geno c.845G>A (p.Cys282Tyr), c.187C>G (p.His63Asp) ir c.193A>T 
(p.Ser65Cys) mutacijų pakitusiam HFE baltymui nesijungiant su Tfr1 baltymu 
nesusidaro normalus HFE–Tfr1 baltymų kompleksas kriptų ląstelių 
bazolateralinėje membranoje. Sutrinka geležies jonų patekimas į ląstelę ir 
ląstelė pradeda „badauti“. Todėl iš kriptų ląstelių išsivystę enterocitai pradeda 
nuolat ir pastoviai absorbuoti ir kaupti padidėjusius geležies kiekius, kurie per 
feroportino baltymą patenka į kraują. FPN raiška vyksta geležį kaupiančiose 
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ląstelėse – makrofaguose, enterocituose ir hepatocituose.Šiuo metu manoma, 
kad „kriptų“ modelis yra ne toks svarbus atsirandant HFE–hemochromatozei, 
kadangi svarbiausias vaidmuo reguliuojant geležies apykaitą tenka hepcidinui 
[39]. 

Ekstraląstelinė HFE baltymo dalis susideda iš trijų kilpų. HFE baltymo 
struktūra yra panaši į HLA I klasės baltymus, bet HFE baltymas nedalyvauja 
kaip antigeną pateikianti ląstelė. Pagrindiniai mechanizmai, kuriais HFE 
baltymas reguliuoja geležies absorbciją nėra galutinai aiškūs. Bet manoma, kad 
pakitus HFE baltymui sutrinka baltymo atsipalaidavimas nuo Tfr1 baltymo, 
nesusidaro Tfr2 ir HFE baltymo kompleksas ir neskatinama SMAD baltymų 
komplekso fosforilinimas bei hepcidino raiška.  
Pagrindiniai molekulinės patogenezės mechanizmai parodyti 1.9.1 paveiksle. 

 
1.9.1 pav. Hepcidino sintezė HFE-hemochromatozės metu 

Feroportinas yra geno SLC40А1 koduojamas transmembraninis balty-
mas, dalyvaujantis geležies apykaitoje. Šis baltymas būna placentos sincitiotro-
foblasto, enterocitų, hepatocitų ir makrofagų plazminėse membranose. 
Feroportinui sąveikaujant su hepcidinu, vyksta feroportino degradacija ir 
sumažėja geležies eksportas į organizmą. Jeigu organizmui reikalinga geležis 
yra slopinama hepcidino sintezė, padidėja feroportino sintezė, šis baltymas 
įtvirtinamas plazminėje membranoje ir padidėja geležies eksportas į organizmą. 
Šis neigiamojo grįžtamojo ryšio mechanizmas leidžia geležies koncentracijai 
organizme užtikrinti reikiamą kiekį hemoglobino sintezei ir apsisaugoti nuo 
oksidacinių pežeidimų.  
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1.10. HFE geno mutacijų kilmė 
HFE pagrindinių mutacijų c.845G>A (p.Cys282Tyr), c.187C>G 

(p.His63Asp) ir c.193A>T (p.Ser65Cys) paplitimas yra ištirtas skirtingų šalių 
populiacijose. Dažniausiai c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacija yra nustatoma 
keltų populiacijose (Airija, Didžioji Britanija, Britanė (Prancūzija)) ir 
Skandinavijos šalyse. Kol kas dar nėra tiksliai nustatyta c.845G>A 
(p.Cys282Tyr) mutacijos kilmė. Siekiant nustatyti mutacijos kilmę buvo atlikti 
sergančiųjų HLA-A ir HLA-B antigenų tyrimai. Simon ir kt. teigimu HFE geno 
mutavusio alelio c.845G>A (p.Cys282Tyr) kilmės vieta – Centrinės Europos 
keltų chromosomoje ir keltų migracijos metu ši mutacija paplito dabartinėje 
Airijos bei Anglijos teritorijoje [94]. Ši mutacija turėjo atsirasti chromosomoje, 
kurioje buvo HLA A3-B7 arba HLA A3-B14 haplotipo grupė vieno iš keltų 
genotipe ir kartu su haplogrupe paplito Airijoje ir Skandinavijoje. Šiai hipotezei 
neprieštarauja ir didesnis c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos dažnis 
Prancūzijos Britanės provincijoje bei šalyse, kurios tradiciškai yra priskiriamos 
keltų apgyvendintoms teritorijoms. 1981 metais Olsson ir Ritter bei 1983 
metais Milman ir Sorensen pasiūlė kitą c.845G>A (p.Cys282Tyr) kilmės 
hipotezę, kurioje teigė, kad mutacija c.845G>A (p.Cys282Tyr) atsirado vikingų 
genotipe ir vikingų migracija lėmė c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos 
paplitimą skirtingose Europos šalyse [69]. Apie 1000 metus Skandinavijos 
vikingai tapo jūrininkais, kurie apgyvendino jūrų pakrantes Šiaurės Europoje. 
Todėl ir dabar didžiausias c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos dažnis yra 
nustatomas jūrų pakrantėse Šiaurės Europos regione [69]. Vikingų paplitimas 
buvo didžiausias Danijoje, Islandijoje, Farerų salose, Norvegijoje, Švedijoje bei 
Aalandų salose bei yra svarbus ir Škotijoje, Anglijoje, Airijoje ir Šiaurės 
Prancūzijoje. 

1.11. HFE geno mutacijų paplitimas 
Didžiausias tyrimas, siekiant sužinoti HFE geno mutavusių alelių dažnį 

buvo atliktas JAV 2005 metais [1]. HEIRS studijos metu buvo tirti 99 711 
dalyviai, kurie priklausė skirtingoms JAV subpopuliacijoms. Tyrimo metu 
nustatytas buvo nustatytas skirtingas c.845G>A (p.Cys282Tyr) homozigotinių 
individų dažnis įvairiose subpopuliacijose – europidų populiacijoje (0,44 proc.), 
indėnų tarpe (0,11 proc.), ispaniškai kalbančių populiacijoje (0,027 proc.), 
afroamerikiečių (0,014 proc.), afroazijiečių (0,000039 proc.) [1]. Australijoje 
taip pat buvo tirtas c.845G>A (p.Cys282Tyr) homozigotinių asmenų dažnis ir 
nustatyta, kad c.845G>A (p.Cys282Tyr) homozigotų dažnis yra artimas JAV 
europidų populiacijos dažniui (0,5 proc.) [30]. Pietų ir Centrinėje Amerikoje 
HFE geno alelių dažnis yra rečiausias. Pavyzdžiui, ištyrus Brazilijos indėnus 
buvo nustatytas tik normalus ATP7B geno alelis. [2]. Tuo tarpu mišrioje 
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Brazilijos populiacijoje c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos dažnis buvo 1,1 
proc., o c.187C>G (p.His63Asp) mutacijos dažnis buvo didesnis – 9,8 proc. [2]. 
Argentinoje c.845G>A (p.Cys282Tyr) ir c.187C>G (p.His63Asp) mutacijų 
dažniai tirti 2008 metais ir taip pat nustatytas mažas abiejų mutacijų dažnis. 
Kitose Pietų ir Centrinės Amerikos šalyse HFE-hemochromatozės c.845G>A 
(p.Cys282Tyr) ir c.187C>G (p.His63Asp) mutacijų taip pat retai nustatomos. 
Mutacijų dažnis priklauso ir nuo tiriamos populiacijos hogeniškumo, Pvz., 
Centrinės ir Pietų Amerikos populiacijos yra nevienalytės, jos atspindi buvusią 
migraciją. Argentinoje tirtoje HFE geno skirtingų alelių paplitimo studijoje 
buvo tirti ispaniškai kalbantys asmenys, gyvenantys Kordoboje, t.y Centrinėje 
Argentinos dalyje. Dauguma šių gyventojų yra išeivių iš Ispanijos ir Italijos 
palikuonys ir šioje Argentinos populiacijos dalyje c.845G>A (p.Cys282Tyr) ir 
c.187C>G (p.His63Asp) mutacijų dažniai 2,6 proc. ir 6,7 proc. yra panašūs į 
Italijos ir Ispanijos populiacijose nustatytą mutacijų dažnio paplitimą 
(Ispanijoje 1,7 proc. ir 16,4 proc. bei Italijoje 1,6 proc. ir 13,3 proc.). Centrinės 
ir Pietų Amerikos šalių c.845G>A (p.Cys282Tyr) ir c.187C>G (p.His63Asp) 
mutacijų dažniai pavaizduoti 1.11.1 lentelėje. 

1.11.1 lentelė. Centrinės ir Pietų Amerikos šalių c.845G>A (p.Cys282Tyr) 
ir c.187C>G (p. His63Asp) alelių dažniai 

Šalis Šaltinis 
c.845G>A 

(p.Cys282Tyr) 
mutacijos dažnis 

c.187C>G 
(p.His63Asp) 

mutacijos dažnis 

Brazilija (indėnai) Agosthinko et al. 
kt. 1999 0 proc. 0 proc. 

Brazilija (visa 
populiacija) 

Agosthinko et al. 
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. 

Čilė Wolff C et al. 2006 2,4 proc. 23 proc. 
Jamaika Ropero et al.2006 2,2 proc. 4,4 proc. 

 
Europoje c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacija dažniausia Šiaurės Europos 

šalyse, t.y Airijoje, Didžiojoje Britanijoje ir Skandinavijoje. Didžiojoje 
Britanijoje HFE geno mutacijų paplitimas buvo nustatytas ištyrus 10 500 
kraujo donorų 2001 metais [48]. Tyrimo metu buvo nustatyta, kad c.845G>A 
(p.Cys282Tyr) mutacijos dažnis buvo 8,2 proc., tuo tarpu c.187C>G 
(p.His63Asp) mutacijos paplitimas buvo 15,3 proc. [48]. Norvegijoje kelių 
studijų metu buvo ištirti 2 643 asmenys (kraujo donorai, ligoninės dirbantieji, 
ligoniai) ir nustatyta, kad c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacija buvo nustatyta 6,8 
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proc. tirtų chromosomų [27, 105, 64, 28]. Šiek tiek mažesnis dažnis 6,6 proc. 
buvo nustatytas Farerų salų gyventojų tarpe, tiesa, ištirti buvo 387 asmenys [17, 
64].  

Danijoje buvo ištirta daugiausia asmenų–19 170 asmenų, siekiant nustatyti 
c.845G>A (p.Cys282Tyr) ir c.187C>G (p.His63Asp) mutacijų dažnį šios šalies 
gyventojų populiacijose [63]. Danijoje c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos 
dažnis buvo 5,6 proc., šiek tiek mažesnis už Švedijos 5,8 proc. (ištirti 869 
asmenys) ir didesnis už Islandijos, kurioje buvo nustatytas 5,1 proc. alelio 
dažnis. Rečiausiai c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacija buvo nustatyta 
Suomijoje – 4,1 proc. Mutacija retesnė vokiškai kalbančiose šalyse: Vokietijoje 
c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacija nustatyta 4,5 proc., Austrijoje 4,6 proc. ir 
Šveicarijoje šios mutacijos dažnis buvo tiktai 2,5 proc. [87, 49]. Rytų ir 
Centrinės Europos šalių populiacijose c.845G>A (p.Cys282Tyr) nustatytas 
mutacijos dažnis buvo panašus. Katovicų regione ištyrus 871 asmenį buvo 
nustatytas 3,1 proc. c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos dažnis [67].  

Čekijoje dažnis buvo 3,4 proc., Estijoje bei vakarinėje Rusijos dalyje buvo 
nustatytas 3,5 proc. mutavusio HFE geno c.845G>A (p.Cys282Tyr) alelis 
tiriamųjų genotipuose [84]. Pietinėse slavų respublikose mutacijos c.845G>A 
(p.Cys282Tyr) dažnis taip pat panašus – Slovėnijoje 3,6 proc., Kroatijoje 3,3 
proc. ir didesnis dažnis nustatytas tik Bosnijoje ir Hercegovinoje 4 proc. Šios 
mutacijos dažnis yra mažiausias Pietų Europos šalių tarpe. Ispanijoje 
c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos nustatytas dažnis buvo 2,9 proc. 
Rumunijoje mutacijos dažnis - 1,75 proc., nedidelis jis buvo ir pietinėje slavų 
respublikoje–Serbijoje ir Juodkalnijoje (1,6 proc.). Kai kuriose šalyse mutacija 
nebuvo nustatyta. Bulgarijoje ištyrus 100 asmenų nerasta nei homozigotinio, 
nei heterozigotinio asmens. Graikijoje c.845G>A (p.Cys282Tyr) alelio dažnis 
buvo nustatytas 0,3 proc, kito tyrimo metu nebuvo nustatyta nei vieno asmens, 
kuris būtų homozigotas ar sudėtinis heterozigotas.  

HFE geno mutacijos c.187C>G (p.His63Asp) tyrimai įrodė, kad 
didžiausias šios mutacijos dažnis yra Baskų ir Katalonų tautose. Rytų ir 
Centrinės Europos tautų tarpe c.187C>G (p.His63Asp) mutacijos dažnis - 
Slovėnijoje buvo 12,8 proc., Kroatijoje 14,5 proc., Čekijoje 15 proc., Serbijoje 
ir Juodkalnijoje 15,7 proc. ir dažniausiai mutacija nustatyta Lenkijoje 16,2 proc. 
Pietų Europos šalyse didžiausias c.187C>G (p.His63Asp) mutacijos dažnis 23 
proc. buvo nustatytas Bulgarijoje, retesnė ši mutacija buvo Graikijoje ir 
Rumunijoje. Graikijoje Papazoglu ir kt. 2003 metais nustatė, kad c.187C>G 
(p.His63Asp) mutacijos dažnis yra 8,85 proc., Papanikolau duomenimis dažnis 
buvo 14,6 proc. Iš Pietų Europos šalių rečiausiai c.187C>G (p.His63Asp) 
mutacija buvo nustatyta Rumunijoje–13,3 proc. atvejų. Europos šalyse 
rečiausiai mutacija buvo nustatoma Skandinavijos šalyse. Mažiausias dažnis 
c.187C>G (p.His63Asp) mutacijos buvo Suomijoje 10,1 proc., dažniau 
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mutacija buvo sutinkama Islandijoje (10,9 proc.), Norvegijoje (11,4 proc.), 
Švedijoje (12,1 proc.) bei Danijoje (12,8 proc.). Vienintelėse Farerų salose 
c.187C>G (p.His63Asp) dažnis buvo didesnis negu 15 proc. (15,2 proc.).  

c.193A>T (p.Ser65Cys) alelio dažnis buvo nustatytas ne visose 
Skandinavijos šalyse. Tirtose šalyse p.S65C alelio dažnis buvo panašus 
išskyrus Suomiją (2,2 proc.), tuo tarpu Danijoje c.193A>T (p.Ser65Cys) alelio 
dažnis buvo 1,8 proc., Švedijoje 1,4 proc. ir Farerų salose 1,0 proc. 

1.12. HFE – hemochromatozės formos 
Yra trys HFE-hemochromatozės formos: 
a) klinikinė HFE-hemochromatozė (dėl padidėjusio geležies kaupimo 

atsiranda vidaus organų pažeidimas); 
b) biocheminė HFE-hemochromatozė (vidaus organų pažeidimo nėra, 

bet yra biocheminiai geležies kaupimosi sukelti pokyčiai ir genotipas, 
lemiantis ligos išsivystymą – padidėjusi transferino saturacija ≥45 
proc. ir padidėjusi feritino koncentracija – vyrams >300 ng/ml ir 
moterims >200 ngml); 

c) asimptominė (latentinė) HFE-hemochromatozė (nėra klinikinių ir 
biocheminių požymių, bet asmuo turi genotipą, kuris gali lemti ligos 
išsivystymą – c. [3207C>A]; [3207C>A] p. [His1069Gln]; 
[His1069Gln] arba c. [845G>A]; [187C>G] p. [Cys282Tyr]; 
[His63Asp]. 

Klinikinė HFE-hemochromatozės diagnozė patvirtinama remiantis klini-
kiniais požymiais, biocheminiais rodikliais (padidėjusiu transferino įsisotinimo 
geležimi laipsniu bei padidėjusia feritino koncentracija serume) ir molekuliniais 
genetiniais tyrimais. Ligos pradžia pasireiškia nespecifiniais požymiais: pilvo 
skausmu, bendru silpnumu, letargija ir svorio kritimu. Sergant klinikine HFE-
hemochromatoze pažeidžiamos kepenys, kasa, širdis, sąnariai, sėklidės ir oda. 
Kepenų pažeidimas ligos pradžioje gali pasireikšti kepenų fermentų koncentra-
cijos padidėjimu ir (ar) nespecifiniai simptomais. Be šių pakitimų, progresuo-
jant ligai, atsiranda hepatomegalija, kepenų cirozė, hepatoceliulinė karcinoma. 
Pažeidžiami ir kiti organai: kasa (atsiranda cukrinis diabetas), širdis (kardio-
miopatija), sėklidės (hipogonadizmas), sąnariai (artritas) ir padidėja odos 
pigmentacija. Dažniau klinikine HFE-hemochromatozės forma serga vyrai, 
rečiau moterys (moterims pasireiškia 40–60 gyvenimo metais, po menopauzės). 
Klinikinė HFE-hemochromatozė nustatoma retai, dažnesnė yra biocheminė 
forma, kuriai būdingi transferino saturacijos ir feritino koncentracijos pokyčiai. 
Esant klinikiniams požymiams ar transferino saturacijai ≥45 proc. ir padidėjus 
feritino koncentracijai – vyrams >300 ng/ml ir moterims >200 ngml ši liga 
gydoma flebotomija. Flebotomija lėmė pagerėjusį išgyvenamumą, kepenų 
biocheminių rodiklių sunormalėjimą, sumažėjusią odos pigmentaciją ir hepato-
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megaliją bei diabeto eigos pagerėjimą. Jei gydymas nepradedamas laiku, 
mirties priežastimi dažniausiai būna su ciroze susijusi hepatoceliulinė 
karcinoma. Klinikinė eiga siejama su nevisišku geno penetrantiškumu ir yra 
nustatyta, kad penetrantiškumas yra skirtingas homozigotinių ir sudėtinių 
heterozigotinių asmenų. Padidėjusi transferino saturacija ir feritino 
koncentracija yra nustatoma daugeliui asmenų, bet ne visiems. Didžiausios 
studijos metu atliktas penetrantiškumo tyrimas įrodė, kad asmenims, kurių 
genotipas yra c. [3207C>A]; [3207C>A] p. [Cys282Tyr]; [Cys282Tyr] 
tikimybė, kad susirgs klinikine HFE-hemochromatoze yra 28 proc. [1]. Įvairių 
autorių duomenys skiriasi, kadangi įtakos turi skirtinga pacientų sekimo trukmė 
ir klinikinių kriterijų vertinimo parinkimas. Prancūzijoje ištyrus 9 396 asmenis 
nustatyta, kad 0,5 proc. populiacijos buvo c. 3207C>A (p. Cys282Tyr) 
mutacijos atžvilgiu homozigotiniai individai. 90 proc. homozigotinių individų 
turėjo nors nors vieną klinikinį požymį ir tiktai 60 proc. moterų buvo nors 
vienas simptomas. Dažniausi simptomai buvo geležies perteklius ir lėtinis 
nuovargis. Dvidešimt procentų pacientų sirgo artritu ir 5–10 proc. sirgo diabetu 
arba jiems buvo padidėjusi alanininės transaminazės koncentracija [12]. 

Asmenų, kurių genotipas buvo c. [845G>A]; [187C>G] p. [Cys282Tyr]; 
[His63Asp] penetrantiškumas yra mažas: 0,5–2 proc. Dauguma tokių žmonių 
turi turėti ir kitus faktorius (alkoholizmas, virusinis hepatitas), kurie nulemtų 
geležies pertekliaus atsiradimą [42].  

1.13. HFE-hemochromatozės laboratoriniai pakitimai 
Transferino saturacija (TS) yra ankstyvas HFE–hemochromatozės 

biocheminis požymis, kuris nekoreliuoja su klinikinių požymių pasireiškimu. 
Siekiant nustatyti transferino saturacijos ir feritino koncentracijos padidėjimo 
specifiškumą ir jautrumą diagnozuojant HFE-hemochromatozę buvo įrodyta, 
kad 80 proc. asmenų, turinčių genotipą, lemiantį HFE-hemochromatozę, yra 
padidėjusi TS. 

Danijoje ištyrus daugiau negu 6000 vyrų nustatyta, kad 89 proc. vyrų, 
kurių genotipas buvo c. [3207C>A]; [3207C>A] p. [Cys282Tyr]; [Cys282Tyr] 
TS buvo didesnė negu 50 proc. [63]. 

Hemochromatozės ir padidėjusios geležies absorbcijos studijos metu 
(toliau – HEIRS hemochromatosis and iron–overload screening ) ištyrus 
100 000 JAV ir Kanados gyventojų TS 84 proc. vyrų, kurių genotipas 
c. [3207C>A]; [3207C>A] p. [Cys282Tyr]; [Cys282Tyr] buvo padidėjusi. 73 
proc. moterų, kurių genotipas buvo c. [3207C>A]; [ 3207C>A] p. [Cys282Tyr]; 
[Cys282Tyr TS >45 proc. ir daugiau [1]. Serumo feritino koncentracija taip pat 
padidėja sergant HFE-hemochromatoze. Ji didėja, jei negydoma HFE-
hemochromatozė, bet jos padidėjimas nėra specifinis rodiklis (feritino 
koncentracija padidėja uždegimų ir neoplastinių ligų metu).  
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2. METODIKA 
2.1. Tiriamieji 

2.1.1. Vilsono liga sergantieji ir jų giminaičiai 
1999–2012 metais Lietuvos Sveikatos Mokslų Universiteto ligoninės 

Kauno klinikų gastroenterologijos, neurologijos ir vaikų ligų klinikose buvo 
ištirti 27 Vilsono liga sergantieji iš 22 negiminingų šeimų. Vilsono liga sirgo 
devyniolika moterų ir  aštuoni vyrai. Liga buvo patvirtinta remiantis klinikiniais 
ir laboratoriniais Vilsono ligos kriterijais (aštuntas tarptautinis Vilsono ligos 
susitikimas (2001 metai Leipcigas)) [34]. Genotipas ištirtas ir 20 Vilsono ligos 
pirmos eilės giminaičių. Pirmosioms keturioms šeimoms (3.2.1 lentelė) ATP7B 
geno visų egzonų tyrimas atliktas Berlyno „Charite“ klinikoje, 
prof.H.J.Schmidto vadovaujamoje laboratorijoje. Kitų pacientų tirta tik c. 
3207C>A (p.His1069Gln) mutacija.  

Iš dvidešimt dviejų šeimų aštuoniolikoje šeimų buvo tik vienas sergantysis. 
Keturiose šeimose buvo du ar daugiau sergančiųjų. Šeimų, kuriose buvo 
daugiau negu vienas sergantysis genealoginės schemos pateiktos 2.1.1.1–
2.1.1.4 paveiksliuose.  

 
 

 
2.1.1.1 pav. 1 šeimos geneologinė 

schema 
2.1.1.2 pav. 2 šeimos genealoginė 

schema 
 

  
2.1.1.3 pav. 13 šeimos geneologinė 

schema 
2.1.1.4 pav. 18 šeimos genealoginė 

schema 
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2.1.2. Savanoriai kraujo donorai  
HFE-hemochromatozės alelių c. 845G>A (p. Cys282Tyr), c. 187C>G 

(p.His63Asp) ir c. 193A>T (p. Ser65Cys) dažnis buvo nustatytas ištyrus 1 011 
savanorių kraujo donorų – 583 vyrus ir 428 moteris. Savanorių kraujo donorų 
bandiniai buvo renkami Nacionaliniame kraujo centre bei Kraujo donorystės 
centruose. Tiriamųjų amžiaus vidurkis buvo 37,1 metai (amžiaus ribos 18-65 
metai). Tyrimui atlikti gautas Lietuvos sveikatos mokslų universiteto etikos 
komiteto leidimas (Protokolo Nr.2/2008 m.). Pagal gyvenamąją vietą visi 
tiriamieji savanoriai kraujo donorai buvo suskirstyti į keturis Lietuvos 
etnokultūrinius regionus. Regionų ribos buvo nustatytos remiantis Lietuvos 
respublikos etninės kultūros valstybinės globos pagrindų įstatymu. Genotipai 
nustatyti Dzūkijos etnokultūriniame regiono383 asmenų, Aukštaitijos–378, 
Suvalkijos–148 ir Žemaitijos–102.  

2.2. DNR išskyrimas iš periferinio kraujo leukocitų  
Tiriamųjų DNR buvo gauta iš periferinio kraujo leukocitų branduolių. 

Suardžius eritrocitus, leukocitus ir leukocitų branduolių membranas gaunamas 
DNR – baltymų kompleksas, kuris druskų išsodinimo metodu yra suardomas ir 
išskiriama švari ir koncentruota DNR. 

Įranga: 
1. Temperatūros maišytuvas „Eppendorf Thermomixer Comfort“ 

(Eppendorf AG, Vokietija) 
2. Šildoma vandens vonelė su purtymo funkcija „GFL 1083” (GFL, 

Vokietija) 
3. Reguliuojamo greičio purtyklė su lietimo funkcija „IKA MS 3 basic” 

(IKA, JAV) 
4. Mikrocentrifuga “Eppendorf Centrifuge 5424“ (Eppendorf AG, 

Vokietija) 
5. Reguliuojamos temperatūros centrifuga „Eppendorf Centrifuge 5810 

R“ (Eppendorf AG, Vokietija) 
6. Magnetinė maišyklė „BioSan Bio Magnetic Stirrer MMS–3000” 

(BioSan, Latvija) 
7. Precizinės svarstyklės „KERN 440 – 35N“ (KERN, Vokietija) 
8. pH metras „Mettler Toledo Five Easy FE 20” (Mettler Toledo, 

Šveicarija) 
9. Vertikalaus srauto laminaras „Airstream Class II biohazard Safety 

Cabinet“ (ESCO, Singapūras) 
10. Automatinės pipetės „Eppendorf Research“ 100– 1000 µl, 10–100 µl, 

0,5–10 µl (Eppendorf AG, Vokietija) 

http://www3.lrs.lt/cgi-bin/preps2?Condition1=245935&Condition2=
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11. Antgaliai automatinėms pipetėms 100–1000 µl, 10–100 µl, 0,1–10 µl 
(Star Lab, Vokietija) 

12. Dozatorius “Eppendorf Multipipette plus” (Eppendorf AG, Vokietija) 
13. 50 ml kūginiai mėgintuvėliai centrifugavimui 
14. 2 ml mėgintuvėliai 
15. Šaldiklis–20 °C, 4 °C (Тritec, Hannover, Vokietija) 
Reagentai: 
1. Tris–EDTA (TE) buferis „Roti stock 100xTE ready to use“ (Carl Roth 

GmbH+Co KG, Vokietija) 
2. Proteinazė K (UAB „Fermentas“) 
3. Natrio chloride kristalai “MERCK Sodium chloride GR for analysis” 

(Merck KGaA, Vokietija) 
4. Tris–hidrochloridas (Tris HCl) 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. KHCO3 milteliai (Sigma–Aldrich Chemie GmbH, Vokietija) 
9. 99,9 proc. chloroformas 
10. 96 proc. (AB Stumbras, Lietuva) 
11. Sterilus distiliuotas vanduo 
 
DNR išskyrimo protokolas: 
1. Tiriamųjų kraujas (10 ml) buvo paimtas į plastikinius mėgintuvėlius, 

padengtus su EDTA antikoaguliantu. Kraujas iki DNR išskyrimo 
laikytas –80°C šaldiklyje. 

2. Kraujas atšaldytas, stengiantis palaikyti kaip galima žemesnę 
temperatūrą (4°C). Atšalęs kraujas buvo perpiltas į 50 ml tūrio 
centrifuginį mėgintuvėlį su dangteliu. 

3. Į kraują buvo įpilta 20 ml Lizės I buferio (sudėtis – 155 mM NH4Cl, 
10 mM KHCO3, 1 mM EDTA, pH 7,4) ir kraujas buvo inkubuotas 
4°C temperatūroje 30 min. 

4. Bandinys buvo centrifuguotas 3000 g jėga 15 min. 4°C temperatūroje. 
5. Atsargiai buvo nupilamas viršutinis sluoksnis nesumaišant nuosėdų. 

Ant likusių nuosėdų buvo užpilama 20 – 30 ml šalto Lizės I buferio ir 
vėl buvo centrifuguojama. Plovimas buvo kartotas 2 – 3 kartus arba 
tiek, kiek reikia, kad nuosėdos ir viršutinis sluoksnis nebūtų raudonos 
spalvos. 

6. Ant nuosėdų (sudarytų daugiausia iš baltųjų kraujo kūnelių ir ląstelių 
membranų) buvo užpilama 6 ml Lizės II buferio ir labai gerai 
sumaišoma (sudėtis - 10 mM Tris HCl, 400 mM NaCl, 2 mM EDTA, 
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pH 8.2), 400 µl 10 proc. SDS tirpalo bei 30 µl proteinazės K tirpalo 
(10mg/ml). 

7. Мėgintuvėlis buvo uždengiamas, gerai sumaišomas ir inkubuojamas 
judančioje vandens vonelėje 37°C temperatūroje 16 val., po to dar 1 
val. 55 °C temperatūroje. 

8. Buvo įpilama 2 ml 6 M NaCl tirpalo, gerai išmaišoma.  
9. Vertikalaus oro srauto laminare į mėginį įpilama 2 ml chloroformo, 

išmaišoma. Mėginys centrifuguojamas 3000 g greičiu 20 min. 16 °C 
temperatūros centrifugoje. 

10. Į švarų 50 ml centrifuginį mėgintuvėlį atsargiai pipete nusiurbiamas 
viršutinis sluoksnis, stengiantis nesudrumsti nuosėdų. Viršutinis 
sluoksnis vėl centrifuguojamas 3000 g greičiu 15 min. 16 °C 
temperatūros centrifugoje. 

11. Supernatantas buvo dar kartą buvo nupilamas į kitą centrifuginį 
mėgintuvėlį, sumaišomas su 20 ml šaltu 96 proc. etanolio tirpalu. 
Mėgintuvėlis buvo vartomas, kol išryškėdavo DNR siūlai. 

12. Precipituota DNR buvo paimama su antgaliu ir perkeliama į 1,5 ml 
talpos mėgintuvėlį. 

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

14. Etanolis atsargiai nupilamas. Mėgintuvėlis su DNR nuosėdomis 
apverčiamas, nusausinamas ir dedamas į inkubatorių. 

15. DNR nuosėdos ištirpinamos užpilant 300 µl 1xTE buferyje.  
16. Gautas DNR mėginys laikomas 4 C temperatūros šaldytuve; ilges-

niam laikymui užšaldomas –20 °C šaldiklyje. 

2.3. DNR koncentracijos ir grynumo įvertinimas spektrofotometru 
DNR koncentracijos matavimas ir mėginio grynumo įvertinimas yra 

svarbus tolimesnei jos analizei. Nukleino rūgštys sugeria 260 nm ilgio 
ultravioletinius spindulius. Dvigrandės DNR koncentracija (C) yra buvo 
skaičiuojama pagal formulę: CDNR (µg/ml)=D260 x 50 µg/ml x praskiedimas.  

Įranga: 
1. Automatinės pipetės „Eppendorf Research“ 10 – 100 µl (Eppendorf 

AG, Vokietija) 
2. Antgaliai automatinėms pipetėms 10 – 100 µl (Star Lab, Vokietija) 
3. Eppendorf tipo 1,5 – 2 ml mėgintuvėliai (Eppendorf AG, Vokietija) 
4. UV mikrokiuvetės „WIN LAB UV–Cuvette micro“ (Brand GmbH+Co, 

Vokietija) 
5. Spektrofotometras “Eppendorf Biophotometer” (Eppendorf AG, 

Vokietija) 
6. Maišyklė „IKA MS 3 basic” (IKA, JAV) 
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Reagentai: 
1. 1×TE buferis (Carl Roth GmbH+Co, Vokietija) 
  
Metodas: 
1. Į švarų Eppendorf tipo mėgintuvėlį buvo įpilama 90 µl 1xTE buferio 

ir užrašomas mėgintuvėlio kodas. 
2. Į paruoštą mėgintuvėlį su 90 µl 1xTE buferio įpilama 10 µl tiriamojo 

DNR tirpalo (praskiedimas 1:10). 
3. Įjungiams spektrofotometras “Eppendorf Biophotometer” (Eppendorf 

AG, Vokietija), įpilama į švarią UV kiuvetę 100 µl 1xTE (be 
burbulų), teisinga kryptimi įdedama kiuvetė į aparatą ir spaudžiamas 
mygtukas BLANK. Tokiu būdu nustatomas nulinis taškas. 

4. Matuojant DNR mėginius buvo įvedimas skiedimas spektrofotometre. 
5. Išmatavus absorbciją esant 260 nm bangų ilgio „Eppendorf Biophoto-

meter“ automatiškai buvo apskaičiuojama DNR koncentracija ir buvo 
pateikiamas absorbcijų 260 nm/280 nm santykis tiriamajame 
mėginyje. 

2.4. Polimerazės grandininė reakcija (PGR) 
Polimerazės grandininė rakcija yra naudojama DNR gausinimui. Reakciją 

sudaro šešios stadijos, iš kurių kartojantis trims pirmosioms cikliškai vyksta 
DNR gausinimas. Pakartojus 2 – 4 PGR reakcijas DNR fragmentai dvigubėja. 
Po 35 reakcijų susidaro pakankamas kiekis PGR produkto, kurį galima tirti. 
PGR reakcijos stadijos: 

1. Iniciacija arba pradinė denatūracija. Jos metu PGR reakcijos tirpalas, 
kurį sudaro PGR pradmenys, DNR polimerazė, nukleotidai, 10x 
reakcijos buferis, tiriamoji DNR įkaitinami iki 94 – 96 °C. Šios 
reakcijos trukmė 5 minutės, per kurias įvyksta tiriamosios DNR 
denatūracija. 

2. Denatūracija. Jos metu PGR reakcijos tirpalas trumpai 20–45 s 
įkaitinamas iki 94 – 96 °C. Šios reakcijos metu įvyksta DNR 
denatūracija, t.y nutrūksta vandeniliniai ryšiai.  

3. Hibridizacija. Temperatūrai nukritus iki 50 – 65 °C 20 – 40 
sekundėms pradmenys jungiasi prie tiriamosios DNR.  

4. Ilginimas. Temperatūra pakeliama iki 72  C ir laikoma 1 – 2 minu-
tėms, kurių metu vyksta nukleotidų prijungimas naujai sintetinamose 
DNR vijose. 

5. Galutinis ilginimas. Paskutinio PGR ciklo metu mėginiai yra laikomi 
70–74 °C temperatūroje 5–15 min., tam, kad mėginiuose neliktų 
viengrandžių DNR fragmentų.  

6. Gautas produktas laikomas 4–15 °C temperatūroje neribotą laiką. 
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2.5. ATP7B geno sekoskaita  
Pirmųjų keturių šeimų (septyni individai), kurių genotipai nurodyti 3.2.1 

lentelėje tirti visi ATP7B geno egzonai. 21 ATP7B geno egzonas PGR reakcija 
pagausintas naudojant Biometros T3 amplifikatorių (Biometra T3 
Thermocycler, Göttingen, Vokietija) [108]. PGR ir sekoskaitos reakcijos 
pradmenys nurodytos priede.  

Reagentai: 
1. Sterilus vanduo 
2 10×PGR reakcijos buferis  
3. Magnio chloridas (MgCl2) 25 mM  
4. 2 mM nukleotidų: A, G, T, C tirpalas „dNTP Mix“ (po 2 mM 

kiekvieno nukleotido)  
5. Termostabili rekombinantinė DNR polimerazė  
6. 10 µМ ATP7B geno vienam iš egzonų priešakinis pradmuo  
7. 10 µМ ATP7B geno vienam iš egzonų atvirkštinis pradmuo:  
 
Įranga: 
1. Automatinės pipetės „Eppendorf research“ 0,5–10 µl (Eppendorf AG, 

Vokietija) 
2. Eppendorf tipo mėgintuvėliai 1,5–2 ml (Eppendorf AG, Vokietija) 
3. 0,2 ml PGR mėgintuvėliai „8–Strip PCR tubes” (Star lab GmbH, 

Vokietija) 
4. Ledo termoblokas skirtas 0,2 ml PGR mėgintuvėliams sudėti 

(Eppendorf AG, Vokietija) 
5. Antgaliai 0,5–10 µl; 10–100 µl 
 
PGR reakcijos produktų sekos nustatymas atliktas fluorescenciniu automa-

tiniu sekvenatoriumi (Applied Biosystems, Darmstadt, Vokietija). Mutacijos 
aprašytos remiantis žmogaus genomo variacijų draugijos tinklapyje 
http://www.HGVS.org/mutnomen/ pateiktomis rekomendacijo-mis, naudojan-
tis referentine genų banko seka, kurios numeris NM_000053.1.  

2.6. ATP7B geno c.3207C>A (p.His1069Gln) mutacijos nustatymas 
Sergantiesiems Vilsono liga ir jų giminėms c.3207C>A (p.His1069Gln) 

mutacija ATP7B gene buvo nustatyta naudojant pusiau lizdinę polimerazės 
grandininę reakciją ir po jos sekusia restrikcijos reakcija naudojant BsiHKA I 
restriktazę.  

http://www.hgvs.org/mutnomen/
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c.3207C>A (p.His1069Gln) mutacijos nustatymą sudarė trys etapai: 
1) ATP7B geno 14 egzonas pagausintas naudojant specifinius ATP7B 

ex14 dir ir ATP7B ex14 rev pradmenis; 
2) Pusiau lizdinė PGR reakcija atlikta naudojant specifinį pradmenį 

MUT 1070, sukuriantį restrikcijos vietą normaliame, nemutavusiame 
ATP7B geno alelyje; 

3) Restrikcija atlikta naudojant BsiHKA I restriktaze ir genotipavimo 
rezultatai vertinti atlikus elektroforezę 4 proc. agarozės gelyje.  

ATP7B geno 14 egzono pagausinimas PGR reakcija atliktas 25 mikrolitrų 
reakcijos tūryje naudojant Ependorf kompanijos amplifikatorių. ATP7B geno 
14 egzono pagausinimo PGR reakcijos sudėtis nurodyta 2.6.1 lentelėje. 

2.6.1 lentelė. ATP7B geno 14 egzono gausinimo reakcijos sudėtis  

Reagentai Galutinė koncentracija 1x reakcijos 
sudėtis 

10x Taq polimerazės reakcijos buferis 2,5 µl  
Taq polimerazė 2,5 U 0,25 µl 

dNTP 0,2 mM 0,25 µl 
Pradmuo ATP7B ex14 rev 5'-AGTT CT 
GCC TCA GGA GTG TGA C-3' 0,2 µM 0,5 µl 

Pradmuo ATP7B ex14 dir 5'-CAG CTA 
GGA GAG AAG GAC ATG G-3'  0,2 µM 0,5 µl 

Sterilus vanduo 16,5 µl  
DNR tirpalas 100 ng/1µl 1 µl 

 
ATP7B geno gausinimui naudojami pradmenys yra specifiniai geno 13 ir 14 
intronuose esančioms sekoms. Po PGR reakcijos susidaręs 337 bp produktas 
patikrintas 2 proc. agarozės gelyje. Pradmenų 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 AAAGAGgtac gtggacttgg gcgtggccct 

gccctccccg 
72421 ccaatgctct tttattcctc accatgtcct tctctcctag 

ctgccctcga ggagccttct 
                            

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

Pastaba: Pabrauktos ATP7B ex14 rev ir ATP7B ex14 dir pradmenų prisitvirtinimo vietos, 
ATP7B 14 egzono seka parodyta didžiosiomis raidėmis, 13 ir 14 introno seka–mažosiomis. 

Rodyklės rodo amplifikacijos kryptį. 
 

Po PGR reakcijos susidaręs 337 bp produktas buvo panaudotas pusiau 
lizdinėje PGR reakcijoje, naudojant specifinį pradmenį MUT 1070, kurio seka 
5 TGC GCA GGC CAG CAG TGA G C3'. 

ATP7B geno 14 egzono ir pusiau lizdinės PGR reakcijos buvo atliktos 
Ependorf firmos amplifikatoriumi. Reakcijos sąlygos nurodytos žemiau: 

95°C–5 min. 1 ciklas 
95°C–30 s × 35 ciklai 
58°C–30 s × 35 ciklai 
72°C–45 s × 35 ciklai 
72°C–10 min. × 1 ciklas 
PGR, sukuriančios papildomą kirpimo vietą, reakcijos sudėtis pateikta 

2.6.2 lentelėje. 

2.6.2 lentelė. Pusiau lizdinės PGR reakcijos sudėtis 

Reagentas Galutinė koncentracija Kiekis 1x reakcijai 

10x Taq polimerazės reakcijos 
buferis 2,5 µl  

Taq polimerazė 2,5 U 0,25 
dNTP 0,2 mM 0,25 

Pradmuo MUT 1070 0,2 µM 0,5 
Pradmuo ATP7B ex14 dir 0,2 µM 0,5 

Sterilus vanduo 16 µl  
PGR reakcijos produktas 5 µl  
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Pusiau lizdinės PGR reakcijos metu naudojant specifinį pradmenį MUT 1070 
sukuriama restrikcijos vieta fermentui BsiHKA I, kerpančiam nemutavusį geno 
alelį. ATP7B geno mutavusiame alelyje dirbtinė restrikcijos vieta nesukuriama.  

Pradmenų prisitvirtinimo vietos ir pusiau lizdinės PGR reakcijos metu 
susidariusio produkto seka parodyta 2.6.2 paveiksle.  

 
 

TG CGGAGGCCAG CAGTGAACAC CCCTTGGGCG TGGCAGTCAC 
CAAATACTGT AAAGAGgtac gtggacttgg gcgtggccct gccctccccg 
ccaatgctct tttattcctc accatgtcct tctctcctag ctg 

                                                       
2.6.2 pav. ATP7B geno 14 egzono pusiau lizdinės PGR produkto seka ir 

pradmenų kibimo vietos (NG_008806.1 GI:209969670) 
Pastaba: Pabrauktos ATP7B ex14 dir ir MUT 1070 pradmenų prisitvirtinimo vietos, ATP7B 
geno 14 egzono seka parodyta didžiosiomis raidėmis,14 introno seka–mažosiomis. Paryškintas 
mutavęs CAC kodonas (c.3207C>A (p.His1069Gln) mutacija). Rodyklės rodo amplifikacijos 
kryptį. 
 
Po PGR reakcijos atlikta restrikcijos reakcija. Restriktazės BsiHKA I kirpimo 
vietos nurodytos 2.6.3 lentelėje.  

2.6.3 lentelė. Restriktazės BsiHKA I kirpimo vietos ir tiriama mutacija 

Restriktazė Normali kirpimo 
seka 

ATP7B geno 
pakitimas Tiriama mutacija 

BsiHKA I 5'-GWGCW^C-3' 
3'-C^WCGWC-5' 

Sukuriama 
papildoma kirpimo 

vieta 

c.3207C>A 
(p.His1069Gln) 

Pastaba: pirimidinas žymimas W raide. 

2.6.4 lentelė. Restrikcijos reakcijos naudojant BsiHKA I restriktazę sudėtis 
Reagentai Kiekis 
BsiHKA I 1 µl (5 U) 

Pusiau lizdinės PGR reakcijos produkto 10 µl 
10x reakcijos buferio 1,5 µl 
Distiliuotas vanduo 2,5 µl vandens 

 
Restrikcijos reakcija vykdyta 37 laipsnių temperatūroje 8 valandas ir 

vertinta 4 proc. agarozės gelyje. Restrikcijos sąlygos nurodytos 2.6.4 lentelėje. 
ATP7B gene dirbtinai sukurta restrikcijos vieta esant normaliam aleliui 
kerpama ir susidaro du restrikcijos produktai: 22 bp ir 113 bp. Elektroforezės 
metu gelyje matomas vienas 113 bp restrikcijos produktas (22 bp produktas 
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nematomas). Įvykus mutacijai restrikcijos vieta pusiau lizdinės reakcijos metu 
nesusidaro ir 4 proc. agarozės gelyje matomas tik vienas produktas 135 bp 
produktas. Heterozigotinio genotipo atveju yra matomi elektroforezės gelyje du 
– 135 bp ir 113 bp produktai. Elektroforezė vykdyta 4 proc. agarozės gelyje 
120 min. 60 V dažniu. Restrikcijos rezultatai vertinti BioRad gelio 
dokumentavimo sistema  

2.6.3 paveiksle yra parodyti c.3207C>A (p.His1069Gln) mutacijos 
genotipavimo gelio dokumentavimo rezultatai. Sergančių pacientų GE–269 (8 
Vilsono liga sergantysis (3.2.1 lentelė)), GE–271 (9 Vilsono liga sergantysis 
(3.2.1 lentelė)) ir GE–272 (10 Vilsono liga sergantysis (3.2.1 lentelė)) genotipas 
buvo c.[3207C>A]; [c.3207C>A] p. [His1069Gln]; [His1069Gln]. GE–268 (8 
Vilsono ligos sergančiosios sesuo) ir GE–270 (9 sergančiosios Vilsono liga 
mamos) genotipas buvo c.[3207C>A ];[N] p. [His1069Gln]; [N]. Tiriamųjų 
genotipavimo rezultatai nurodyti 2.6.3 paveiksle. 
 

 
2.6.3 pav. c.3207C>A (p.His1069Gln) mutacijos genotipavimo rezultatai 
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2.7. HFE geno 2 egzono gausinimo PGR reakcija protokolas 
HFE 2 ir 4 egzonai pagausinti naudojant polimerazės grandininę reakciją 

arrašytą Cukjati ir kt. [23]. Pradmenų sekų autentiškumas 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 (MgCl2) 25 mM („Fermentas“, Lietuva) 
4. 2 mM nukleotidų: A, G, T, C tirpalas „dNTP Mix“ (po 2 mM 

kiekvieno nukleotido) (“Fermentas”, Lietuva) 
5. Termostabili rekombinantinė DNR polimerazė („Fermentas“, Lietuva) 
6. 10 µМ (F)HFE2 fov priešakinis pradmuo: 5'-TGT GGA GCC TCA 

ACA TCC T-3 
7. 10 µМ (F)HFE2 fov atvirkštinis pradmuo: 5'-TGA AAA GCT CTG 

ACA ACC TCA-3' 
 
Pradmenų kibimo vietos ir gausinamo fragmento sudėtis nurodyta 2.7.1 

paveiksle.  
 

 
tgtggagcctcaacatcctgctcccctcctactacacatggttaaggcctgttgctctgtctccagGTTCAC
ACTCTCTGCACTACCTCTTCATGGGTGCCTCAGAGCAGGACCTTG
GTCTTTCCTTGTTTGAAGCTTTGGGCTACGTGGATGACCAGCTGT
TCGTGTTCTATGATCATGAGAGTCGCCGTGTGGAGCCCCGAACT
CCATGGGTTTCCAGTAGAATTTCAAGCCAGATGTGGCTGCAGCT
GAGTCAGAGTCTGAAAGGGTGGGATCACATGTTCACTGTTGACT
TCTGGACTATTATGGAAAATCACAACCACAGCAAGGgtatgtggagagg
gggcctcaccttcctgaggttgtcagagcttttca 

                                        

2.7.1 pav. HFE 2 egzono gausinimo seka 
Pastaba: HFE geno 2 egzono nukleotidai pažymėti didžiosiomis raidėmis, HFE geno 1 ir 3 

intronai pažymėti mažosiomis raidėmis, pradmenų kibimo vietos pabrauktos, PGR 
gausinimo kryptys nurodytos rodyklėmis 
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Įranga: 
1. Automatinės pipetės „Eppendorf research“ 0,5–10 µl (Eppendorf AG, 

Vokietija) 
2. Elektroninė pipetė „Capp electronic“ 10–200 µl (Capp, Taivanis) 
3. Eppendorf tipo mėgintuvėliai 1,5–2 ml (Eppendorf AG, Vokietija) 
4. 0,2 ml PGR mėgintuvėliai „8 – Strip PCR tubes” (Star lab GmbH, 

Vokietija) 
5. Maišyklė „IKA MS 3 basic” (IKA, JAV) 
6. Ledo termoblokas skirtas 0,2 ml PGR mėgintuvėliams sudėti 

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

Vokietija) 
8. Antgaliai 0,5–10 µl; 10–100 µl 
 

2.7.1 lentelė. HFE geno 2 egzono PGR reakcijos sudėtis 

Reagentas Galutinė koncentracija Kiekis 17x 
reakcijai 

Sterilus vanduo - 327,25 µl 
25 mM magnio chlorido tirpalas 2,0 mM 17 µl 

10xPGR reakcijos buferis su 
(NH4)2SO4  1x 42,5 µl 

Pradmuo (F)HFE2  0,2 µM 8,5 µl 
Pradmuo (R)HFE2  0,2 µM 8,5 µl 

dNTP tirpalas 20 mM 0,2 mM kiekvieno 
nukleotido 17 µl 

Taq polimerazė ((MBI Fermentas, 
Vilnius, Lietuva) 2,5 U 0,25 µl 

DNR tirpalas 100 ng/1µl 1 µl 
 

Metodas: 
1. Iš PGR reakcijos komponentų pasigaminamas tirpalas pagal 2.7.1 

lentelėje pateiktą protokolą. 
2. Į ledo termobloką, skirtą 0,2 ml PGR mėgintuvėliams, yra dedamos 

dvi 0,2 ml 8 PGR mėgintuvėlių juostelės. 
3. Gautas tirpalas po 25 µl yra išpilstomas į šiuos sterilius mėgintuvėlius. 
4. Tada į kiekvieną mėgintuvėlį įnešama 100 ng tiriamosios genominės 

DNR, paliekamas tik kas 16 mėgintuvėlis (neigiama kontrolė).  
5. PGR reakcija buvo atliekama „Eppendorf Master cycler gradient S“ 

termociklerį. 
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6. HFE 2 egzono gausinimo reakcija: 
7. 1 PGR reakcijos stadija – 95 oC denatūracija 5 minutes 
8. 2 PGR reakcijos stadija – 95 oC temperatūra  30 sekundžių,  
9. 3 PGR reakcijos stadija pradmenų prikabinimas – 56°C temperatūroje 

30 sekundžių, 
10. 4 PGR reakcijos stadija – 72 oC temperatūroje 1 minutės ilgėjimas 
11. 2, 3 ir 4 stadijos kartojamos 30 ciklų, 
12. 5 PGR reakcijos stadija – 72 oC temperatūroje 10 minučių ilgėjimas 
13. 6 PGR reakcijos stadija – 4 oC temperatūroje 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 (MgCl2) 25 mM („Fermentas“, Lietuva) 
4. 2 mM nukleotidų: A, G, T, C tirpalas „dNTP Mix“ (po 2 mM 

kiekvieno nukleotido) (“Fermentas”, Lietuva) 
5. Termostabili rekombinantinė DNR polimerazė („Fermentas“, Lietuva) 
6. 10М (F)HFE4 fov priešakinis pradmuo: 5'-TCC AGT CTT CCT 

GGC AA-3' 
7. 10 µМ (R) HFE4 rev atvirkštinis pradmuo: 5'-TTC TAG CTC CTG 

GCT CTC A-3' 
 
ccagtcttcctggcaagggtaaacagatcccctctcctcatccttcctctttcctgtcaagTGCCTCCTTT
GGTGAAGGTGACACATCATGTGACCTCTTCAGTGACCACTCTACG
GTGTCGGGCCTTGAACTACTACCCCCAGAACATCACCATGAAGTG
GCTGAAGGATAAGCAGCCAATGGATGCCAAGGAGTTCGAACCTA
AAGACGTATTGCCCAATGGGGATGGGACCTACCAGGGCTGGATA
ACCTTGGCTGTACCCCCTGGGGAAGAGCAGAGATATACGTGCCA
GGTGGAGCACCCAGGCCTGGATCAGCCCCTCATTGTGATCTGGG
Gtatgtgactgatgagagccaggagctgagaa 

2.8.1 pav. HFE 4 egzono gausinimo seka 
Pastaba: HFE geno 4 egzono nukleotidai pažymėti didžiosiomis raidėmis, HFE geno 3 ir 5 

intronai pažymėti mažosiomis raidėmis, pradmenų kibimo vietos pabrauktos 
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Įranga: 
1. Automatinės pipetės „Eppendorf research“ 0,5–10 µl (Eppendorf AG, 

Vokietija) 
2. Elektroninė pipetė „Capp electronic“ 10–200 µl (Capp, Taivanis) 
3. Eppendorf tipo mėgintuvėliai 1,5–2 ml (Eppendorf AG, Vokietija) 
4. 0,2 ml PGR mėgintuvėliai „8 – Strip PCR tubes” (Star lab GmbH, 

Vokietija) 
5. Maišyklė „IKA MS 3 basic” (IKA, JAV) 
6. Ledo termoblokas skirtas 0,2 ml PGR mėgintuvėliams sudėti 

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

Vokietija) 
8. Antgaliai 0,5–10 µl; 10–100 µl 
 
HFE geno 4 egzono gausinimo PGR reakcijos sudėtis nurodyta 2.8.1 

lentelėje.  

2.8.1 lentelė. HFE geno 4 egzono PGR reakcijos sudėtis  
Reagentas Galutinė koncentracija Kiekis 1x reakcijai 

Sterilus vanduo 16,5 µl  
25 mM magnio chlorido tirpalas 1,0 mM 0,5 µl 

10xPGR reakcijos buferis su 
(NH4)2SO4  1x 2,5 µl 

Pradmuo (F)HFE4  0,2 µM 0,5 µl 
Pradmuo (R)HFE4  0,2 µM 0,5 µl 

dNTP tirpalas 20 mM 0,2 mM kiekvieno 
nukleotido 0,25 µl 

Taq polimerazė ((MBI Fermentas, 
Vilnius, Lietuva) 2,5 U 0,25 µl 

DNR tirpalas 100 ng/1µl 1 µl 
 

Metodas: 
1. Iš PGR reakcijos komponentų pasigaminamas tirpalas pagal 2.8.1 

lentelėje pateiktą protokolą. 
2. Į ledo termobloką, skirtą 0,2 ml PGR mėgintuvėliams, yra dedamos 

dvi 0,2 ml 8 PGR mėgintuvėlių juostelės. 
3. Gautas tirpalas po 25 µl yra išpilstomas į šiuos sterilius mėgintuvėlius. 
4. Tada į kiekvieną mėgintuvėlį įnešama 100 ng tiriamosios genominės 

DNR, paliekamas tik kas 16 mėgintuvėlis (neigiama kontrolė).  
5. PGR reakcija buvo atliekama „Eppendorf Master cycler gradient S“ 

termociklerį. 
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6. HFE 2 egzono gausinimo reakcija: 
1 PGR reakcijos stadija – 95 oC denatūracija 5 minutes 
2 PGR reakcijos stadija – 95 oC temperatūra–30 sekundžių,  
3 PGR reakcijos stadija pradmenų prikabinimas–56 oC temperatūroje 30 

sekundžių, 
4 PGR reakcijos stadija – 72 oC temperatūroje 1 minutės ilgėjimas 
2, 3 ir 4 stadijos kartojamos 30 ciklų, 
5 PGR reakcijos stadija – 72 oC temperatūroje 10 minučių ilgėjimas 
6 PGR reakcijos stadija – 4 oC temperatūroje laikymas neribotam laikui. 

2.9. Agarozės gelio elektroforezė 
Reagentai: 
1. Agarozė „SeaKem LE Agarose“ (Lonza, JAV) 
2. 10x TBE buferis „Rotiphorese“ (Carl Roth GmbH + Co, Vokietija) 
3. Etidžio bromidas 10 mg/ml (Carl Roth GmbH + Co, Vokietija) 
4. DNR dažas „6x DNA Loading Dye“ (Fermentas, Lietuva) 
5. DNR fragmentų žymuo „pUC 19 DNA Mspl (HpaCl)“ (Fermentas, 

Lietuva) 
 

Įranga: 

1. Horizontalus gelio elektroforezės aparatas (Bio-Rad, JAV) 
2. Gelio liejimo rėmelis (Bio-Rad, JAV) 
3. 30 šulinėlių gelio šukutės (Bio-Rad, JAV) 
4. Nuolatinės srovės tiekimo aparatas (Bio-Rad, Singapūras) 
5. Mikrobangų krosnelė „Samsung G2712NR“ (Samsung, Malaizija) 
6. Automatinės pipetės „Eppendorf research“ 0,5 µl–10 µl. (Eppendorf 

AG, Vokietija) 
7. Gelio dokumentavimo sistema „Bio-Rad molecular imager“ (Bio-

Rad, JAV) 
8. Stiklinė kolba skirta agarozei virti. 
9. Parafilm® juosta (Carl Roth GmbH + Co, Vokietija) 
10. Antgaliai 0,5 µl–10 µl ; 10 µl–100 µl 
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Metodas: 
1. Tiriamųjų HFE geno pagausinto 2 ir 4 egzono įvertinimui buvo 

gaminamas 1,5 proc. agarozės gelis. 
2. Gelis buvo gaminamas pirmiausia elektroninėmis svarstyklėmis 

pasvėrus 2,25 g agarozės. 
3. Agarozė buvo supilama į stiklinę kolbą ir užpilama 150 ml 1x TBE 

buferiu. 
4. Agarozės tirpalas buvo dedamas į mikrobangų krosnelę ir verdamas 

kol agarozė visiškai ištirpdavo. 
5. Ištirpinta agarozė 30 sekundžių buvo vėsinama po šalto vandens srove 

ir atsargiai (be burbulų) pilama į gelio liejimo rėmelį, kuriame būdavo 
sudėtos 4 gelio šukutės po 30 šulinėlius (120 šulinėlių).  

6. Sustingus agarozės geliui, atsargiai būdavo ištraukiamos šukutės ir 
gelis dedamas į horizontalaus gelio elektroforezės aparatą, pripildytą 
1x TBE buferiu, taip kad buferis apsemtų gelį. 

7. Į kiekvienos gelio eilutės pirmąjį šulinėlį būdavo įnešama po 3 µl 
DNR fragmentų žymens „pUC 19 DNA Mspl (HpaCl)“. 

8. Ant parafilmo juostelės būdavo sudedama DNR dažo „6x DNA 
Loading Dye“ lašeliai po 2 µl (lašelių skaičius atitinka mėginių 
skaičių). 

9. 5 µl mėginio (PGR produkto) steriliu antgaliu būdavo sumaišoma su 2 
µl DNR dažo „6x DNA Loading Dye“. 

10. Sumaišytas tirpalas būdavo pernešamas į agarozės gelio šulinėlį.  
11. Sunešus mėginius į agarozės gelio šulinėlius, būdavo uždengiamas 

horizontalaus gelio aparato dangtis ir įjungiamas nuolatinės srovės 
tiekimo aparatas. 

12. Elektroforezė būdavo vykdoma 110 V 60 min.  
13. Po elektroforezės gelis būdavo merkiamas į 10 mg/ml etidžio bromido 

tirpalą ir paliekamas dažymui 10 minučių. 
14. Ištrauktas gelis būdavo nuplaunamas su distiliuotu vandeniu ir 

dedamas į gelio dokumentavimo sistemą ir nufotografuojamas. 
15. Duomenų analizė. Lyginami tiriamieji DNR fragmentai su DNR 

fragmentų žymens „pUC 19 DNA Mspl (HpaCl)“ fragmentais. HFE 2 
PGR produkto ilgis turi būti 378 bp. HFE 4 egzono PGR produkto 
ilgis turi būti 369 bp.  
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2.9.1 pav. HFE geno 4 egzono amplifikacijos rezultatai 

 
2.9.2 pav. HFE geno 2 egzono amplifikacijos rezultatai  

2.10. Restrikcijos fragmentų ilgio polimorfizmo (RFIP) analizė  
Restrikcijos fragmentų ilgio polimorfizmas (RFIP) tai DNR žymenų 

sistema, leidžianti nustatyti nukleotidų sekų skirtumus tarp DNR molekulių 
sukarpytų specifinėmis restriktazėmis. RFIP veikimas pagrįstas DNR 
molekulės sukarpymu restriktazėmis. Restriktazės yra fermentai, kurie kerpa 
DNR grandinę specifinėse vietose. Šių fermentų sukarpyti įvairaus dydžio 
DNR fragmentai veikiant elektros laukui juda nevienodai, sudarydami 
specifinius DNR fragmentų profilius. HFE geno mutavusių alelių nustatymas 
atliktas naudojant restriktazes. 
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HFE geno 2 egzono c.187C>G (p.His63Asp) mutacijos tyrimas 
RFIP metodu: 

Reagentai: 
1. Restriktazė Bcl I 10 u/µl 3000 u („Fermentas“, Lietuva) (2.10.1 

lentelė) 
2. Restrikcijos buferis „10x Buffer G“ 1ml („Fermentas“, Lietuva) 
 

2.10.1 lentelė. Restriktazės Bcl I kirpimo vieta ir tiriama mutacija 

Restriktazė Normali kirpimo 
seka 

HFE geno 
pakitimas Tiriama mutacija 

cl I 5'-T^G A T C A-3' 
3'-A C T A G^T-5' CAT→GAT c.187C>G (p.His63Asp) 

 
Įranga: 
1. Automatinės pipetės „Eppendorf research“ 0,5 µl–10 µl ir 10 µl–100 

µl. (Eppendorf AG, Vokietija) 
2. Eppendorf tipo mėgintuvėliai, 1,5–2 ml (Eppendorf AG, Vokietija) 
3. Judanti termomaišyklė „Eppendorf Thermomixer comfort“ (Eppen-

dorf AG, Vokietija) 
4. Antgaliai 0,5 µl–10 µl ; 10 µl–100 µl 
 

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

Reagentas Galutinė 
koncentracija Kiekis 1x reakcijai Kiekis 30x 

reakcijų 
Sterilus vanduo - 3,25 µl 97,5 µl 

10x Buffer G with BSA 1x 1,5 µl 45 µl 
Bcl I 2,5 U 0,25 µl 7,5 µl 

PGR produktas - 10 µl Viso: 1x 
reakcijai 5 µl 

 
Metodas: 
1. Į švarų eppendorf tipo mėgintuvėlį iš eilės įpilama 97,5 µl sterilaus 

vandens, 45 µl 10x Buffer G with BSA ir 7,5 µl Bcl I restriktazės (30 
reakcijų). 

2. Šis tirpalas išpilstomas į 30 sterilių, sužymėtų eppendorf tipo mėgin-
tuvėlių po 5 µl. 

3. Tada į vieną mėgintuvėlį įnešama po 10 µl vieno tiriamojo PGR 
produkto. Taip sunešama visų tiriamųjų PGR produktai. 
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4. Uždaryti mėgintuvėliai sudedami į judantį termobloką ir 55 oC 
temperatūroje paliekama mažiausiai 1 valandai. 

5. Po reakcijos mėginiai gali būti laikomi 4 oC arba -20 oC temperatūroje 
iki tolimesnes analizės. 

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

Reagentai: 
1. Restriktazė Hinf I 10 u/µl 3000 u („Fermentas“, Lietuva) (2.10.3 

lentelė) 
2. Restrikcijos buferis „10x Buffer R with BSA“ 1ml (“Fermentas“, 

Lietuva) 
 

2.10.3 lentelė. Restriktazės Hinf I kirpimo vieta ir tiriama mutacija 
Restriktazė Normali kirpimo 

seka 
HFE geno pakitimas Tiriama mutacija 

Hinf 5'-G^A N T C-3' 
3'-C T N A^G-5' GANT→GTNT c.193A>T  

(p.Ser65Cys) 
 

Techninės priemonės: 
1. Automatinės pipetės „Eppendorf research“ 0,5 µl - 10 µl ir 10 µl – 

100 µl. (Eppendorf AG, Vokietija) 
2. Eppendorf tipo mėgintuvėliai, 1,5 – 2 ml (Eppendorf AG, Vokietija) 
3. Judanti termomaišyklė „Eppendorf Thermomixer comfort“ (Eppen-

dorf AG, Vokietija) 
4. Antgaliai 0,5–10 µl ; 10–100 µl 
 

2.10.4 lentelė. c.193A>T (p.Ser65Cys) restrikcijos reakcijos protokolas. 

Reagentas Galutinė 
koncentracija Kiekis 1x reakcijai Kiekis 30x 

reakcijų 
Sterilus vanduo - 3,25 µl  97,5 µl 

10x Buffer R with BSA 1x 1,5 µl 45 µl 
Hinf I    2,5 U 0,25 µl 7,5 µl 

PGR produktas - 10 µl Viso: 1x 
reakcijai  

5 µl 
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Metodas: 
1. Į švarų eppendorf tipo mėgintuvėlį iš eilės įpilama 97,5 µl sterilaus 

vandens, 45 µl  
2. 10x Buffer R with BSA ir 7,5 µl Hinf I restriktazės (30 reakcijų). 
3. Šis tirpalas išpilstomas į 30 sterilių, sužymėtų eppendorf tipo mėgin-

tuvėlių po 5 µl. 
4. Tada į vieną mėgintuvėlį įnešama po 10 µl vieno tiriamojo PGR 

produkto. Taip sunešama visų tiriamųjų PGR produktai. 
5. Uždaryti mėgintuvėliai sudedami į judantį termobloką ir 37 °C 

temperatūroje paliekama mažiausiai 1 valandai. 
6. Po reakcijos mėginiai gali būti laikomi 4 °C arba –20 °C temperatū-

roje iki tolimesnes analizės. 

 
HFE geno 4 egzono c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos tyrimas 

RFLP metodu: 
 

Reagentai 
1. Restriktazė Rsa I 10 u/µl 3000 u (Fermentas, Lietuva) 
2. Restrikcijos buferis „10x Buffer Tango™“ 1ml (Fermentas, Lietuva) 

 

2.10.5 lentelė. Restriktazės Rsa I veikimas. 

Restriktazė Normali kirpimo 
seka HFE geno pakitimas Tiriama mutacija 

Rsa I 5'-G T^A C-3' 
3'-C A^T G-5' 

Sukuriama papildoma 
kirpimo vieta GTGC į 

GTAC 

c.845G>A 
(p.Cys282Tyr) 

 

Įranga: 
1. Automatinės pipetės „Eppendorf research“ 0,5–10 µl ir 10–100 µl. 

(Eppendorf AG, Vokietija) 
2. Eppendorf tipo mėgintuvėliai, 1,5–2 ml (Eppendorf AG, Vokietija) 
3. Judanti termomaišyklė „Eppendorf Thermomixer comfort“ (Eppen-

dorf AG, Vokietija) 
4. Antgaliai 0,5–10 µl ; 10–100 µl 
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2.10.6 lentelė. c.845G>A(.p.Cys282Tyr) restrikcijos reakcijos protokolas 

Reagentas Galutinė 
koncentracija Kiekis 1x reakcijai Kiekis 30x 

reakcijų 
Sterilus vanduo - 3,25 µl 97,5 µl 

10x Buffer Tango™ 1x 1,5 µl 45 µl 
Rsa  I 2,5 U 0,25 µl 7,5 µl 

PGR produktas - 10 µl Viso: 1x 
reakcijai 5 µl 

 
Metodas: 
1. Į švarų eppendorf tipo mėgintuvėlį iš eilės įpilama 97,5 µl sterilaus 

vandens, 45 µl 10x Buffer Tango™ ir 7,5 µl Rsa I restriktazės (30 
reakcijų). 

2. Šis tirpalas išpilstomas į 30 sterilių, sužymėtų eppendorf tipo mėgin-
tuvėlių po 5 µl. 

3. Tada į vieną mėgintuvėlį įnešama po 10 µl vieno tiriamojo PGR 
produkto. Taip sunešama visų tiriamųjų PGR produktai. 

4. Uždaryti mėgintuvėliai sudedami į judantį termobloką ir 37 °C 
temperatūroje paliekama mažiausiai 1 valandai. 

5. Po reakcijos mėginiai gali būti laikomi 4 °C arba –20 °C tempera-
tūroje iki tolimesnes analizės. 

2.11. Genotipo vertinimas 
Reagentai: 
1. Agarozė „SeaKem LE Agarose“ (Lonza, JAV) 
2. 10x TBE buferis „Rotiphorese“ (Carl Roth GmbH + Co, Vokietija) 
3. Etidžio bromidas 10 mg/ml (Carl Roth GmbH + Co, Vokietija) 
4. DNR dažas „6x DNA Loading Dye“ (Fermentas, Lietuva) 
5. DNR fragmentų žymuo „O'GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, ready-

to-use“ (Fermentas, Lietuva) 
6. Antgaliai 0,5–10 µl ; 10–100 µl 
 
Įranga: 
1. Horizontalus gelio elektroforezės aparatas (Bio-Rad, JAV) 
2. Gelio liejimo rėmelis (Bio-Rad, JAV) 
3. 20 šulinėlių gelio šukutės (Bio-Rad, JAV) 
4. Nuolatinės srovės tiekimo aparatas (Bio-Rad, Singapūras) 
5. Mikrobangų krosnelė „Samsung G2712NR“ (Samsung, Malaizija) 
6. Automatinės pipetės „Eppendorf research“ 0,5–10 µl. (Eppendorf 

AG, Vokietija) 
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7. Gelio dokumentavimo sistema „Bio-Rad molecular imager“ (Bio-
Rad, JAV) 

8. Stiklinė 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 mutacijų analizei reikalingas 4 proc. agarozės gelis. 
2. Elektroninėmis svarstyklėmis pasveriama 6 g agarozės. 
3. Agarozė supilama į stiklinę kolbą, užpilama 150 ml 1x TBE buferiu ir 

50 ml distiliuoto vandens. 
4. Agarozės tirpalas dedamas į mikrobangų krosnelę ir verdamas kol 

tirpalo tūris bus 150 ml. 
5. Ištirpinta agarozė 30 sekundžių atvėsinama po šalto vandens srove ir 

atsargiai (be burbulų) pilama į gelio liejimo rėmelį, kuriame yra 
sudėtos 3 gelio šukutės po 20 šulinėlių (60 šulinėlių). Laukiama kol 
agarozės gelis sustings. 

6. Sustingus agarozės geliui, atsargiai ištraukiamos šukutės ir gelis 
dedamas į horizontalaus gelio elektroforezės aparatą, pripildyta 1x 
TBE buferiu, taip kad buferis apsemtų gelį. 

7. Į kiekvienos eilės pirmąjį šulinėlį įnešame po 3 µl DNR fragmentų 
žymens „O'GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder“. 

8. Į kiekvieną tiriamąjį mėginį su RFLP produktu įpilama po 2 µl DNR 
dažo „6x DNA Loading Dye“. 

9. Mėginiai uždaromi ir nucentrifuguojami. 
10. Sumaišytas visas mėginys pernešamas į vieną agarozės gelio šulinėlį. 

Taip pat daroma su kitais mėginiais. 
11. Sunešus mėginius į agarozės gelio šulinėlius, uždengiamas horizon-

talaus gelio elektroforezės aparato dangtis ir įjungiamas nuolatinės 
srovės tiekimo aparatas. 

12. Elektroforezė vykdoma 110 V 120 min.  
13. Po elektroforezės gelis merkiamas į 10 mg/ml etidžio bromido tirpalą 

ir paliekamas 10 minučių, merkiant būtina naudoti pirštines. 
14. Ištrauktas gelis nuplaunamas su distiliuotu vandeniu, dedamas į gelio 

dokumentavimo sistema ir nufotografuojamas. 
15. Duomenų analizė. Lyginami tiriamieji DNR fragmentai su DNR 

fragmentų žymens „O'GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder“ 
fragmentais. 
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Bcl I restriktazės produktai vertinti tiriant p.His63Asp mutacijos buvimą.  
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).  
Žemiau esančiame 2.11.1 paveiksle yra parodyta HFE geno 2 egzono 

(ENST00000309234 HFE human) seka. p.H63D mutacija panaikina kirpimo 
vietą, kadangi keičiasi CAT→GAT. 

 
tgtggagcctcaacatcctgctcccctcctactacacatggttaaggcctgttgctctgtctccagGTTCAC
ACTCTCTGCACTACCTCTTCATGGGTGCCTCAGAGCAGGACCTTG
GTCTTTCCTTGTTTGAAGCTTTGGGCTACGTGGATGACCAGCTGT
TCGTGTTCTATGATCATGAGAGTCGCCGTGTGGAGCCCCGAACTC
CATGGGTTTCCAGTAGAATTTCAAGCCAGATGTGGCTGCAGCTG
AGTCAGAGTCTGAAAGGGTGGGATCACATGTTCACTGTTGACTT
CTGGACTATTATGGAAAATCACAACCACAGCAAGGgtatgtggagaggg
ggcctcaccttcctgaggttgtcagagcttttca 

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

Pastaba: pradmenų jungimosi vietos pabrauktos, intronų seka pažymėtama mažosiomis, 
egzonų didžiosiomis raidėmis, Bcl I veikimo vieta pabraukta ir paryškinta. 

 
Genotipavimo Bcl I restriktaze rezultatai parodyti 2.11.2 paveiksle. 

 

 
2.11.2 pav. 19 Lietuvos savanorių kraujo donorų p.His63Asp alelio 

genotipavimo rezultatai 

Pastaba: 100 bp markeris, 19 tiriamųjų – 13 homozigotų, 6 heterozigotai 
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Hinf I restriktazės produktai vertinti tiriant p.S65C mutacijos buvimą.  
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). 
 
Žemiau (2.11.3 pav.) nurodoma fermento Hinf I kirpimo vieta: 

 
tgtgtggagcctcaacatcctgctcccctcctactacacatggttaaggcctgttgctctgtctccagGTTCA
CACTCTCTGCACTACCTCTTCATGGGTGCCTCAGAGCAGGACCTT
GGTCTTTCCTTGTTTGAAGCTTTGGGCTACGTGGATGACCAGCTG
TTCGTGTTCTATGATCATGAGAGTCGCCGTGTGGAGCCCCGAAC
TCCATGGGTTTCCAGTAGAATTTCAAGCCAGATGTGGCTGCAGCT
GAGTCAGAGTCTGAAAGGGTGGGATCACATGTTCACTGTTGACT
TCTGGACTATTATGGAAAATCACAACCACAGCAAGGgtatgtggagagg
gggcctcaccttcctgaggttgtcagagcttttca 

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

Pastaba: pradmenų jungimosi vietos pabrauktos, intronų seka pažymėtama mažosiomis, 
egzonų didžiosiomis raidėmis, Hinf I veikimo vieta pabraukta ir paryškinta. 

 
Genotipavimo Hinf I restriktaze rezultatai parodyti 2.11.4 paveiksle. 

 

 
2.11.4 pav. 19 savanorių kraujo donorų p. Ser65Cys alelio genotipavimo 

rezultatai 

Pastaba: 100 bp markeris, 19 tiriamųjų – 17 homozigotų (abu normalūs aleliai), 
2 heterozigotai 
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Rsa I restriktazės restrikcijos produktai veritnti tiriant p.Cys282Tyr 
mutacijos buvimą.  

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).  
Žemiau esančiame 2.11.5 paveiksle yra parodyta HFE geno 4 egzono 

nukleotidų seka ir restriktazės Rsa I vekimo vietos. 
 
tccagtcttcctggcaagggtaaacagatcccctctcctcatccttcctctttcctgtcaagTGCCTCCTT
TGGTGAAGGTGACACATCATGTGACCTCTTCAGTGACCACTCTAC
GGTGTCGGGCCTTGAACTACTACCCCCAGAACATCACCATGAAG
TGGCTGAAGGATAAGCAGCCAATGGATGCCAAGGAGTTCGAACC
TAAAGACGTATTGCCCAATGGGGATGGGACCTACCAGGGCTGGA
TAACCTTGGCTGTACCCCCTGGGGAAGAGCAGAGATATACGTGC
CAGGTGGAGCACCCAGGCCTGGATCAGCCCCTCATTGTGATCTG
GGGtatgtgactgatgagagccaggagctgagaa 

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

Pastaba: pradmenų jungimosi vietos pabrauktos, intronų seka pažymėta mėlyna, egzonų – 
juoda spalva, Rsa I veikimo vieta pabraukta, paryškinta, o mutacijos vieta-pabraukta, 

paryškinta ir pasvirusi. 
Genotipavimo Rsa I restriktaze rezultatai parodyti 2.11.6 paveiksle. 

 

 
2.11.6 pav. Lietuvos savanorių kraujo donorų p.Cys282Tyr alelio tyrimo 

rezultatai  

Pastaba: 100 bp markeris, 19 tiriamųjų – 17 homozigotų, 2 heterozigotai 
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2.12. Statistinė duomenų analizė  
Pagal gautus genotipavimo rezultatus, alelių bei genotipų dažnių 95 proc. 

pasikliautinųjų intervalų (95 proc. PI) apskaičiavimui buvo naudojama 
skaičiuoklė, randama internetiniu adresu: 
(http://www.dimensionresearch.com/resources/calculators/conf_prop.html). 

 
Hardžio-Vainbergo pusiausvyros modelis bei Pirsono (Pearson) χ2 kriteri-

jaus įvertinimas 
Ištirtos populiacijos genotipų dažnis palygintas su teorinės pagal Hardžio – 

Vainbergo dėsnius populiacijos dažniu (naudojant Pirsono kriterijų χ2, 
reikšmingumo lygmuo α=0,05). 

 
Eksperimentiniai alelių dažniai (p;q) apskaičiuoti pagal formules: 

  ;   

N (N/N) – tiriamųjų, turinčių laukinio tipo genotipą, skaičius; 
N (N/M) – tiriamųjų, turinčių heterozigotinį (normalus alelis/ mutavęs 

alelis) genotipą, skaičius; 
N (M/M) – eksperimentinis tiriamųjų, turinčių homozigotinį mutantį 

genotipą, skaičius.  
N (normalus) alelis, M (mutavęs) alelis. 
Teoriniai genotipų dažniai išreiškiami, remiantis formule: 

 
Naudojant Pearson‘o χ2 kriterijų patikrinama, ar tiriamoji populiacija yra 

Hardy-Weinberg‘o pusiausvyroje: 

 
O – stebimi (angl. observed) genotipų dažniai, išreikšti individų skaičiumi; 
E – tikėtini (angl. expected) genotipų dažniai, išreikšti individų skaičiumi. 
χ2 kriterijaus įvertinimui naudojama x2 kritinių reikšmių lentelė (2.12.1 

lentelė). 

  

http://www.dimensionresearch.com/resources/calculators/conf_prop.html
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2.12.1 lentelė. χ2 kritinių reikšmių lentelė 

Laisvės 
laipsniai 

p reikšmės 
Nulinės hipotezės H0 atmesti negalime Nulinė hipotezė H0 atmetama 
0,99 0,90 0,5 0,1 0,05 0,01 0,001 

χ2 Reikšmės 
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: χ2 reikšmės esančios dešiniojoje lentelės pusėje leidžia atmesti nulinę hipotezę H0 
su didesniu nei 95 % patikimumu (mažesne nei p≤0.05paklaida).  

 

Asmenų, turinčių įvairius genotipus pagal HFE geno alelius, pasiskirsty-
mas Lietuvos populiacijoje pagal Hardžio-Vainbergo dėsnį tikrintas remiantis 
Pirsono χ2 testu, arba didžiausio tikėtinumo metodu.  

Alelių ir genotipų dažniai pateikiami 95 proc. pasikliautinuoju intervalu 
apskaičiuotu Vilsono procedūros būdu. Hardžio-Vainbergo dėsnio nulemtas 
genotipų išsidėstymas buvo tikrinamas χ2 kriterijumi. Nustačius, kad p< 0,05 
lygybės hipotezė buvo atmetama. Fišerio skirstinys buvo naudojamas lyginant 
atskirų Lietuvos etninių regionų alelių dažnio paplitimą.  
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3. REZULTATAI 
3.1. ATP7B geno mutavusių alelių dažnis  

Ištyrus 27 Vilsono liga sergančiuosius buvo nustatyta, kad dažniausia 
ATP7B geno mutacija buvo c.3207C>A (p.His1069Gln). Jos dažnis Lietuvoje 
yra 74,1 proc. Kiti ATP7B geno aleliai turintys mutacijas buvo reti. Turinčių 
c.3472_82del11 (p.G1158fs) ir c.3121C>T (p.Arg1041Trp) mutacijas ATP7B 
geno alelių dažniai buvo 3,7 proc., o alelių su c.3402delC (p.Ala1135fs) bei 
c.2304dupC (p.M769fs) mutacijom dažnis buvo 1,9 proc. Aštuonios ATP7B 
geno alelių (14,8 proc.) mutacijos nebuvo nustatytos. Mutavusių ATP7B geno 
alelių dažnio rezultatai pateikti 3.1.1. lentelėje. 
 

3.1.1 lentelė. ATP7B geno mutavusių alelių dažniai  
ATP7B geno mutacijos Dažnis proc. (95 proc. PI)* 

c.3207C>A (p.His1069Gln) 74 (62,3 - 85,7) 
c.3472-82del11 (p.G1158fs) 3,7 (0 - 8,7) 
c.3121C>T (p.Arg1041Trp) 3,7 (0 - 8,7 
c.3402delC (p.Ala1135fs) 1,9 (0 – 5,5) 
c.2304dupC (p.M769fs)   1,9 (0 – 5,5) 

Nenustatyti aleliai 14,8 (5,3 – 24,3) 

Pastaba: Pasikliautinasis intervalas apskaičiuotas remiantis tinklalapio www.mccallum-
layton.co.uk skaičiuokle.  

 

3.2. Vilsono liga sergančiųjų genotipavimo rezultatai 
Ištyrus 27 Lietuvos Vilsono liga sergančiuosius net dvidešimt penkių 

pacientų genotipe (92,6 proc.) buvo nustatyta viena ar dvi c.3207C > A (p. 
His1069Gln) mutacijos ATP7B gene. Penkiolikos asmenų (55,6 proc.) 
genotipas buvo homozigotinis c. [3207C > A]; [3207C > A] p.[His1069Gln]; 
[His1069Gln]. Retesnė buvo sudėtinė heterozigotija – šešių asmenų (22,2 
proc.) genotipe be c.3207C>A (p.His1069Gln) mutacijos buvo nustatytas ir 
kitas ATP7B geno mutavęs alelis. Keturių asmenų (14,8 proc.) genotipe 
patvirtinta tik c.3207C>A (p.His1069Gln) mutacija, antras ATP7B geno 
mutavęs alelis nenustatytas. Tik dviems asmenims (7,4 proc.) nebuvo rastos abi 
mutacijos. 3.2.1 paveiksle yra nurodytas Lietuvos VL pacientų genotipų dažnis, 
kuris statistiškai patikimai nesiskyrė nuo pagal Hardžio-Vainbergo dėsnį 
laukiamo genotipų dažnio (p>0,05). 

 

http://www.mccallum-layton.co.uk/
http://www.mccallum-layton.co.uk/
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3.2.1 pav. VL genotipų paplitimas Lietuvoje  

Sergančiųjų Vilsono liga ligonių genotipavimo rezultatai yra pateikti 
3.2.1 lentelėje. 
 

3.2.1. lentelė. Vilsono liga sergančiųjų genotipavimo rezultatai 

Šeima VL ligonis Mutacijos 
vieta 

Mutacijos 
tipas Genotipas 

1 šeima 1 
sergantysis 14 egzonas Kitaprasmė c.[3207C>A];[3121C>T] 

p.[His1069Gln];[Arg1041Trp] 

1 šeima 2 
sergantysis 14 egzonas Kitaprasmė c.[3207C>A];[3121C>T] 

p.[His1069Gln];[Arg1041Trp] 

1 šeima 3 
sergantysis 14 egzonas Kitaprasmė 

Nežinoma 
c.[3207C>A];[M] 

p.[His1069Gln];[M] 

2 šeima 4 
sergantysis 

14 ir 16 
egzonai 

Kitaprasmė 
„Rėmelio 
poslinkio“ 

c.[3207C>A];[3472_82del11] 
p.[His1069Gln];[Gly1158fs] 

2 šeima 5 
sergantysis 

14 ir 16 
egzonai 

Kitaprasmė 
„Rėmelio 
poslinkio“ 

c.[3207C>A];[3472_82del11] 
p.[His1069Gln];[Gly1158fs] 

3 šeima 6 
sergantysis 

14 ir 15 
egzonai 

Kitaprasmė 
„Rėmelio 
poslinkio“ 

c.[3207C>A];[3402delC] 
p.[His1069Gln];[Ala1135fs] 

4 šeima 7 
sergantysis nežinomas Nežinomos c.[M];[M] 

5 šeima 8 
sergantysis 14 egzonas Kitaprasmė c.[3207C>A];[3207C>A] 

p.[His1069Gln];[His1069Gln] 

6 šeima 9 
sergantysis 14 egzonas Kitaprasmė c.[3207C>A];[3207C>A] 

p.[His1069Gln];[His1069Gln] 
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3.2.1 lentelės tęsinys 

Šeima VL ligonis Mutacijos 
vieta 

Mutacijos 
tipas Genotipas 

7 šeima 10 
sergantysis 14 egzonas Kitaprasmė c.[3207C>A];[3207C>A] 

p.[His1069Gln];[His1069Gln] 

8 šeima 11 
sergantysis 14 egzonas Kitaprasmė c.[3207C>A];[3207C>A] 

p.[His1069Gln];[His1069Gln] 

9 šeima 12 
sergantysis 14 egzonas Kitaprasmė c.[3207C>A];[3207C>A] 

p.[His1069Gln];[His1069Gln] 
10 

šeima 
13 

sergantysis 14 egzonas Kitaprasmė c.[3207C>A];[3207C>A] 
p.[His1069Gln];[His1069Gln] 

11 
šeima 

14 
sergantysis 14 egzonas Kitaprasmė 

Nežinoma 
c.[3207C>A];[M] 

p.[His1069Gln];[M] 
12 

šeima 
15 

sergantysis 14 egzonas Kitaprasmė c.[3207C>A];[3207C>A] 
p.[His1069Gln];[His1069Gln] 

13 
šeima 

16 
sergantysis 14 egzonas Kitaprasmė c.[3207C>A];[3207C>A] 

p.[His1069Gln];[His1069Gln] 
13 

šeima 
17 

sergantysis 14 egzonas Kitaprasmė c.[3207C>A];[3207C>A] 
p.[His1069Gln];[His1069Gln] 

14 
šeima 

18 
sergantysis 14 egzonas Kitaprasmė c.[3207C>A];[3207C>A] 

p.[His1069Gln];[His1069Gln] 
15 

šeima 
19 

sergantysis 14 egzonas Kitaprasmė c.[3207C>A];[3207C>A] 
p.[His1069Gln];[His1069Gln] 

16 
šeima 

20 
sergantysis 14 egzonas Kitaprasmė 

Nežinoma 
c.[3207C>A];[M] 

p.[His1069Gln];[M] 
17 

šeima 
21 

sergantysis 14 egzonas Kitaprasmė 
Nežinoma 

c.[3207C>A];[M] 
p.[His1069Gln];[M] 

18 
šeima 

22 
sergantysis 14 egzonas Kitaprasmė c.[3207C>A];[3207C>A] 

p.[His1069Gln];[His1069Gln] 
18 

šeima 
23 

sergantysis 14 egzonas Kitaprasmė c.[3207C>A];[3207C>A] 
p.[His1069Gln];[His1069Gln] 

19 
šeima 

24 
sergantysis nežinomas Nežinomos c.[M];[M] 

20 
šeima 

25 
sergantysis 

8 ir 14 
egzonai 

Kitaprasmė 
„Rėmelio 
poslinkio“ 

c.[3207C>A];[2304dupC] 
p.[His1069Gln];[Met769fs] 

21 
šeima 

26 
sergantysis 14 egzonas Kitaprasmė c.[3207C>A];[3207C>A] 

p.[His1069Gln];[His1069Gln] 
22 

šeima 
27 

sergantysis 14 egzonas Kitaprasmė c.[3207C>A];[3207C>A] 
p.[His1069Gln];[His1069Gln] 

 
3.3. Vilsono liga sergančiųjų giminių genotipavimo rezultatai 

Ištyrus dvidešimt pirmos eilės giminių iš 10 šeimų, kuriose buvo 
sergančiųjų VL buvo nustatyta 13 (65 proc.) c.3207C>A (p.His1069Gln) 
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heterozigotijos atvejų. Keturi asmenys (20 proc.) ATP7B geno mutantinių alelių 
savo genotipe neturėjo. Trys buvo heterozigotai ir jų genotipe buvo viena iš 
trijų mutacijų: c.3472_82del11 (p.G1158fs), c.3121C>T (p.Arg1041Trp) arba 
c.2304dupC (p.M769fs). Vilsono liga sergančiųjų pirmos eilės giminių 
genotipavimo rezultatai pateikti 3.3.1 lentelėje. 

3.3.1 lentelė. Vilsono liga sergančiųjų pirmos eilės giminaičių genotipavimo 
rezultatai 

Šeima Giminystė Genotipas 

1 šeima 1 ir 2 individų brolis. 3 
individo dėdė 

c.[3207C>A];[N]  
p.[His1069Gln];[N] 

1 šeima 1 ir 2 individų brolis. 3 
individo dėdė 

c.[3121C>T];[N] 
p.[Arg1041Trp];[N] 

2 šeima 4 ir 5 VL sergančiojo tėvas c.[3472_82del11];[N] 
p.[G1158fs];[N] 

2 šeima 4 ir 5 VL sergančiojo mama c.[3207C>A];[N]  
p.[His1069Gln];[N] 

2 šeima 4 ir 5 VL sergančiojo brolis c.[N];[N] 
2 šeima 4 ir 5 VL sergančiojo brolis c.[3207C>A];[N]  

p.[His1069Gln];[N] 
3 šeima 6 VL sergančiojo brolis c.[N];[N] 
5 šeima 8 VL sergančiojo sesuo c.[N];[N] 
5 šeima 8 VL sergančiojo sesuo c.[3207C>A];[N]  

p.[His1069Gln];[N] 
5 šeima 8 VL sergančiojo duktė c.[3207C>A];[N]  

p.[His1069Gln];[N] 
5 šeima 8 VL sergančiojo duktė c.[3207C>A];[N]  

p.[His1069Gln];[N] 
6 šeima 9 VL sergančiojo mama c.[3207C>A];[N]  

p.[His1069Gln];[N] 
8 šeima 11 VL sergančiosios brolis c.[3207C>A];[N]  

p.[His1069Gln];[N] 
17 šeima 21 VL sergančiojo tėvas c.[3207C>A];[N]  

p.[His1069Gln];[N] 
17 šeima 21 VL sergančiojo mama c.[3207C>A];[N]  

p.[His1069Gln];[N] 
21 šeima 23 VL sergančiojo sesuo c.[N];[N] 
21 šeima 23 VL sergančiojo mama c.[3207C>A];[N]  

p.[His1069Gln];[N] 
21 šeima 23 VL sergančiojo tėvas c.[2304dupC];[N] 

p.[M769fs];[N] 
22 šeima 22 sergančiojo tėvas c.[3207C>A];[N]  

p.[His1069Gln];[N] 
22 šeima 22 sergančiojo motina c.[3207C>A];[N]  

p.[His1069Gln];[N] 
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3.4. Vilsono ligonių klinikinių požymių tyrimų rezultatai 
Vidutinis VL ligonių amžius ligos diagnozavimo metu buvo 25,8 m. 

Dviems jauniausioms ligonėms VL patvirtinta, kai joms buvo 12 metų, 
vyriausiam ligoniui ligos nustatymo metu buvo 58 m.  

Ūmus kepenų pažeidimas (ūmus hepatitas arba ūmus kepenų nepakanka-
mumas) buvo nustatytas penkiems ligoniams (18,5 proc.). Iš penkių ligonių du 
sirgo ūmiu žaibiniu kepenų nepakankamumu. Lėtine kepenų liga (lėtiniu 
hepatitu arba kepenų ciroze) sirgo dvidešimt du VL ligoniai (81,5 proc.). 
Kepenų ciroze sirgo šešiolika Vilsono liga sergančiųjų (63,1 proc.), šešiems 
pacientams (18,5 proc.) buvo nustatytas lėtinis hepatitas.  

Nervų sistemos pažeidimai, pasireiškiantys seilėtekiu, ataksija, dizartrija ir 
(ar) Parkinsono ligai būdingiais požymiais, buvo nustatyti aštuoniems (33 
proc.) VL pacientams. Kaizerio-Flaišerio žiedas (toliau – KFŽ) ragenoje buvo 
rastas dešimčiai pacientų (37 proc.). Šešiems iš šių pacientų buvo ir nervų 
sistemos pažeidimai. Visi dešimt VL pacientų, turinčių KFŽ, sirgo kepenų 
ciroze. 

Kitų organų sistemų pažeidimai buvo nustatyti septyniems (22 proc.) 
ligoniams. Šešiems ligoniams buvo nustatyta hemolizinė anemija, vienam 
ligoniui pažeisti inkstai (Fankonio sindromas). Klinikinių požymių 
pasireiškimo dažnis pateiktas 3.4.1 paveiksle. 
 

 
3.4.1 pav. Sergančiųjų Vilsono liga klinikinių požymių pasireiškimo dažnis 
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3.5. Vilsono ligonių biocheminių tyrimų rezultatai 
Vilsono ligoniams vertinta ceruloplazmino koncentracija serume, vario 

koncentracija pros šlapime ir kepenų bioptate. Vario koncentracija kepenyse 
buvo tirta tik aštuoniems ligoniams ir tik trims (37,5 proc. metodo jautrumas) 
buvo nustatyta padidėjusi.  

Ištyrus 27 asmenis 20 asmenų buvo nustatyta mažesnė 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 šlapime tyrimas. Iš 27 pacientų 24 (jautrumas 88 
proc.) buvo padidėjusi vario koncentracija paros šlapime. Dviems pacientams iš 
trijų, kuriems buvo nustatyta normali vario koncentracija paros šlapime (<100 
µg/24 val.) ji buvo didesnė negu 90 µg/24 val. Didžiausia nustatyta vario 
koncentracija VL diagnostikos metu buvo 4521,57 µg/24 val, mažiausia 
nenormali 116 µg/24 val., vidutiniškai – 640,5 µg/24 val. Vario koncentracijos 
paros šlapime tyrimo jautrumas – 85 proc. Biocheminių tyrimų sergant VL 
rezultatai apibendrinti 3.5.1 paveiksle. 
 

 
3.5.1 pav. Biocheminių tyrimų jautrumas sergant Vilsono liga 

Tiriant VL buvo atliekama kepenų biopsija ir morfologinis tyrimas. 
Kepenų bioptatai buvo dažomi hemetoksilinu – eozinu, trichromu ir rodaminu. 
Žemiau esančiame paveiksle pavaizduota 11 pacientės kepenų bioptato 
nuotraukos dažytos skirtingais dažymo būdais. 
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3.5.2 pav. Lietuvos VL pacientės kepenų biopsijos histologinis  

tyrimas (HE) × 200 

Rodaminas histologinio tyrimo metu buvo naudojamas siekiant nustatyti 
vario kaupimąsi kepenyse. Žemiau esančiame paveiksle yra pavaizduota 
histologinio kepenų tyrimo nudažius rodaminu nuotrauka. 

 
3.5.3 pav. Lietuvos VL pacientės kepenų biopsijos histologinis  

tyrimas (HE) × 200. Dažyta rodaminu. 

Ištyrus 12 asmenis, kurių genotipas buvo sudėtinis heterozigotinis, 10 
asmenų buvo nustatyta mažesnė negu 0,2 g/l ceruloplazmino koncentracija. 
Nustatytas ceruloplazmino koncentracijos tyrimo jautrumas buvo 83 proc. 
Ceruloplazmino tyrimas buvo jautresnis ir už vario koncentracijos paros 
šlapime tyrimą, kurio jautrumas buvo 75 proc. Trims pacientams buvo 
nustatyta normali vario ekskrecija su paros šlapimu. Septyni sudėtiniai 
heterozigotai turėjo lėtinį kepenų pažeidimą (steatozę, lėtinį hepatitą arba 
kepenų cirozę), penkiems buvo nustatytas ūmus pažeidimas (fatalinis kepenų 
nepakankamumas arba ūmus hepatitas). Keturiems ligoniams buvo ir Kaizerio-
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Flaišerio žiedas. Sudėtinių heterozigotų kepenų pažeidimai ir biocheminiai 
pokyčiai apibendrinti 3.5.4 paveiksle. 
 

 
3.5.4 pav. Sergančiųjų Vilsono liga sudėtinių heterozigotų klinikinių ir 

biocheminių požymių raiška  

Ištyrus 15 asmenų, kurių genotipas buvo c.3207C>A (p.His1069Gln) 
homozigotinis 10 asmenų buvo nustatyta mažesnė 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 šlapime tyrimu, kurio jautrumas buvo 80 proc. Tyrimų rezultatai 
apibendrinti 3.5.5 lentelėje. 
 

 
3.5.5 pav. Sergančiųjų Vilsono liga c.3207C>A (p.His1069Gln) homozigotų 

klinikinių ir biocheminių požymių raiška  
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3.6. Vilsono liga sergančiųjų genotipo- fenotipo sąsajos  
tyrimo rezultatai 

Pagal genotipą VL sergantieji buvo išskirti į dvi grupes: į sudėtinius 
heterozigotus ir c.3207C>A (p.His1069Gln) homozigotinius individus. 
Sudėtiniai heterozigotai sirgo sunkesnėmis kepenų pažeidimo formomis. Iš 
dvylikos pacientų net penkiems pacientams buvo ūmus kepenų pakenkimas. 
Dviems iš penkių pacienčių buvo fatalinis ūmus kepenų nepakankamumas, 
lėmęs mirtį. Nervų sistemos pažeidimas buvo trims pacientams. KFŽ buvo 
rastas keturiems pacientams. Sudėtinių heterozigotų klinikinių požymių 
pasireiškimas apibendrintas 3.6.1 paveiksle. 
 

 
3.6.1 pav. Sergančiųjų Vilsono liga sudėtinių heterozigotų klinikinių 

požymių pasireiškimas 

c.3207C>A (p.His1069Gln) homozigotai sirgo tik lėtinėmis kepenų 
pažeidimo formomis. Keturi pacientai sirgo lėtiniu hepatitu, vienuolikai 
pacientų nustatyta kepenų cirozė. Nervų sistemos pažeidimas nustatytas 
penkiems pacientas. KFŽ nustatytas septyniems pacientams, visi jie sirgo ir 
kepenų ciroze. Dviems pacientams buvo ir hemolizinė anemija. Klinikinių 
požymių pasireiškimas apibendrintas 3.6.2 paveiksle.  
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3.6.2 pav. Sergančiųjų Vilsono liga c.3207C>A (p.His1069Gln) homozigotų 

klinikinių požymių pasireiškimas 

3.7. HFE – hemochromatozės alelių c.845G>A (p.Cys282Tyr), 
c.187C>G (p.His63Asp) ir c.193A>T (p.Ser65Cys) dažnis Lietuvos 

populiacijoje 
Ištyrus 1011 Lietuvos savanorių kraujo donorų genotipų buvo nustatyta, 

kad HFE geno mutacijos c.845G>A (p.Cys282Tyr) dažnis Lietuvos 
populiacijoje yra 2,6 proc., c.187C>G (p.His63Asp) mutacijos – 15,9 proc. ir 
rečiausios mutacijos c.193A>T (p.S65C) dažnis yra 1,9 proc. HFE geno 
mutavusių alelių dažnis Lietuvos populiacijoje pateiktas 3.7.1 lentelėje.  
 

3.7.1 lentelė. HFE geno mutavusių alelių c.845G>A (p.Cys282Tyr), 
c.187C>G (p.His63Asp) ir c.193A>T (p.Ser 65Cys) dažnis Lietuvoje 

HFE geno mutacijos Dažnis 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) 

 
Ištyrus keturiuose Lietuvos etnokultūriniuose regionuose gyvenančių 

asmenų genotipus nustatytas statistiškai patikimas didesnis HFE geno alelio 
c.845G>A (p.Cys282Tyr) dažnis Žemaitijos regione negu kituose Lietuvos 
regionuose. Šio etnokultūrinio regiono gyventojų mutacijos c.845G>A 
(p.Cys282Tyr) genotipe dažnis buvo 5,9 proc. (p<0,05). Tiriant kitų etnokultū-
rinių regionų gyventojų genotipus HFE geno mutavusių alelių dažnis buvo 
mažesnis. Dzūkijoje mutavusio alelio c.845G>A (p.Cys282Tyr) dažnis buvo 
2,4 proc., Aukštaitijoje – 2,3 proc., o Suvalkijoje tik 2 proc. Statistiškai 
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patikimas skirtumas tarp HFE geno alelio, turinčio c.845G>A (p.Cys282Tyr) 
mutaciją, dažnių Dzūkijos, Aukštaitijos ir Suvalkijos gyventojų genotipuose, 
nebuvo nustatytas. c.845G>A (p.Cys282Tyr) alelio dažnis skirtinguose 
Lietuvos etnokultūriniuose regionuose parodytas 3.7.1 paveiksle.  

 
3.7.1 pav. c.845G>A (p.Cys282Тyr) alelio paplitimo dažnis skirtinguose 

Lietuvos etnokultūriniuose regionuose 

Didžiausias mutacijos c.187C>G (p.His63Asp) dažnis buvo nustatytas 
Žemaitijoje (19,6 proc.), rečiau nustatoma ši mutacija – Suvalkijoje (17,2 
proc.), dar mažesnis dažnis – Dzūkijos (15,7 proc.) ir Aukštaitijos (14,7 proc.) 
etnokultūriniuose regionuose (p>0,05). c.193A>T (p.Ser65Cys) alelio dažnis 
tai pat Žemaitijoje buvo didžiausias – 3,4 proc., rečiau ši mutacija buvo 
nustatoma Aukštaitijoje (2,1 proc.), Suvalkijoje (1,7 proc.) bei Dzūkijoje (1,4 
proc.). Statistiškai patikimo skirtumo tarp c.187C>G (p.His63Asp) ir c.193A>T 
(p.Ser65Cys) mutacijų dažnio Lietuvos etnokultūriniuose regionuose 
nenustatyta (p>0,05). c.187C>G (p.His63Asp) mutacijos dažnis skirtinguose 
Lietuvos etnokultūriniuose regionuose pavaizduotas 3.7.2. paveiksle.  
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3.7.2 pav. c.187C>G (p.His63Asp) mutacijos dažnis skirtinguose Lietuvos 

etnokultūriniuose regionuose 

3.8. HFE-hemochromatozės genotipų dažnis Lietuvos populiacijoje 
Ištyrus 1011 savanorių kraujo donorų 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 asmenų, kurių genotipas 
buvo c. [845G>A]; [c.187C>G] p. [CysC282Tyr]; [His63Asp], vieno asmens 
genotipas buvo sudėtinis heterozigotinis c. [845G>A]; [193A>T] p. 
[CysC282Tyr]; [Ser65Cys]. Iš likusių 40 asmenų genotipe be c.845G>A 
(p.Cys282Tyr) mutacijos kitas HFE geno alelis buvo nemutavęs.  

Dvidešimt šeši (2,6 proc.) tiriamieji buvo homozigotai, jų 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 c.193A>T (p.Ser65Cys) heterozigotai. Genotipavimo rezulta-
tai pateikti 3.8.1 lentelėje. Statistiškai reikšmingo nukrypimo nuo Hardžio-
Vainbergo dėsnio nebuvo nustatyta.  
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3.8.1 lentelė. Lietuvos populiacijos HFE geno genotipavimo rezultatai. 

Genotipas Dažnis n (proc.) (95 
proc. PI) 

Teoriškai laukiami 
rezultatai pagal 

Hardžio Vainbergo 
dėsnį (proc.) 

c.[845G>A];[845G>A] 
p.[CysC282Tyr];[CysC282Tyr] 

1 (0,1) (0-0,29) 0,68 (0,067)  

c.[845G>A];[187C>G] 
p.[CysC282Tyr];[His63Asp] 

12 (1,2) (0,52-1,86) 8,36 (0,83) 

c.[845G>A];[193A>T] 
p.[CysC282Tyr];[Ser65Cys] 

1 (0,1) (0-0,29) 1 (0,099) 

c.[845G>A];[N] 
p.[CysC282Tyr];[N] 

38 (3,8) (2,59-4,93) 41,85 (4,14) 

c.[187C>G];[187C>G] 
p.[His63Asp];[His63Asp] 

26 (2,6) (1,59-3,55) 25,56 (2,53) 

c.[187C>G];[193A>T] 
p.[His63Asp];[Ser65Cys] 

4 (0,4) (0,01-0,79) 6,11 (0,6) 

c.[193A>T];[193A>T] 
p.[Ser65Cys];[Ser65Cys] 

0 2 (0,2) 

c.[187C>G];[N] 
p.[His63Asp];[N] 

254 (25) (22,45-27,79) 255,91 (25,31) 

c.[193A>T];[N] 
p.[Ser65Cys];[N] 

34 (3,4) (2,25-4,47) 30,58 (3,03) 

c.[N];[N] 641 (63,4) (60,43-66,37) 640,59 (63,36) 
Viso 1011 (100) 1011 (100) 

 
3.9. HFE-hemochromatozės genotipų dažnis skirtinguose Lietuvos 

etnokultūriniuose regionuose 
Ištyrus 148 Suvalkijos etnokultūrinio 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.). Asmenų, 
kurių 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 
etnokultūrinio regiono genotipavimo rezultatai pateikti 3.9.1. lentelėje. 
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3.9.1 lentelė. Suvalkijos regiono gyventojų HFE geno mutavusių alelių 
genotipavimo rezultatai 

Genotipas Dažnis n (proc.) (95 
proc. PI) 

Teoriškai laukiami 
rezultatai pagal 

Hardžio Vainbergo 
dėsnį (proc.) 

c.[845G>A];[845G>A] 
p.[CysC282Tyr];[CysC282Tyr] 

1 (0,68 ) (0-2) 0,05 (0,03) 

c.[845G>A];[187C>G] 
p.[CysC282Tyr];[His63Asp] 

2 (1,35) (0-3,21) 1 (0,68) 

c.[845G>A];[N] 
p.[CysC282Tyr];[N] 

2 (1,35) (0-3,21) 4,7 (3,2) 

c.[187C>G];[187C>G] 
p.[His63Asp];[His63Asp] 

4 (2,7) (0,09-5,31) 4,4 (3) 

c.[187C>G];[N] 
p.[His63Asp];[N] 

41 (27,7) (20,49-34,91) 40,3 (27,2) 

c.[193A>T];[N] 
p.[Ser65Cys];[N] 

5 (3,38) (0,47-6,29) 3,9 (2,6) 

c.[N];[N] 93 (62,84) (55,05-70,63) 92,6 (62,6) 
Viso 148 (100) 148 (100) 

 
Aukštaitijoje buvo rasti 17 (4,5 proc.) mutacijos c.845G>A (p.Cys282Tyr) 

heterozigotiniai individai bei nustatyti 7 (1,85 proc.) pagal mutaciją c.187C>G 
(p.His63Asp) homozigotai bei 97 (25,7 proc.) heterozigotai. 13 asmenų (3,4 
proc.) buvo heterozigotiniai individai pagal c.193A>T (p.Ser65Cys) mutaciją. 
Genotipavimo rezultatai pateikti 3.9.2 lentelėje. 
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3.9.2 lentelė. Aukštaitijos regiono gyventojų HFE geno mutavusių alelių 
genotipavimo rezultatai 

Genotipas Dažnis n (proc.) (95% 
PI) 

Teoriškai laukiami 
rezultatai pagal 

Hardžio Vainbergo 
dėsnį (proc.) 

c.[845G>A];[187C>G] 
p.[CysC282Tyr];[His63Asp] 

5 (1,3) (0,16-2,44) 2,6 (0,68) 

c.[845G>A];[N] 
p.[CysC282Tyr];[N] 

11 (3) (1,28-4,72) 14 (3,7) 

c.[187C>G];[187C>G] 
p.[His63Asp];[His63Asp] 

7 (2) (0,59-3,41) 8,2 (2,2) 

c.[187C>G];[N] 
p.[His63Asp];[N] 

90 (24) (19,69-28,31) 90 (23,8) 

c.[845G>A];[193A>T] 
p.[CysC282Tyr];[Ser65Cys] 

1 (0,3) (0-0,85) 0,4 (0,11) 

c.[187C>G];[193A>T] 
p.[His63Asp];[Ser65Cys] 

2 (0,5) (0-1,21) 2,3 (0,61) 

c.[193A>T];[N] 
p.[Ser65Cys];[N] 

13 (3,44) (1,6-5,28) 12,9 (3,4) 

c.[N];[N] 249 (65,87) (61,09-70,65) 248 (65,6) 
Viso 378 (100) 378 (100) 

 

Dzūkijoje mutacijos c. 845G > A (p. Cys282Tyr) heterozigotiniai asmenys 
nustatyti 16 atvejų, o mutacijos c. 187C > G (p.His63Asp) homozigotų buvo 
11. Tuo tarpu c. 187C > G (p. His63Asp) mutacijos heterozigotinių individų 
buvo 96. Mutacijos c. 193A>T (p.Ser65Cys) heterozigotiniai individai sudarė 
11 tiriamųjų bei buvo nustatyti 2 sudėtiniai heterozigotai c. [845G>A]; 
[187C>G] p. [CysC282Tyr]; [His63Asp]. 
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3.9.3 lentelė. Dzūkijos regiono gyventojų HFE geno genotipavimo 
rezultatai. 

Genotipas Dažnis n (proc.) (95 
proc.PI) 

Teoriškai laukiami 
rezultatai pagal 

Hardžio Vainbergo 
dėsnį (proc.) 

c.[845G>A];[187C>G] 
p.[CysC282Tyr];[His63Asp] 

2 (0,52) (0-1,24) 2,9 (0,8) 

c.[845G>A];[N] 
p.[CysC282Tyr];[N] 

16 (4,2) (2,19-6,21) 14,8 (3,9) 

c.[187C>G];[187C>G] 
p.[His63Asp];[His63Asp] 

11 (2,9) (1,22-4,58) 9,4 (2,5) 

c.[187C>G];[N] 
p.[His63Asp];[N] 

96 (25) (20,66-29,34) 96,8 (25,3) 

c.[193A>T];[N] 
p.[Ser65Cys];[N] 

11 (2,9) (1,22-4,58) 8,6 (2,25) 

c.[N];[N] 247 (64,5) (59,71-69,29) 248 (64,8) 
Viso 383 (100) 383 (100) 

 
Žemaitijoje 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 sudėtinė 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 lentelė. Žemaitijos regiono gyventojų HFE geno genotipavimo 
rezultatai 

Genotipas Dažnis n (proc.) (95 
proc. PI) 

Teoriškai laukiami 
rezultatai pagal 

Hardžio Vainbergo 
dėsnį (proc.) 

c.[845G>A];[187C>G] 
p.[CysC282Tyr];[His63Asp] 3 (2,9) (0-6,16) 2,4 (2,4) 

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 (3,8) 

c.[187C>G];[N] 
p.[His63Asp];[N] 27 (26,4) (17,85-34,95) 28,4 (27,8) 

c.[187C>G];[193A>T] 
p.[His63Asp];[Ser65Cys]] 2 (2) (0-4,72) 1,6 (1,6) 

c.[193A>T];[N] 
p.[Ser65Cys];[N] 5 (5) (0,77-9,23) 4,9 (4,8) 

c.[N];[N] 52 (51) (41,3-60,7) 51,5 (51) 
Viso 102 (100) 102 (100) 
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4. REZULTATŲ APTARIMAS 
Vilsono liga ir HFE-hemochromatozė yra paveldimos pagal Mendelio 

dėsnius ligos. Jos sudaro svarbią virškinimo organų sistemos ligomis 
sergančiųjų dalį. Biocheminiai šių ligų diagnostikai naudojami laboratoriniai 
tyrimo metodai nėra pakankamai jautrūs ir specifiški. Todėl vis svarbesnė 
tampa molekulinė genetinė diagnostika. Molekuliniais tyrimo metodais yra 
patvirtinama liga, kuri buvo įtarta remiantis klinikiniais ir (ar) biocheminiais 
tyrimais. Vilsono ligos atveju sutrinka vario apykaita ir padidėja vario 
kaupimasis kepenyse, centrinėje nervų sistemoje ir akies ragenoje. Sergant VL 
būna mutavęs ATP7B genas. Jau aprašyta daugiau negu 300 ATP7B geno 
mutacijų. Įvairiose šalyse dažnesnės yra skirtingos mutacijos ir laboratoriniai 
diagnostiniai algoritmai dažnai sudaromi atsižvelgiant į vyraujančias toje 
populiacijoje mutacijas. Lietuvos Vilsono ligonių ATP7B geno mutacijos buvo 
netirtos, todėl vienas iš šio darbo uždavinių buvo ištirti Vilsono liga 
sergančiuosius Lietuvoje bei nustatyti dažniausias mutacijas. Dažniausia 
Lietuvoje nustatyta mutacija c.3207C>A (p.His1069Gln), kurios dažnis 74,1 
proc., yra taip pat yra pati dažniausia ir kitose Centrinės ir Rytų Europos šalių 
populiacijose. Lenkijoje nustatytas c.3207C>A (p.His1069Gln) mutacijos 
dažnis buvo 72 proc., Rytų Vokietijoje–63 proc., Čekijoje–57 proc., Latvijoje–
52,5 proc., o Rusijoje 49 proc. [25, 107, 16]. Manoma, kad c.3207C>A 
(p.His1069Gln) mutacija atsirado Slavų populiacijoje, gyvenusioje tarp Vyslos 
ir Elbės upių ir buvo išplatinta vakarų ir pietų kryptimis migruojant 
gyventojams [107].  

Keletas migracijos bangų dabartinėje Lenkijos, Čekijos ir Rytų Vokietijos 
teritorijoje lėmė c.3207C>A (p.His1069Gln) mutacijos išplitimą Centrinėje ir 
Rytų Europoje [107]. c.3207C>A (p.His1069Gln) mutacija galėjo būti 
išplatinta Lietuvos teritorijoje poledyniniu laikotarpiu migruojant į dabartinę 
Lietuvos teritoriją gyventojams iš dabartinės Varšuvos apylinkių. Retesnė ši 
mutacija germanų tautų populiacijose Austrijoje–44 proc., Olandijoje–34 proc., 
Švedijoje–38 proc. [78, 68]. Dar retesnė c.3207C>A (p.His1069Gln) mutacija 
Pietų ir Šiaurės Europoje. Vengrijoje ir Bulgarijoje mutacijos dažnis yra 47 
proc. ir 59 proc., o pietinėsе šalyse ši mutacija retesnė Graikijoje–35 proc., 
kontinentinėje 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.3472-82del11, c.3402delC, c.3121C>T 
(p.Arg1041Trp), c.2304dupC ir c.3402delC mutacija. Kai kurios iš šių mutacijų 
taip pat dažnai nustatomos ir kitų Centrinės ir Rytų Europos šalių ligonių 
genotipuose. Pvz., Lenkijos VL pacientų genotipe yra dažna c.3402delC (15 
egzone) mutacija [40].  
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Mutacijos 8, 14, 15, 16 ir 20 egzonuose nustatytos tiriant Šiaurės, Rytų ir 
Centrinės Europos šalių populiacijas. Šiuose egzonuose mutacijos buvo 
nustatomos Didžiosios Britanijos, buvusios Jugoslavijos, Bulgarijos bei 
kontinentinės Italijos pacientų genotipuose [24, 55, 103]. 

Pietų Europoms šalims nustatomos specifinės, ne Rytų, Centrinės ar 
Šiaurės Europos šalims būdingos mutacijos. Kai kurioms populiacijoms yra 
įrodytas ir „protėvio efektas“. Pvz., Sardinijoje dažniausia mutacija VL 
sergančiųjų genotipe yra -441/-427 del, kuri atsirado prieš 50 kartų [55]. 
Dažnos mutacijos ir 6 egzone Ispanijos, 13 ir 14 egzonuose Graikijos ir 
Turkijos pacientų tarpe [61, 62, 55].  

Specifiškiausias Vilsono ligos diagnostikos kriterijus yra ATP7B geno 
mutacijų nustatymas. Šis tyrimas turėtų būti derinamas su klinikiniais ir 
laboratoriniais duomenimis. Remiantis mūsų atliktais tyrimais galima teigti, 
kad pirmiausia Lietuvos ligoniai turi būti tiriami dėl c. 3207C > A (p. 
His1069Gln) mutacijos. Jei ligoniai yra heterozigotiniai individai arba 
mutacijos abiejuose aleliuose nėra nustatomos tuomet reikėtų ištirti bent 8, 14, 
15, 16 ir 20 egzonus, jei nėra galimybių DNR sekoskaitos būdu ištirti viso 
ATP7B geno. 

VL buvo įtarta ir patvirtinta remiantis klinikiniais ir laboratoriniai tyrimais. 
Visiems Lietuvos Vilsono liga sergantiesiems pasireiškė kepenų pažeidimu. 
Dažniausiai Lietuvos VL ligoniams buvo nustatyta kepenų cirozė (63,1 proc.), 
rečiau buvo ūmus kepenų pažeidimas, pasireiškęs fataliniu kepenų 
nepakankamumu ar ūmiu hepatitu. Daugumai kitų šalių pacientų taip pat buvo 
dažniausiai buvo nustatytas kepenų pažeidimas. Latvijoje iš 40 pacientų 33 
buvo kepenų pažeidimas (82,5 proc.), 88 proc. Kinijos pacientų, 73 proc. 
Ispanijos ir Čekijos pacientų buvo nustatytas kepenų pažeidimas [107].  

Nervų sistemos pažeidimas Vilsono ligos diagnozavimo metu buvo 
nustatytas rečiau. Mūsų nustatytas nervų sistemos pažeidimas buvo trečdaliui 
ligonių (33 proc.). Lenkijos VL pacientams nervų sistemos pažeidimas buvo 
nustatytas 50 proc. pacientų [40]. Specifinis Vilsono ligos požymis – KFŽ, 
kuris Lietuvos Vilsono ligoniams buvo rečiau nustatytas – tik 37 proc. atvejų. 
Steindl ir kt.1997 metais KFŽ nustatė 55 proc. tirtų ligonių. 

Tiriant genotipo fenotipo sąsają nustatyta, kad mutacijos, sukeliančios 
„rėmelio poslinkį“ arba priešlaikinio terminalinio kodono atsiradimą, lemia ir 
sunkesnę klinikinę eigą [40]. Lietuvos VL pacientai, kurių genotipe buvo 
sutrumpėjusį baltymą sukelianti mutacija, taip pat sirgo sunkesne kepenų 
pažeidimo forma arba kepenų pažeidimu, kuris pasireiškė anksčiau. Fatalinis 
kepenų pažeidimas buvo nustatytas ligonei, kurios ATP7B geno alelyje buvo 
vienuolikos nukleotidų delecija. Kadangi klinikiniai ir laboratoriniai tyrimai 
nėra specifiniai, todėl tebelieka svarbus šių tyrimų jautrumo bei specifiškumo 
nustatymas. Lietuvos VL sergantiesiems buvo tiriama ceruloplazmino 
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koncentracija kraujo serume, vario išsiskyrimas su šlapimu ir vario kaupimas 
kepenyse. Nustatyta, kad ceruloplazmino koncentracijos tyrimo jautrumas buvo 
Lietuvos VL buvo 74 proc. Lyginant ceruloplazmino koncentracijos tyrimo 
rezultatus tarp dviejų pagal genotipą VL grupių nustatyta, kad ceruloplazmino 
koncentracijos nustatymas yra jautresnis metodas sudėtiniams VL 
heterozigotiniams asmenims. Tuo tarpu vario koncentracijos tyrimo 
specifiškumas 88 proc. sutapo su kai kurių anksčiau atliktų tyrimų duomenimis. 
Steindl ir kt. 1997 nurodo, kad ceruloplazmino koncentracijos tyrimo jautrumas 
buvo 40 proc., o vario koncentracijos specifiškumas 60 proc. 

Kitos paveldimos metabolinės kepenų ligos HFE - hemochromatozės 
molekulinė genetinė diagnostika paremta dviejų c. 845G > A (p.Cys282Tyr) ir 
c. 187C > G (p. His63Asp) mutacijų nustatytmu.  

Jau 1975 metais Simon ir bendraautoriai nustatė, kad „idiopatinės“ 
hemochromatozės paveldėjimas yra susijęs su HLA-A3, HLA-B ir HLA-DR 
genų grupės tam tikro haplotipo paveldėjimu [94]. Simon ir kt. atliktas tyrimas 
patvirtino autosominį recesyvinį ligos paveldėjimo mechanizmą bei įrodė, kad 
genas lemiantis pirminės hemochromatozės atsiradimą yra 6 autosomos 
trumpajame petyje [94]. 1980 metais Simon su bendraautoriais paskelbė 
hipotezę, remdamiesi pirminės hemochromatozės tyrimais, kurioje teigė, kad 
c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacija turėjo atsirasti 1000 metų prieš Kristaus 
gimimą keltų tarpe. Keltų tauta susiformavo prieš 3000 metų Šiaurės Alpėse ir 
vėliau išplito Centrinėje ir Pietų Europoje išplatindami ir HFE – 
hemochromatozę lemiantį geną [94, 95].  

Alternatyvi hipotezė aiškinanti c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos dažnį 
skirtingose populiacijose buvo pasiūlyta 1981 ir 1983 metais [80, 62, 63]. Ji 
teigė, kad c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacija atsirado Skandinavijoje ir buvo 
išplitinta vikingų. Šiuo metu neabejojama, kad c.845G>A (p.Cys282Tyr) 
mutaciją išplatino asmuo, kuris gyveno Airijoje arba Skandinavijos šalyje ir 
turėjo HLA-A3-B7 arba HLA-A3-B14 haplogrupę [80]. Abiems hipotezėms 
neprieštarauja ir c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos dažnio tyrimai skirtingose 
Europos šalių populiacijose. Dažniausiai c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacija 
nustatoma Europos šalyse - Airijoje (11,4 proc.), Didžiojoje Britanijoje (8,2 
proc.), Britanėje, esančioje Prancūzijos provincijoje ir Skandinavijos šalyse. 
Skandinavijos šalių c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos dažniai yra skirtingi, 
bet skirtumai yra nedideli – 6,8 proc. Norvegijoje, 5,8 proc. Švedijoje, 5,6 proc. 
Danijoje ir 5,1 proc. Islandijoje [63].  

Visose Rytų ir Centrinės Europos šalių populiacijose c.845G > A 
(p.Cys282Tyr) mutacijos dažnis buvo panašus: 3,4 proc. Čekijoje ir Vengrijoje, 
3,5 proc. Estijoje ir Rusijoje (Maskvos regionas), 4,04 proc. Slovakijoje ir tik 
šiek tiek ši mutacija buvo dažnesnė Šiaurės Lenkijoje – 4,73 proc. [5, 84, 86,]. 
Lietuvos populiacijos gyventojų tarpe c.845G > A (p.Cys282Tyr) mutacijos 
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dažnis buvo 2,6 proc. Šis dažnis yra artimiausias mutacijos dažniui nustatytam 
Pietų Lenkijoje–3,1 proc. [67]. Buvusiose Jugoslavijos respublikose c.845G > 
A (p.Cys282Tyr) mutacijos dažnis panašus - 3,6 proc. Slovėnijoje, 3,3 proc. 
Kroatijoje, 4 proc. Bosnijoje ir Hercegovinoje. Mažiausias dažnis buvo 
nustatytas Serbijoje ir Juodkalnijoje – 1,6 proc. Austrijoje mutacijos dažnis 3,7 
proc., Vokietijoje 3,8 proc. c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijai yra būdinga, 
kad jos dažnis Europoje mažėja Šiaurės - Pietų ir Vakarų – Rytų kryptimi.  

Pietų Europos šalyse c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacija buvo rečiausiai 
sutinkama: Rumunijoje–1,75 proc., Graikijoje c.845G>A (p.Cys282Tyr) 
mutacijos dažnis buvo 0,3 proc. o Bulgarijos populiacijoje mutacija nenustatyta 
(0 proc.) [82, 81].  

Šio darbo metu c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos dažnis buvo tirtas ir 
skirtinguose Lietuvos etnokultūriniuose regionuose. c.845G>A (p.Cys282Tyr) 
mutacijos dažnis buvo panašus trijuose Lietuvos etnokultūriniuose regionuose 
ir statistiškai patikimai nesiskyrė Dzūkijoje (2,4 proc.), Aukštaitijoje - 2,3 proc. 
ir Suvalkijoje - 2 proc. Didžiausias c.845G>A (p.Cys282Tyr) HFE geno alelio 
dažnis statistiška patikimai buvo didesnis Žemaitijoje. Jos teritorijoje didesnį 
c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos paplitimą gal būt galėjo lemti vikingų 
imigracija. Vikingai dabartinėje Lietuvos teritorijoje pasirodė 800 – 1000 metų 
po Kristaus gimimo. Vykstant asimiliacijai su žemaičiais pakito populiacijos 
genų sudėtis ir buvo išplitinta c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacija Žemaitijos 
etnokultūriniame regione.  

HFE – hemochromatozės mutavusių alelių heterozigotiniai nešiotojai yra 5 
– 14 proc. Vakarų ir Šiaurės Europos šalių gyventojų ir vienas asmuo iš 200 – 
400 bendros populiacijos asmenų yra c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos 
homozigotas. 85 – 90 proc. pacientų, sergančių HFE – hemochromatoze yra 
homozigotai ir tik 5 proc. yra sudėtiniai heterozigotai. Natūralu, kad ši mutacija 
gali turėti evoliucinę prasmę. Manoma, kad ji apsaugojo nuo mažakraujystės, 
atsirandančios dėl dažno kraujo netekimo.  

Didesnis HFE geno mutavusių alelių dažnis lemia ir didesnį homozigotinių 
individų, kurie gali susirgti HFE – hemochromatoze, dažnį. Europoje 
daugiausia homozigotų, kurių genotipas yra c.[845G>A];[845G>A] 
p.[Cys282Tyr];[Cys282Tyr], yra Airijoje bei Didžiojoje Britanijoje. Rečiau 
nustatomi homozigotiniai individai Danijoje (0,4 proc.) ir kitose Skandinavijos 
šalyse. Ištyrus Lietuvos populiaciją buvo nustatytas vienas individas (0,1 proc.), 
kurio genotipas p. [Cys282Tyr]; [Cys282Tyr] ir 51 tiriamasis (5,1 proc.), 
kuriam buvo būdinga sudėtinė heterozigotija p. [Cys282Tyr];[His63Asp]. 
Europoje atliktų tyrimų duomenimis labai panašus homozigotinių individų 
dažnis buvo ir pietų Lenkijoje – tiktai vienas homozigotinis individas buvo 
nustatytas ištyrus 871 tiriamąjį ir buvo patvirtinti 6 proc. heterozigotijos atvejai 
[67]. Šiaurės Lenkijos gyventojų tarpe c.845G>A (p.Cys282Tyr) alelio dažnis 
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nedaug skyrėsi – tarp 2008 metais ištirtų 1517 asmenų du buvo c.845G>A 
(p.Cys282Tyr) homozigotiniai individai (0,2 proc.) ir 117 c.845G>A 
(p.Cys282Tyr) heterozigotiniai individai. Europinės dalies Rusijoje 
homozigotinių individų buvo 0,2 proc., tuo tarpu heterozigotiniai individai 
sudarė 6,4 proc. Estijoje c.845G>A (p.Cys282Tyr) homozigotinių individų 
buvo 0,2 proc. ir 6,6 proc. buvo heterozigotinių individų. Negalime HFE geno 
alelio c.845G>A (p.Cys282Tyr) dažnio Lietuvoje palyginti su Latvijos 
duomenimis, kadangi HFE - hemochromatozės geno alelių dažnio tyrimai 
neatlikti. c.845G>A (p.Cys282Tyr) homozigotinių ir heterozigotinių individų 
dažnio kitimai atspindi ir gradiento Šiaurės–Pietų kryptimi kitimus. Mažiau 
homozigotinių ir heterozigotinių individų nustatyta Slovėnijoje (0,16 proc. ir 
6,9 proc.) bei Kroatijoje (0,5 proc. ir 7 proc.). Dar mažesnis buvo HFE alelio 
dažnis Bulgarijos, Graikijos ir Rumunijos populiacijose.  

c.187C>G (p.His63Asp) mutacija atsirado baskų populiacijoje Paleolite 
laikotarpyje ir išplito kitose Europos šalyse [20]. Todėl šio alelio didesnis 
dažnis yra Pietų Europos šalyse - Portugalijoje (20,4 proc.), Prancūzijoje (17 
proc.) ir Ispanijoje (16,4 proc.) [17]. Lietuvoje nustatytas alelio dažnis 15,8 
proc. nesiskyrė nuo kitų Rytų ir Centrinės Europos šalių. Lenkijoje c.187C>G 
(p.His63Asp) alelio dažnis buvo 16,2 proc., Čekijoje 15 proc., Rusijoje 
(Maskvos regionas) 15,2 proc. [67,86]. Rečiau mutacija buvo nustatyta Estijoje 
(13,6 proc.). Alelis retesnis buvo Skandinavijos šalyse. Danijoje mutacijos 
dažnis buvo 12,8 proc., Švedijoje 12,1 proc., Norvegijoje 11,4 proc., Suomijoje 
10,1 proc. Retas alelis buvo ir vokiškai kalbančiose šalyse - Vokietijoje 
c.187C>G (p.His63Asp) dažnis buvo (10,8 proc.) ir Austrijoje (11,1 proc.).  

1999 Mura ir kt. nustatė mutavusį HFE geno c.193A>T (p.Ser65Cys) alelį. 
Ligi šiol šio alelio reikšmė HFE-hemochromatozės klinikinei raiškai nėra 
galutinai aiški. Nors ištirta nedaug populiacijų, bet visose populiacijose 
c.193A>T (p.Ser65Cys) alelio dažnis statistiškai patikimai nesiskyrė. Lietuvos 
gyventojų c.193A>T (p.Ser65Cys) alelio dažnis 1,9 proc. buvo panašus į 
Prancūzijoje nustatytą (1,95 proc.), nesiskyrė nuo Slovėnijos (1,8 proc.) ir 
Kroatijos (1,8 proc.). Mažesnis c.193A>T (p.Ser65Cys) alelio dažnis buvo 
nustatytas Čekijoje (1,25 proc.), Serbijoje (1,6 proc.). Didesnis c.193A>T 
(p.Ser65Cys) alelio dažnis buvo nustatytas Pietų Europos šalyse – Ispanijoje 
bei Portugalijoje. Ispanijoje c.193A>T (p.Ser65Cys) buvo 2 proc., Portugalijoje 
(Madeiros salose) 1 proc. Skandinavijos šalyse c.193A>T (p.Ser65Cys) alelio 
dažnis buvo skirtingas – didžiausias dažnis buvo nustatytas Suomijoje (2,2 
proc.), retesnis buvo Danijoje (1,8 proc.), Švedijoje (1,4 proc.) ir rečiausiai 
aptinkamas c.193A>T (p.Ser65Cys) alelis Farerų salose (1 proc.). 

Kitos, ne HFE hemochromatozės formos pasireiškia 2 – 4 gyvenimo 
dešimtmetį. HFE hemochromatozei būdinga švelnesnė ligos eiga, kuri 
pasireiškia penktą vyrų gyvenimo dešimtmetį ar šeštą moterų gyvenimo 
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dešimtmetį. Daugelis pacientų, turinčių HFE hemochromatozės predispoziciją, 
šia liga nesuserga. Ištyrus Lietuvos savanorių kraujo donorų populiaciją 
nustatyta, kad 0,1 proc. savanorių kraujo donorų buvo c.845G>A 
(p.Cys282Tyr) mutacijos homozigotai. 1,2 proc. savanorių buvo sudėtiniai 
heterozigotai. Lietuvoje turėtų būti 3000 c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos 
homozigotinių individų ir apie 30 000 sudėtinių heterozigotų. Didžiausio 
tyrimo Australijoje metu nustatant HFE geno penetrantiškumą buvo ištirtas 31 
000 žmonių ir nustatyta, kad tiktai 28 proc. vyrų ir 1 proc. moterų turėjo 
klinikinius HFE-hemochromatozės požymius (Allen ir kt. 2008). Nors 
Lietuvoje nėra vieningos HFE hemochromatozės sistemos šia liga sergančiųjų 
turėtų būti 500 asmenų. 

Apibendrinant galima teigti, kad VL ir HFE hemochromatozė yra retos 
paveldimos ligos, kurias svarbu tiksliai diagnozuoti ir gydyti. VL sergančiųjų 
genotipavimo rezultatai įrodė, kad dažniausia Lietuvos VL pacientų mutacija 
buvo c.3207C>A (p.His1069Gln), dažniausia ir kitose Rytų ir Centrinės 
Europos šalių populiacijose. Kitos nustatytos VL ligonių ATP7B geno alelio 
mutacijos buvo retos. Nors molekulinė genetinė diagnostika yra labai svarbus 
diagnostinis metodas, bet kiti laboratoriniai metodai taip pat svarbūs 
kasdieninėje diagnostikoje. Lietuvos VL pacientų tyrimų analizė parodė, kad 
jautriausias biocheminis tyrimas – vario koncentracijos šlapime tyrimas. 

Kitos paveldimos metabolinės kepenų ligos HFE-hemochromatozės 
genetinių tyrimų rezultatai parodė, kad mutavusių alelių c.845G>A 
(p.Cys282Tyr) ir c.187C>G (p.His63Asp) dažniai nesiskyrė nuo kitų Rytų ir 
Centrinės Europos šalių nustatytų. Atlikus savanorių kraujo donorų genoti-
pavimo rezultatų analizę pagal gyvenamąją vietą statistiškai patikimai buvo 
įrodyta, kad alelio c.845G>A (p.Cys282Tyr) dažnis buvo didesnis Žemaitijoje 
etnokultūriniame regione. Savanorių kraujo donorų genotipavimo rezultatai 
leido nustatyti ir asimptominės HFE – hemochromatozės dažnį bei apskaičiuoti 
galimų HFE–hemochromatozės ligonių skaičių.  
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IŠVADOS 
1. Dažniausia Lietuvos VL pacientų mutacija yra c.3207C>A 

(p.His1069Gln), kuri yra būdinga Rytų ir Centrinės Europos šalims. Kitos 
ATP7B gene nustatytos mutacijos c.3472-82delGGTTTAACCAT, 
c.3121C>T, c.3402delC, c.2304dupC buvo retos.  

 
2. Molekulinis genetinis metodas diagnozuojant Vilsoną ligą yra labai 

svarbus – 92,6 proc. ligonių  nustatomos ATP7B geno mutacijos. Šis 
metodas leidžia patvirtinti ligos klinikinę diagnozę ir nustatyti asimpto-
mines ligos formas. Kitiems klinikiniams-laboratoriniams tyrimams 
būdingas mažesnis jautrumas. Iš klinikinių-laboratorinių tyrimų Vilsono 
ligai nustatyti jautriausias buvo vario koncentracijos šlapime tyrimas, 
mažiau jautresni buvo ceruloplazmino koncentracijos kraujo serume 
tyrimas ir Kaizerio-Flaišerio žiedo ragenoje nustatymas.  

 
3. Ištyrus Lietuvos savanorius kraujo donorus buvo nustatyta, kad HFE–

hemochromatozės geno c.845G>A (p.Cys282Tyr) ir c.187C>G 
(p.His63Asp) mutacijų dažnis yra panašus kaip ir kitose Rytų ir Centrinės 
Europos šalyse ir artimiausias Lenkijai.  

 
4. Tarp Lietuvos savanorių kraujo donorų 1,3 proc. asmenų turi kliniškai 

išreikštos HFE-hemochromatozės išsivystymo riziką. Didesniu penetran-
tiškumu pasižymintis genotipas c.[845G>A]; [845G>A] p.[CysC282Tyr]; 
[CysC282Tyr] buvo nustatytas 0,1 proc., o mažesniu penetrantiškumu 
pasižymintis genotipas c.[845G>A];[187C>G] p.[CysC282Tyr]; 
[His63Asp] – 1,2 proc. tiriamųjų.  

 
5. HFE geno c.845G>A (p.Cys282Tyr) mutacijos dažnis statistiškai patiki-

mai buvo didesnis Žemaitijoje negu kituose Lietuvos etnokultūriniuose 
regionuose.  
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PRAKTINĖS REKOMENDACIJOS 
 

1. Atliekant Vilsono ligos molekulinę diagnostiką Lietuvos pacientams 
tikslinga pirmiausia nustatyti c.3207C>A (p.His1069Gln) alelį ir nustačius 
vieną arba neradus abiejų mutavusių c.3207C>A (p.His1069Gln) alelių 
tirti ATP7B geno 8, 14, 15, 16 ir 20 egzonus, kuriuose dažniausiai būna 
Lietuvos populiacijai būdingos ATP7B geno mutacijos. Dažniausios 
c.3207C>A (p.His1069Gln) mutacijos nustatytmas buvo įdiegtas LSMU 
ligoninės „Kauno klinikos“ laboratorinės medicinos klinikoje. 

 
2. HFE-hemochromatozės alelių c.845G>A (p.Cys282Tyr), c.187C>G 

(p.His63Asp) ir c.193A>T (p.Ser65Cys) dažnis Lietuvoje yra nedidelis ir 
artimas Rytų ir Centrinės Europos šalims. Ikisimptominės HFE 
hemochromatozės dažnis Lietuvos populiacijoje yra 1,3 proc. todėl 
klinikinėje praktikoje įtariant šią ligą, turėtų būti atliekamas molekulinis 
genetinis tyrimas, kuris leistų patvirtinti diagnozę. 

 
3. Genetiniai tyrimai klinikinėje praktikoje turėtų būti atliekami diferencinės 

diagnostikos tikslu ligoniams, kuriems įtariamas neaiškios etiologijos 
kepenų ligos. Sergančių Vilsono ir HFE–hemochromatoze asmenų 
siblingams (broliams ir seserims) turėtų būti atliekami šių ligų genetiniai 
tyrimai, siekiant laiku nustatyti latentines ir asimptomines ligos formas ir 
pradėti jų gydymą. 
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PRIEDAI 
0–1 – Vilsono ligos tikimybė maža 
1–4 – galima Vilsono liga 
4 ir daugiau – Vilsono liga 
 

1 lentelė. Vilsono ligos kriterijai (2001m. 8 tarptautinė Vilsono ir Menkės 
ligos konferencija Leipcigas)  

Simptomai Balai 

K-F žiedas  
nėra 1 
yra 2 

Neuropsichiatriniai simptomai (ar pakitimai 
nustatomi BMR tyrimo metu) 

0 

Yra 2 
Nėra 0 

Serumo ceruloplazmino koncentracija  
Normali >0.2 g/l 0 

0,1-0,2 g/l 1 
<0,1g/l 2 

Vario koncentracija paros šlapime  
Normali 0 

1-2k. didesnė negu norma 1 
>2k. didesnė negu norma 2 

normalus, bet ↑>5k virš normos po gydymo D 
penicilaminu 2x0,5 g 

2 

Cu kepenyse (nesant cholestazės ar hepatito)  
normalus <50μg/g 0 

50-250 μg/g 1 
>250 μg/g 2 

Dažymasis rodaminu (negalint matuoti Cu 
kepenyse) 

 

nėra 0 
yra 1 

Mutacijos  
Nustatytos abi mutacijos 4 
Nustatyta viena mutacija 1 

nėra ar neatlikta 0 
Hemolitinė anemija (Kumbso reakcija neigiama)  

Yra 1 
Nėra 0 
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2 lentelė. ATP7B geno pradmenų sekos  
Pradmuo Egzonas 

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

5'AATCCTCCTGGTGGGAGTGAGCAC3' 
1 

ATP7B exon 2 fov 
5'AGAAGCTGGGATGTTGTAGAAAATATTAGG3' 

ATP7B exon 2 rev 
5'-CCTATACCACCATCCAGGAG-3' 

2 

ATP7B exon 3 fov 
5'-GCCCTGAAACCTCTTGTTCTG-3' 

ATP7B exon 3 rev 
5'-CTACTGATAAACACAGTTGCTGGG 

3 

ATP7B exon 4 fov 
5'-CTTTGTTCGGTTATATTGACTGTGTC-3' 

ATP7B exon 4 rev 
5'-CCGTTACGCACCCACAGTA-3' 

4 

ATP7B exon 5 fov 
5'-TTCCATGGGAAAAGTTGAAGAATT-3' 

ATP7B exon 5 rev 
5'-AGACTCCCTGGACTGGCTTT-3' 

5 

ATP7B exon 6 fov 
5'-AGAGTTGGGCCCAGGTAGAG-3' 

ATP7B exon 6 rev 
5'-AGAGTTGGGCCCAGGTAGAG- 

6 

ATP7B exon 7 fov 
5'-AGGGGAGTGGCTTGTAATCC-3' 

ATP7B exon 7 rev 
5'-CTTAGCGGGCAGAATATCTGAC-3' 

7 

ATP7B exon 8 fov 
5'-CGCTCATTGAACTCTCCTCC-3' 

ATP7B exon 8 rev 
5'-AACATGGTGTTCAGAGGAAGTGAG-3' 

8 

ATP7B exon 9 fov 
5'-CAGCTGTCTCTAACACCACGC-3' 

ATP7B exon 9 rev 
5'-AAACCACATGGGCATCTGAT-3' 

9 

ATP7B exon 10 fov 
CTATTGTAACAGCTGGCCTAGAACC-3' 

ATP7B exon 10 rev 
5'-CTGTCACTTGCTCAGCCCC-3' 

10 
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2 lentelės tęsinys  
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'-TCTCAAGGCrniCTCTCAATGTG 

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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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 c.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), c.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), c.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 8th 
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 c.3207C>A (p.His1069Gln) mutation as described previously. 
Patients who were not homozygous for c.3207C>A (p.His1069Gln) mutation 
were further analyzed. The 21 exons of the WD gene were amplified in a 
thermal cycler (Biometra T3 Thermocycler, Göttingen, 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 c.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 μl, which contained 100 ng of genomic 
DNA, 200 μM of each dNTP, 200 nM of each primer, 1.0 mM MgCl2, 10× 
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 μl of the PCR product, 2.5 U of 
BclI (codon 63), HinfI (codon 65), or Rsa I (codon 282), and corresponding 
buffers. The samples were incubated for 2 h at 50°C for BclI restriction or at 
37°C for HinfI 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 χ2 goodness-of-fit test. The 
significance level was set at 0.05. The Fisher exact coefficient and χ2 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 c.3207C>A (p.His1069Gln) with an allele 
frequency of 74.1 %. Other ATP7B gene mutations were rare. The frequency of 
the alleles c.3472_82del11 (p.G1158fs) and c.3121C>T (p.Arg1041Trp) was 
3.7%, and the frequency of mutations c.3402delC (p.Ala1135fs), c.2304dupC 
(p.M769fs) 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) 

c.3207C>A (p.His1069Gln) 74 (62.3-85.7) 
c.3472-82del11 (p.G1158fs) 3.7 (0-8.7) 
c.3121C>T (p.Arg1041Trp) 3.7 (0-8.7 
c.3402delC (p.Ala1135fs) 1.9 (0-5.5) 
c.2304dupC (p.M769fs) 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 c.3207C > A 
(p. His1069Gln) mutations in the ATP7B gene. Fifteen persons (55.6%) were 
homozygous individuals with the c. [3207C > A]; [3207C > A] 
p.[His1069Gln];[His1069Gln] genotype. The compound heterozygosity was 
rarer – six persons (22.2%) had genotype c.3207C>A (p.His1069Gln) and 
another mutated ATP7B allele. Four persons (14.8%) had mutation in genotype 
c.3207C>A (p.His1069Gln), 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 
c.3207C>A (p.His1069Gln) 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: c.3472_82del11 (p.G1158fs), c.3121C>T (p.Arg1041Trp), or 
c.2304dupC (p.M769fs). 

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 (>100µg/24 h) in their daily excretion of urine. Two out 
of three patients had normal, but still high copper excretion (>90µg/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. 
 

 
Fig. 4.5.1. Biochemical test results in compound heterozygous patients with 

Wilson’s disease  

The examination of 15 homozygous individuals with genotype c.3207C>A 
(p.His1069Gln) 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 c.3207C>A 

(p.His1069Gln) 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 c.3207C>A (p.His1069Gln) 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. 

 
Fig. 4.6.1. Clinical signs in compound heterozygous patients  

with Wilson’s disease 
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Meanwhile, c.3207C>A (p.His1069Gln) 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.  
 

 
Fig. 4.6.2. Clinical signs in c.3207C>A (p.His1069Gln) homozygous 

patients with Wilson’s disease  

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 

Genotype Observed frequency, n (%) 
(95% CI) 

Expected frequency, n 
(%) 

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) CI (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 Žemaitija (Samogitia) located in the coastal 
part of Lithuania were significantly higher compared to those detected in 
Dzūkija (2.4%), Aukštaitija (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. 

 
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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5. 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 μg/24 h in 11 (84.6%) of 13 
patients, and in one asymptomatic sibling with WD it was even lower than 40 
μg/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.His1069Gln) missense mutation is the most frequent in Northern, Eastern 
and Central Europe, the c3400delC mutation is most common in Brazil, and 
c.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 c.3207C>A (p.H1069Q) mutation. Studies showed that in East 
Germany, 39% of WD patients were homozygous, and 48% - heterozygous for 
the c.3207C>A (p.His1069Gln) 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 c.3207C>A 
(p.His1069Gln) 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 c.3472-82delGGTTTAA-
CCAT, c.3402delC, and never before mentioned new c.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 c.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 c.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 Žemaitija (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 
Žemaitija 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 
1. The most frequent mutation among Lithuanian WD patients was found to 

be c.3207C>A (p.His1069Gln), which is the most common in Central and 
Eastern European populations. Other ATP7B gene mutations–
c.3472_82del11 (p.G1158fs), c.3121C>T (p.Arg1041Trp), c.3402delC 
(p.Ala1135fs), and c.2304dupC (p.M769fs) - were rare.  

 
2. 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.  

 
3. The frequency of the HFE-hemochromatosis gene mutations – c.845G>A 

(p.Cys282Tyr) and c.187C>G (p.His63Asp) – was similar to that in other 
Central and Eastern European countries, with the most similar frequency 
being in Poland.  

 
4. 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.  

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

significantly higher among the inhabitants of Žemaitija (Samogitia) – in 
the coastal (western) part of Lithuania.  
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PRACTICAL RECOMMENDATIONS 
1. Firstly, in the molecular diagnosis of patients with Wilson's disease, 

c.3207C> A (p.His1069Gln) 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 c.3207C> A (p.His1069Gln) mutation was introduced in the 
Clinic of Laboratory Medicine, LUHS Hospital.  

 
2. The frequency of HFE-hemochromatosis alleles c.845G> A 

(p.Cys282Tyr), c.187C> G (p.His63Asp), and c.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. 

 
3. 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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