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Ievads

Vilsona slimiba (VS) ir autosomali recesiva vara vielmainas patologija
ar prevalenci 1: 30 000 Eiropa, kuru izraisa apméram 800 dazadi al€liskie
varianti ATP7B géna (HGMD, n.d.).

VS kliniskas izpausmes ir loti dazadas, biezak ietverot aknu bojajumu
un neirologiskos simptomus. Vilsona slimiba var izpausties jebkura vecuma, lai
gan lielaka dala gadfjumu pirmie simptomi paradas vecuma no pieciem lidz
35 gadiem (Ferenci et al., 2003). Lai ari slimiba ir monoggna (patogenéze ir
iesaistits viens géns), novéro nozimigas klinisko izpausmju un pirmo simptomu
paradiSanas vecuma atSkiribas pacientiem ar vienadu genotipu, pat vienas
gimenes ietvaros. Lai arT slimibu izraisa dazadi ATP7B géna aléliskie varianti,
turpinas petijumi, lai izskaidrotu Vilsona slimibas variabilitati.

Viens no skaidrojumiem ir tads, ka paSa ATP7B géna al€liskajiem
variantiem ir dazada ietekme uz olbaltumvielas ATP7B funkcijam, kas
rezultjas atSkiriga fenotipa. Ir bijusi dazadi pétijumi par genotipa—fenotipa
saistibu ATP7B géna ietvaros — vieni bijusi ar pozitivu atradni (Hua et al. 2016;
Gromadzka et al., 2005), citi — ar negativu (Moller et al., 2011; Mukherjee et
al., 2014).

Otrs skaidrojums balstas uz iesp&jamu citu génu ietekmi VS fenotipa
modificésana. Ka VS klinisko gaitu ietekm@josie géni visbiezak tick minéti tie,
kuru kodétas olbaltumvielas ir iesaistitas vara vielmaina, piem., 4TOXI un
COMMDI, ka arT géni, kuru kodetas olbaltumvielas varétu bt iesaistitas aknu
Sunu at8kiriga reakcija uz iekaisumu, piem., HFE. ATOXI proteins ir vara
Saperons (mazo molekulu korektormolekula), kas nogada varu pie ATP7A un
ATP7B (ATP-azu) metalu saisto$ajiem domeniem, savukart, COMMDI
proteins ir iesaistits vara homeostazes regulacija, un izmainas taja ir atrastas

Bedlingtonas terjeriem, kas cie§ no vara toksikozes. Abi min&tie géni ir p&titi
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dazadas populacijas starp VS pacientiem, bet iegiitie rezultati ir pretrunigi
(Stuehler et al., 2004; Lovicu et al., 2006; Weiss et al., 2006; Simon et al.,
2008; Czlonkowska et al., 2018).

VS diagnostika balstas uz 2001. gada pienemtajam diagnostikas
vadlmijam (EASL, 2012), kur viens no galvenajiem diagnostiskajiem
kritérijiem ir samazinats ceruloplazmina Iimenis asinis. So izmainu var radit art
citi iemesli, piem., al€liskie varianti CP géna, kas kodé ceruloplazminu.
Vairakos pétfjumos ir atrasta saistiba starp al€liskajiem variantiem CP géna,
kuri, izmainot ceruloplazmina Itmeni asinis, var biit saistiti ar pastiprinatu
dzelzs uzkrasanos galvas smadzengs, ietekméjot tadu multifaktorialu slimibu ka

Parkinsona slimiba klinisko norisi (Zhao et al., 2015).

Darba aktualitate

Vilsona slimiba ir viena no retajam genétiskam saslim§anam, kuru var
veiksmigi arstét. Biezi vien kliniska diagnostika ir novélota, var$ jau ir
uzkrajies audos un neatgriezeniski bojajis tos. DNS diagnostika paver iesp&jas
diagnosticét VS presimptomatiski (biezak jau esoSo slimnieku radiniekiem,
veicot gimenes loceklu secigu testéSanu / kaskades skriningu). Sis slimibas
atklaSana un profilaktiskas terapijas uzsakSana pirms aknu vai neirologisko
funkciju traucgjumu paradiSanas var glabt cilvéka dzivibu un pasargat no
invaliditates. Latvija Vilsona slimibas DNS diagnostika tiek veikta jau kop$
2004. gada, parsvara balstoties uz biezaka patogéna al€liska varianta — H1069Q
noteikSanu, kas VS izraisa 35-45% gadijumu (Hedera, 2017). Lai atklatu citus
VS izraisoSos aléliskos variantus, nepiecieSama géna ATP7B tiesa sekven&sana.
Geénam ATP7B ir 21 eksons (g€na kodgjosas dalas), kuru tiesa sekvene&sana ir
laikietilpigs un dargs process, tieSi tapéc nepiecieSama Latvijas Vilsona
slimibas pacientu molekulara izpéte, nosakot al€lisko variantu ‘karstos
punktus”, kas palidz&tu izstradat Vilsona slimibas molekularas diagnostikas

algoritmu, atrak un l&tak diagnosticgjot VS citiem pacientiem.
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Ja izdotos atrast citu génu ietekmi uz Vilsona slimibas klinisko gaitu,
iespgjams, rastos pilnigaks priek$stats par slimibas patogenézi, labaka izpratne
par slimibas attistibas gaitu, paverot celu pilnigakai slimibas progres€Sanas

prognozesanai, I1dz ar to ietekmg@jot arT arstésanas taktiku un iznakumu.

Darba novitate

Darba pirmo reizi veikta CP g€na alElisko variantu analize starp
VS pacientiem. Literatiira aprakstita So variantu analize saistiba ar Parkinsona
slimibu un priekSkambaru fibrilaciju. Darba pirmo reizi noteikta Vilsona

slimibas prevalence jaundzimuso kohortas Latvija.

Darba merkis
Izpétit Vilsona slimibu raksturojosos genétiskos faktorus, ka ar noteikt

to asociaciju ar slimibas kliniskajam izpausmem.
Darba uzdevumi

1. Veikt biezaka, Vilsona slimibu izraiso$a 4ATP7B géna aléliska varianta
H1069Q noteiksanu ar PCR-BiPASA metodi pacientiem ar kltniski
apstiprinatu Vilsona slimibu vai ar aizdomam par to, noteikt ST
varianta sastopamibas biezumu.

2. Veikt ATP7B géna eksonu (kodgjoso rajonu), promotera (nekod&joso
rajonu) tieSo sekvenéSanu un multipleksa ligacijas atkarigu proves
pavairosanu (MLPA) ATP7B génam pacientiem ar kliniski, bet ne
molekulari apstiprinatu Vilsona slimibu vai ar aizdomam par to,
nosakot biezak sastopamos alé€liskos variantus.

3. Noteikt Vilsona slimibas prevalenci Latvijas jaundzimuSo kohortas.

4. Salidzinat Vilsona slimibas pacientu kliniskos datus ar ATP7B géna

aleliskajiem variantiem.



5. Molekulari apstiprinatajiem pacientiem ar Vilsona slimibu veikt
ATOXI1, COMMDI1, CP un HFE alelisko variantu noteikSanu, noteikt

to iesp&jamo saistibu ar VS fenotipu.

Darba hipotéze

Vilsona slimiba ir monogéna genétiska slimiba, kuru izraisa dazadi
ATP7B gena patogenie aléliskie varianti, bet dazado klinisko gaitu ietekmeé gan
ATP7B gena dazadie patogenie aléliskie varianti, gan izmainas citos génos, kas
ir saistiti ar vara un dzelzs metabolismu organisma (4A70X1, COMMDI, CP un
HFE).
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1. Materials un metodes

1.1. Pétijjuma grupas

P&tijums apstiprinats Latvijas Republikas Centralaja Etikas komiteja, un
tas veikts saskana ar starptautiskiem, Latvijas Republikas likumiem, Helsinku
un Taipejas deklaraciju. Pirms pétijuma uzsaksanas katrs pacients iepazinies ar
“Informaciju pacientam” un rakstiski apliecinajis pickriSanu dalibai p&tijuma,
parakstot “PiekriSanas apliecinagjumu”. Ja individs biologiska materiala
savak$anas bridT bija nepilngadigs, viens vai abi no biologiskajiem vecakiem
parakstija informétas personas piekriSanas formu. Pirms 2016. gada petijums
veikts petijuma “Ksenobiotiku metabolisma iesaistito enzimu kodg&joSo génu
polimorfismi Latvijas populacija un to nozime aknas metabolizeto
medikamentu terapijas izvele” ietvaros.

Pétfjumam tika apzinati dati no visiem pacientiem, kuru biologiskais
paraugs tika nosttits RSU Molekularas genétikas zinatniskajai laboratorijai
(MGZL) uz VS DNS diagnostiku un kuri parakstijusi informéto piekriSanu par
dalibu petijuma. Talaka p&tijuma pacienti tika ieklauti, balstoties uz Leipcigas
diagnostiskajiem krit€rijiem: 64 neradnieciski pacienti ar apstiprinatu VS (Cetri
un vairak punkti p&c min€tajiem kriterijiem); 14 pacienti ar klmiskam
aizdomam par VS (2-3 punkti péc Leipcigas diagnostiskajiem krit€rijiem), ka
ari astoni pacienti, kuriem VS atklata gimenes skrininga.

Asins paraugi DNS analizei tika pemti no periféram asinim dazadas
arstniecibas iestad€s: dazadas Bérnu Kliniskas universitates slimnicas (BKUS)
stacionarajas un ambulatorajas nodalas, dazadas Rigas Austrumu klniskas

universitates slimnicas (RAKUS) stacionarajas un ambulatorajas nodalas
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(galvenokart stacionara “Latvijas Infektologijas centrs”) laika posma no 2001.
lidz 2018. gadam.

Atklato jauno ATP7B gena alélisko variantu parbaudei tika izmantota
kontroles populacija: 93 individi 39-82 gadu vecuma grupa, kuriem nebija
klinisko datu par VS un kuri bija parakstijusi piekriSanu par neierobezotu vinu
biologiska materiala izmanto$anu dazadiem pétijumiem, ka ari dati par ATP7B
géna variantu biezumiem no 42 individiem dazada vecuma bez zinamas
hepatologiskas vai neirologiskas saslim$anas no RSU MGZL ieksgjas
datubazes, kas balstas uz kliniska eksoma datu analizes (ar1 Sie individi bija
parakstijusi piekriSanu par neierobezotu vinu biologiska materiala izmanto$anu
dazadiem pétijjumiem).

Slimibas anamnéze, klinisko simptomu raksturojums, laboratorisko
analizu un citu diagnostisko izmeklGjumu rezultati tika iegliti no arstu
aizpilditajam genétisko izmekl&jumu nositisanas veidlapam RSU MGZL, ka
arino VS pacientu ambulatorajam un stacionarajam kartém RAKUS stacionara

“Latvijas Infektologijas centrs” un BKUS.

1.2. Molekularie izmeklejumi

Visi molekularie izmeklgjumi veikti RSU MGZL laika posma no
2006. Iidz 2018. gadam.

DNS izdali$ana no venozajam asinim

No 2006. lidz 2015. DNS izdalita, izmantojot fenola—hloroforma
metodi. Metode adaptéta MGZL péc John un Kolégu aprakstitas DNS
izdaliSanas metodes (John et al., 1991). No 2015. gada DNS izdaliSana notiek,
izmantojot komercialu kitu Innu Prep DNA mini kit (Analytic Jena, Vacija),

izmantojot razotaja protokolu.
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ATP7B gena aleliska varianta H1069Q noteikSana ar PCR Bi-PASA
metodi

Metode adapteta no Polakovas metodes (Polakova et al., 2007).

Visiem pacientiem ar klmiski apstiprinatu VS vai aizdomam par to
veikta PCR Bi-PASA metode Eiropa biezaka VS izraiso$a aléliska varianta —
¢.3207C>A (p.H1069Q) noteiksanai.

ATP7B gena tiesa sekvenésana

ATP7B geéna eksonu un tiem piegulo$o intronu (+ 20 nukleotidu)
sekvengsana tika veikta visiem VS pacientiem ar kliniski apstiprinatu VS vai ar
aizdomam par to, kuriem biezakais al€liskais variants (p.H1069Q) netika atrasts
abas g€na al@lés. SekveneSanai tika izmantoti praimeri, kuri piemekleti,
izmantojot brivpieejas programmu Primer 3 (Primer3 Input (Version 0.4.0),
n.d.). ATP7B gena eksonu sekvengSana tika veikta, izmantojot adapteto
razotaja protokolu (Zarina et al., 2017). SekvenéSanas elektroferogrammas
analiz€tas, izmantojot programmu Chromas 2,4 versiju. legitas sekvences
salidzinatas ar BLAST datubazg pieejamo references sekvenci — NG_008806.1;
NM_000053.3 un NP_000044.2 (BLAST: Basic Local Alignment Search Tool,
n.d.).

Alélisko variantu patogenitates analizéSana

Visi atrastie al€liskie varianti tika parbauditi ASV Albertas Universitates
veidotaja “Vilsona slimibas mutaciju datubazg” (aktiva datubazes papildinasana
un uzturéSana tika partraukta 2010. gada) (EASL, 2012.) un Nacionala
Biotehnologijas Informacijas centra (National Center for Biotechnology
Information, NCBI) datubazg “ClinVar” (NCBI, n.d.). IepriekS neaprakstitu
alelisko variantu patogenitates parbaudei tika izmantotas Amerikanu
mediciniskas genétikas un genomikas koledzas (angl. American Colledge of

Medical Genetics and Genomics, ACMG) jaunu sekvences variantu

interpretacijas vadlinijas (Richards et al., 2015). Pie PP3 kritérija tika
13



izmantotas Polyphen-2, SIFT, Mutation Taster un Panther software
programmas, (Adzhubei et al., 2010) ka arT iepriek$ neaprakstitie varianti tika
parbauditi kontroles grupa. Savukart, ATP7B géna promotera (5 'UTR) rajona
tieSajai sekveng@Sanai tika izmantoti praimeri no iepriek§ aprakstita p&tfjuma
(Cullen, Prat and Cox, 2003). ATP7B géna promoters tika sekvenets visiem
pacientiem ar kliniski apstiprinatu VS ar ar aizdomam par to, kuriem netika
identificéti patogenie al€liskie varianti abas gena alélés, izmantojot PCR-

BiPASA un ATP7B géna kodgjoso dalu sekvengésanu.

ATOXI géna tieSa sekvenésana

Gena sekvengSana tika veikta visiem VS pacientiem, kuriem VS tika
molekulari apstiprinata (identificti divi patogenie al€liskie varianti ATP7B
geéna), lai noteiktu ATOX! g€na variantu iesp&jamo saistibu ar dazadu VS
fenotipu. Gena sekven€Sanai tika izmantoti praimeri, kuri piemekléti,
izmantojot brivpieejas programmu Primer 3 (Primer3 Input (Version 0.4.0),
n.d.). legiitas sekvences salidzinatas ar BLAST pieejamo references sekvenci —
NC_000005.10, NM_004045.3 un NP_004036.1 (BLAST: Basic Local
Alignment Search Tool, n.d.).

COMMNDI1 géna tie$a sekvenéSana

Gena sekvengSana tika veikta visiem VS pacientiem, kuriem VS tika
molekulari apstiprinata (identificéti divi patogenie al€liskie varianti ATP7B
geéna), lai noteiktu COMMD] géna variantu iesp&jamo saistibu ar dazadu VS
fenotipu. Géna sekvené&Sanai tika izmantoti praimeri no iepriek§ publicetiem
datiem (Gupta et al., 2010). Iegutas sekvences salidzinatas ar BLAST pieejamo
references sekvenci — NC _000002.12, NM_152516.3, NP_689729.1(BLAST:

Basic Local Alignment Search Tool, n.d.).
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CP géna tie$a sekvenéSana

Gena sekvenésana tika veikta visiem VS pacientiem, kuriem VS tika
molekulari apstiprinata (identificéti divi patogenie al€liskie varianti ATP7B
géna), lai noteiktu CP gena promotera variantu iesp&jamo saistibu ar VS
kliniskajiem simptomiem. Géena regulatoras dalas (promotera) sekvengSanai
tika izmantoti praimeri, no kuriem divi piemekl&ti, izmantojot brivpieejas
programmu Primer 3 (Primer3 Input (Version 0.4.0), n.d.), bet pargjie divi
izmantoti no iepriek§ publicetas informacijas (Zhao et al., 2015). CP géna
promotera (ne visa g€na) sekven€Sana tika izv€leta, pamatojoties uz citos
petjjumos iegilito informaciju, secinot, ka izmainas CP géna promotera var biit
saistitas ar izmainitu seruma ceruloplazmina ltmeni, tapéc CP g€na izmainas
var izraisit VS lidzigus simptomus (Zhao et al., 2015). Analiz€ tika izmantoti
Cetri praimeri: argjie — PCR produkta iegti$anai, ieksgjie (kopa ar argjiem) —
sekvenésanas reakcija. legiitas sekvences salidzinatas ar BLAST pieejamo
references sekvenci — NC_000003.12 (BLAST: Basic Local Alignment Search
Tool, n.d.).

Multipleksa ligacijas atkariga proves pavairoSana (MLPA)

MLPA tika veikta pacientiem ar kliniski apstiprinatu VS vai ar
aizdomam par to, kuriem VS nebija molekulari apstiprinata péc ATP7B géna
sekvengésanas. Protokols MLPA veik$anai adaptéts no reagentu razotaja majas

lapas (MRC-Holland, n.d.).

Kvantitativa PCR (¢qPCR)

Lai validétu iesp&jamas, MLPA atrastas duplikacijas, tika veikta
kvantitativa polimerazes kédes reakcija (¢PCR) un tika izmantota salidzinosa
CT metode (“Delta Delta C(T)” metode) atbilstoSi Livak et al. (Livak and
Schmittgen, 2001), un Qiagen rekomendacijam. Praimeru secibas intereses
rajoniem tika izvel&tas, lai amplificétu rajonu, kurs tika analiz€ts ar MLPA

zond€m, savukart, ka references regioni tika izmantoti ATP7B 2. eksons, kura
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kopiju skaita izmainas tika izslégtas, izmantojot MLPA un Sangera
sekvengSanu, un KRITI géna fragmentu (KRIT! tika izvelets ka references, jo
taja loti reti sastopamas kopiju skaita izmainas). Praimeru secibas tika
dizaingtas, izmantojot brivpieejas programmu NCBI Primer BLAST (BLAST:
Basic Local Alignment Search Tool, n.d.). Praimeru secibas, piesaistes
temperatiiru un produkta garumus skat. 1.1. tabula. Pirms gPCR veikSanas visi
PCR apstakli tika optimizeti, un amplifikacijas efektivitate un vienlidziba tika
parbaudita, izmantojot Standart curve, kura tika iegiita, veicot cetrus
desmitkartigus serijveida atSkaidijumus. Savukart, reakcijas specifiskums tika
parbaudits, izmantojot augstas izskirtspgjas kuSanas analizi (angl. high
resolution melting, HRM). Veicot gPCR, tika ieklauti: 1) paraugi ar aizdomam
par kopiju skaita izmaindm ATP7B géna no MLPA rezultatiem, 2) paraugi no
kliniski veseliem individiem, kuriem kopiju skaita izmainas A7P7B gena tika
izslégtas ar MLPA; 3) paraugi bez pievienotas DNS — negativas kontroles
paraugi. Visas reakcijas tika veiktas vismaz Cetras reizes (attiecigi veikti
Cetrkartigi secigi atkartojumi). Par kontroles paraugiem tika izmantoti tris
individu paraugi Par relativa fluorescenta signala stipruma koeficienta (“Delta
Delta C(T)”) normu tika pienemtas koeficienta robezas no 0,7-1,3, kas atbilst

divam kopijam konkrétaja intereses rajona.

HFE variantu noteikSana

HFE ggna variantu: C282Y (c. 845G>A; p.Cys282Tyr) un H63D
(c.187C>G; p.His63Asp) analize tika veikta visiem VS pacientiem, kuriem VS
tika molekulari apstiprinata (identificéti divi patogénie aléliskie varianti ATP7B
géna), izmantojot PCR-RFLP (Mura, Raguenes and Ferec, 1999; Garry et al.,
1997).
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1.1. tabula

Géna ATP7B eksonu praimeru secibas, piesaistes temperatiiras un
PCR produktu garumi gPCR veik$anai

Ex.! Praimeris 1 (5’- 3°) Praimeris 2 (5°- 3°) T G’
) (W9 (bp)
16 AGTCCCCCAGACCTTCT | CGTGGTCTGTCATA | 60 101
’ CTG GCGTCA
18 TTTGCAGAGGTGCTGC CAATGGCCACACCC | 63 136
) CTT ATGTCT
19 GATTTGCTGGATGTGG TGCAATGGGTATCC | 63 111
) TGGC CAACCA
) GTGGTCACCCTCCAAC GAAGTGCCTCGATA | 61 190
’ TGAG GCCCTC

I _ eksons; 2 — praimeru piesaistes temperatiira; > — PCR produkta garums.

1.3. Vilsona slimibas prevalences apréekini

Lai aprékinatu aptuveno VS prevalenci jaundzimu$o kohortas, tika
izmantota iepriek§ aprakstita metode (Reilly, Daly and Hutchinson, 1993).
Molekulari apstiprinato VS pacientu skaits (gan simptomatisko, gan
asimptomatisko pacientu, kas tika atklati gimenes skriningd) tika izdalits ar
jaundzimuSo skaitu konkrétaja laika perioda (dati — no Latvijas Centralas
statistikas parvaldes) (LCSP, n.d.). Apskatitais laika periods bija no 1964.—
2012.gadam. Laika posms pirms 1964.gada netika ieklauts analiz€, jo vara
noteikSanas diennakts urina Latvija ir pieejama no 1980.gada (dati iegdti,
telefoniski sazinoties ar P.Stradina KUS apvienotas laboratorijas parstavjiem).
Ta ka vidgjais VS simptomu paradiSanas laiks ir apmeéram 16 gadi (Coffey et
al., 2013), tad ka pirmais atskaites punkts tika nemts 1964. gads (1980 — 16 =
1964).
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1.4. Datu statistiska apstrade

Datu statistiska apstrade tika veikta, izmantojot /BM SPSSv22.0 un
PLINK 1.07 programmas.

Datu normalsadalfjums tika parbaudits, izmantojot histogrammas un
Shapiro-Wilk testu. Normali sadalitu datu centralas tendences tika raksturotas,
izmantojot vid&jas vertibas ar standartnovirzém, savukart dati, kas neatbilda
normalam sadalfjumam, tika raksturoti, izmantojot medianas vértibas ar
starpkvartilu intervalu.

Lai izvertStu pacientu genotipu saistibu ar fenotipu, tika izmantoti
ANOVA vai Kruskal-Wallis un Chi-square vai Fisher’s exact testi
nepartrauktiem un kategoriskiem datiem, atbilsto§i. CP un COMMDI génu
alglu izplatiba pirms talakas datu analizes tik parbaudita peéc Hardija—Veinberga
lidzsvara. CP un COMMDI gg€nu variantu asociacija ar Vilsona slimibas
fenotipu un ATP7B géna genotipu tika analiz€ta pec aléliska, dominanta,
recesiva un genotipiska iedzim§anas modela (tipa).

Hipotézu parbaudei tika izmantots nozimiguma Iimenis a = 0,05.
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2. Rezultati

2.1. Vilsona slimibas prevalence jaundzimuS$o kohortas

Prevalences jaundzimu$o kohortas aprékinos tika ieklauti 59 pacienti,
kuriem molekulari apstiprinata VS, ka arT astoni pacientu radinieki, kuri
sakotngji bija asimptomatiski. Laika posma no 1964. lidz 2012. gadam Latvija
kopa bija 1 463 083 dzivi dzimusi bérni (LCSP, n.d.). Aprekins: 67 pacienti /
1463 083 dzivi dzimusSie = 4,58 gadijumi uz 100 000 dzivi dzimuSo jeb
1:21 800.

2.2. Vilsona slimibas pacientu raksturojums

P&tjjuma tika izmantoti kliniskie un genétiskie dati no 64 pacientiem,
kuriem klmiski un/vai molekulari bija apstiprinata VS (péc Leipcigas
diagnostiskajiem kriterijiem — vismaz 4 punkti). PEtjjumam tika izmantoti dati
tikai no pirma VS gadijuma gimeng, radinieki pétijuma netika ieklauti. No
kliniskajiem un laboratorajiem datiem VS pacientiem tika analizéti: pirmo
simptomu veids; pirmo simptomu paradiSanas vecums; ceruloplazmina
daudzums asinis (g/dl); vara daudzums diennakts urina (pg) — pirmais
merjjums.

Vilsona slimibas pacientu dzimums un pirmo simptomu paradiSanas
vecums

VirieSu: sievieSu attieciba starp pétfjuma dalibniekiem bija 1,13 : 1
(34 viriesi : 30 sievieteém). VS pirmo simptomu izpauSanas vecums bija no trTs

lidz 54 gadu vecumam, ar vidgjo vecumu — 24,00 gadi (SD = 11,55 gadi), bet
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visvairak pacientu bija vecuma grupa no 25 lidz 30 gadiem. VS pacientu

sadalfjums pa vecumiem paradits 2.1. attéla.

VS pacientu pirmo simptomu raksturojums

P&c pirmo VS klmisko simptomu veida visi pacienti tika iedaliti trTs
grupas: 1) hepatologiskie simptomi; 2) neirologiskie un/vai psihiatriskie
simptomi; 3) jauktie (hepatologiski un neirologiski) un/vai psihiatriski
simptomi. VS raksturigais simptoms — Kaizera—FlaiSera gredzens netika

icklauts analizé datu trikuma dgl.

Pacientu skaits

o

B0

Vecums

2.1. attéls. Pacientu sadalijums pa vecumiem pirmo VS simptomu
paradiSanas bridi
Aknu slimiba ka pirma VS izpausme starp pacientiem izpaudas ka:
hronisks hepatits, aknu ciroze vai akiita aknu mazspgja (zibensveida hepatits).
Pie aknu slimibas biezakas stidzibas bija: neskaidras sapes védera, védera
uzpiSanas, slikta dusa, dzelte, asinosana no deguna, v&dera apjoma
palielinasanas, pastiprinats nogurums, nespéks un/vai adas nieze. Neirologiskie
simptomi izpaudas ka: roku un/vai kermena trice, ataksija, kognitivie un runas
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traucgjumi. Pie jauktajiem simptomiem noveroja hroniska hepatita vai aknu
cirozes kombinaciju ar roku un/vai kermena trici, intelekta trauc&jumiem,
dizartriju un disfagiju. Diviem no pacientiem anamnézg€ bija arT retakas pirmas
izpausmes, kas ir aprakstitas literatiira ka iespgjamas VS pazimes: vienai bija
amenoreja, otrai — v€lina gritniecibas partrauksanas, bet VS diagnostice€Sanas
bridi abam jau bija vérojama ar1 aknu ciroze. VS pirmo izpausmju sadalijumu

starp pacientiem skat. 2.1. tabula.

2.1. tabula

Vilsona slimibas pirmas izpausmes Latvijas pacientiem

Pacientu .
. . P . Pacientu
S Simptomi un/vai slimibas skaits .
VS pirmas izpausmes P - skaits
nozologiska forma (absoliitos kopa
skaitlos)

Hronisks hepatits 27
AKknu slimiba Aknu ciroze 13 42

Akiita aknu mazspéja 2

Roku un/vai kermena trice 12

Dizartrija + roku un/vai 3
Neirologiskas un/vai kermena trice 17
psihiatriskas izpausmes Halucinatori paranoids 1

sindroms

Ataksija + kognitivi 1

traucgjumi

Hronisks hepatits + roku 1

un/vai kermena trice

Aknu ciroze + roku un/vai 2 5
Jaukti simptomi kermena trice

Aknu ciroze + intelekta 1

traucgjumi

Aknu ciroze + dizartrija, 1

disfagija

Pacientu pirmie kliniskie simptomi (pa simptomu grupam) tika
salidzinati ar: ceruloplazmina ITmeni asinis; vara Itmeni diennakts urina;

dzimumu; pirmo simptomu sakSanas vecumu. Rezultatus skat. 2.2. tabula.
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2.2. tabula

Pirmo VS simptomu saistiba ar citiem laboratoriskajiem un kliniskajiem

raditajiem
Kliniskie un Neirologiskie
biokimiskie Hepatologiskie un/vai Jauktie vértiba
raditaji (n=42) psihiatriskie (n=5) P
n=17)

Ceruloplazmina
[Tmenis asinis, 0,11 0,13 0,08 0.562
g/dL; mediana, (0,08-0,13) (0,08-0,15) (0,07-0,15) ’
UQR)
Xr?;z hp“;“ls dn 197 163 374 0370
medidna (IOR*) (136-373) (96-268) (365-384)
X;rvlf‘:t‘es 19 :23 12:5 3:2 -
absoliitos skaitlos (p=0,09) (p=0,081) (p=0.192)
Simptomu
paradisanas 36,00
vecums — gadi; 20,21 (£9,10) 29,82 (+ 13,25) (*8.75) 0,066
vidgjais (ESD**)

*IOR — starpkvartilu amplitida; **SD — standartnovirze

Pirmo simptomu saistiba ar laboratorisko raditaju izmainam netika

atrastas. Tika novérots, ka neirologiskie simptomi (gan atseviski, gan kopa ar

hepatologiskajiem simptomiem) paradas vélak, bet starp datiem nenovéroja

statistiski nozimigas atskiribas (p = 0,066). Salidzinot kliniskos simptomus

starp dzimumiem, tika atrasta tendence, ka virieSiem biezak ir neirologiskie

simptomi, savukart, sievietém — biezak sastopami hepatologiskie simptomi, bet

datiem nebija statistiski nozimigu atskiribu.
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2.3. ATP7B gena analize

ATP7B geéna kodéjoso dalu (eksonu) analize

VS molekulari tika apstiprinata 51 pacientam, ka ar vigu septiniem
pirmas pakapes radiniekiem, no kuriem 37 aléliskais vaiants bija homozigotiska
stavokli, bet 14 — kompaunda heterozigotiska stavokli, pieciem pacientiem
patogéns al€liskais variants tika atrasts heterozigotiska stavokli, bet astopiem
pacientiem patogénu al€lisko variantu identificet neizdevas. Pacientu un vigu
radinieku genotipus skat. 2.3. tabula.

Vienam pacientam tika atrasts kompaunda heterozigotisks genotips ar
diviem ATP7B géna patog€najiem aléliskajiem variantiem (p.Met769Hisfs*26;
Gly869%*), no kuriem viens rezultgjas ar proteina aminoskabju ramja nobidi, bet
otrs ir termingjoss variants, kur§ rezult€jas ar paragra stop kodona izveidi.
Atrastais genotips ir vienigais, kas satur divus patog€nos al€liskos variantus, no
kuriem viens nav nesinonima aminoskabju nomaina, tapéc netika izmantots
turpmakaja datu statistiskaja analizé. Bet, analiz&jot minéta pacienta kliniskos
raditajus, pacientam VS pirmie simptomi paradijusies salidzinoSi vélu —
32 gadu vecuma, ceruloplazmina lTmenis pirmaja mérjjuma ir bijis Joti zems —
0,043 g/dl (norma > 0,20 g/dl), vara izdale diennakts urina péc D-penicilamina
proves — 2122 pg (norma < 70 pg), pacientam diagnosticéta dekompenséta
aknu ciroze.

Kopa starp VS pacientiem tika atrasti 23 aléliskie varianti, no kuriem
15 tika identificéti ka slimibu izraisoSi. Labdabigie varianti netika ieklauti
talakaja analiz€, jo netika noteikti pacientiem ar homozigotisku genotipu
(p.[His1069GIn];[His1069GIn]. No visam pacientu ATP7B géna algélem ka
patoge€nas vai iesp&jami patog€nas tika identificétas 83,59 %, bet 16,41 % al€lu
palika neidentificétas. Analizgjot al€]u sastopamibas biezumus, tika atrasts, ka

tikai tris al@liskie varianti bija sastopami vairak neka vienam individam:
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¢.3207C>A (p.His1069Gln); ¢.2304dupC (p.Met769Hisfs*26) un ¢.213_214del
(p-Val73GlufsX4). Alelu procentualo sadaltjumu skat. 2.4. tabula.

2.3. tabula

Latvijas Vilsona slimibas pacientu un vinu radinieku A7P7B gena genotipi

. — _ Pacientu Radinieku Kopéjais

Genotips péc HGVS nomenklatiiras* skaits skaits skaits
c.[3207C>A];[3207C>Al; 37 4 41
p.[His1069GIn];[His1069GIn]
¢.[3207C>A];[c.2304dupC]; 3 | 4
p-[His1069GIn];[p.Met769Hisfs*26]
c.[213_214del];[c.1934T>G]; | 0 |
p.[Val73GlufsX4];[p.Met645Arg]
c.[3207C>A];[c.213_214del]; 1 0 1
p.[His1069GlIn];[p.Val73GlufsX4]
¢.[3207C>A];[c.2293G>Al; | 0 |
p-[His1069GIn];[p.Asp765Asn]
¢.[3207C>A];[c.2305A>G]; | 0 |
p.[His1069GlIn];[p.Met769Val]
c.[3207C>A];[c.3402delC]; 1 0 1
p-.[His1069GlIn];[p.Alal135GInfs X13]
¢.[3207C>A];[c.3472_3482del]; | ) 3
p.[His1069GIn];[p.Gly1158Phefs*2]
¢.[3207C>A];[c.3800A>G]; | 0 1
p.[His1069GIn];[p.Asn1267Gly]
c.[3207C>A];[c.3971A>C]; 1 0 1
p-[His1069GIn];[p.Asn1324Thr]
c.[3207C>A]; [c.4106C>T]; | 0 1
p-[His1069GIn];[p.Ser1369Leu]
¢.[2304dupC];[2605G>T]; | 0 0
p.[Met769Hisfs*26];[ Gly869*]
c.[3649 3654del];[2817G>T]; | 0 0
p.[Vall217 Leul218del];[p.Trp939Cys]
c.[3106G>A];[=]; 1 0 1
p.[Vall1036lle];[=]
c.[3207C>A];[=]; 4 1 5
p.[His1069GIn];[=]
¢.[=L[=]s p. [FL[=] 8 0 8

*references secibas: NM_000053.3 un NP_ 000044.2.
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Algliskie varianti ATP7B géna tika atrasti 12 (no 21) eksonos. Visbiezak
aleliskie varianti bija sastopami tris eksonos: 14., 8. un 2, sastadot 76,56 % no
atklatajiem variantiem. Variantam c¢.3620A>G (p.His1207Arg) 17. eksona
ieprieks$ aprakstita patogenitate tika verteta ka pretruniga — tas ir aprakstits gan
ka patogéns (Abdelghaffar et al., 2008), gan ka labdabigs (Loudianos et al.,
1999), bet pec ACMG kritérijiem minétais variants tiek klasificéts ka labdabigs
(patoggnie pieradijumi — P, labdabiguma pieradijumi — B):

1) PP2 (atbalsto$s patogenitates pieradijums) — nesinonims variants géna,
kura labdabigi nesinontmi varianti ir reti sastopami, bet nesinonimi
varianti biezak ir zinami ka slimibu izraiso$i;

2) BAI (unikals, lietojams ka atsevisks labadiguma pieradijums) —
aleliska varianta biezums populacija ir > 5%; konkréta varianta
biezums GnomAD datubazg — 0,148 (GnomAD, n.d.);

3) BP4 (atbalstoss labdabiguma pieradijums) — vairaki skaitlo$anas riki —
“DANN”, “EIGEN”, “MutationAssessor”, “Primate AI” un “REVEL”
$o variantu prognozg ka labdabigu (Varsom, n.d.);

4) BP6 (atbalstoss labdabiguma pieradijums) — vairakos avotos minétais
variants tiek klasificets ka labdabigs — datubazes ClinVar (BLAST:
Basic Local Alignment Search Tool, n.d.) un UniProt (Blastp on
UNIPROTKB HUMAN, n.d.).

Pacientiem identificéto alélisko variantu atraganas vietu géna saistiba ar

proteina strukttiru skat. 2.2. attgla.
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2.4. tabula

ATP7B geéna patogeno alélisko variantu procentualais sadalijums

Aleéliskais variants* ATP7B Alélu skaits % o alélém
eksons

¢.3207C>A (p.His1069Gln) 14. 89 69,53
¢.2304dupC (p.Met769Hisfs*26) 8. 4 3,13
c.213 214del (p.Val73GlufsX4) 2. 2 1,56
c.1934T>G (p.Met645Arg) 6. 1 0,78
¢.3106G>A (p.Vall036lle ) 14. 1 0,78
¢.2293G>A (p.Asp765Asn) 8. 1 0,78
¢.2305A>G (p.Met769Val) 8. 1 0,78
¢.3402delC (p.Alal135GInfsX13) 15. 1 0,78
c.3472 3482del (p.Gly1158Phefs*2) 16. 1 0,78
¢.3800A>G (p.Asn1267Gly) 18. 1 0,78
c.3971A>C (p.Asn1324Thr) 19. 1 0,78
c.4106C>T (p.Ser1369Leu) 20. 1 0,78
¢.2605G>T (p.Gly869%) 11. 1 0,78
¢.3649 3654del 17.

(p.Vall217 Leul218del) 1 0,78
c.2817G>T (p.Trp939Cys) 12. 1 0,78
Neidentificéts - 21 16,41

*References secibas: NM_000053.3 un NP_ 000044.2.

ATP saisto3ais doméns

Cu++ kanala
Cu++ saistogais transmembranalie N-domé Transmembranalie
doméns doméni 1-6 -domens domeéni 7-8

‘'m 2 = 3 =4=5=6=7=- 8 =9=10=11=12=13=14=15=16=17=18 =19 =20= 21
p-Met645Arg p.LysB32Arg p.Val1036lle | p.Gly1158Phe*2| | ¢.3903+6 c>t
p.GlyB69* p.His1069GIn | p.Ala1140Val
Trp939Cys p.Ala1135GInfs813 pGly13415er
p-Asn1324Thr
p-Met769Hisfs*26 p.Asp1267Gly
p.Val73Glufs*4 p.Leud56Val/ p-Met769Val p-Thro91= p.Val1217_Leu1218del
p.Serd06Ala p-Val456Leu p-Asp765Asn p.Ala1003= p.His1207Arg p.Ser1369Leu

2.2. attels. ATP7B gena alélisko variantu atbilstiba proteina struktarai

Ar sarkanu atziméti patogénie varianti; ar zilu — nepatogénie; ar melnu — variants ar
pretrunigi aprakstitu patogenitati; ar violetu — jauni, ieprieks$ neaprakstiti, patogéni
varianti.
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Lielaka dala no aléliskajiem variantiem ir iepriek§ aprakstiti literatiira,
bet divi no atrastajiem variantiem — ¢.3800A>G (p.Asp1267Gly) 18. eksona un
¢.3971A>C (p.Asnl1324Thr) 19. eksona nav iepriek§ aprakstiti. Abu ieprieks
minéto alélisko variantu patogenitates parbaudei tika izmantotas ACMG jaunu
sekvences variantu interpretacijas vadliijas (Richards et al., 2015). Pie
patogenitates kriterijiem tika izmantotas Cetras patogenitates paredz&Sanas
(prognozesanas) programmas: Polyphen-2, SIFT, Mutation Taster un Panther
software, kas uzradija abu minétos variantus ka iesp&jami patogénus vai

slimibu izraisosSus (skat. 2.5. tabulu).

2.5. tabula

Alelisko variantu kaitiguma parbaudes rezultati

Aleliskais Varlants_(pec HGVS Aleliska varianta kaitiguma paredzéSanas riki
nomenklatiiras)
Reference: Reference: Mutation Panther
NM_0000533 | NP _000044.2 | PobPhen-2 | picer | SIET | software
Prognoze Prognoze Progno | Prognoze
ze

¢.3800A>G p-Aspl1267Gly | Iesp&jams, | Slimibu Patogé | lespgjams,
patogéns izraisoss ns patogéns

c.3971A>C p-Asn1324Thr | lesp&ams, | Slimibu Patogé | Iesp&jams,
patogéns izraiso$s ns patogéns

Abi jaunie varianti tika parbauditi arT kontroles grupai. Neaprakstitais
variants 18. eksona tika atrasts viena kontroles grupas aléle (ar retak
sastopamas al€les biezumu — 0,005), kas neatskiras no al€les biezuma pacientu
grupa (p > 0,05). Savukart 19. eksona aléliskais variants netika atrasts
nevienam no kontroles grupas. Alglisko variantu patogenitates parbaudes

rezultatus skat. 2.6. un 2.7. tabula.
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2.6. tabula

Neaprakstita ATP7B géna aléliska varianta (¢.3800A>G; p.Asp1267Gly)
patogenitates raksturojums peéc ACMG vadlinijam

Patogenitates
pieradijums Patogenitates pieradijuma paskaidrojums
(piezime)
PS4 (pieradijums | Biezums VS Biezums kontroles grupa
neizpildas) pacientu grupa
0,0078 0,0037

P =0,5163; OR =2,2990
PM1 (pieradijums | Variants izmaina proteina metalu saistoSo doménu (“Blastp on

izpildas) UNIPROTKB_HUMAN” n.d.)

PM2 (pieradijums | Konkrétais variants netika atrasts /000 genome project

izpildas) datubazeg (“Chrl3: 52.51M-52.51M - 1000 Genomes Browser”
n.d.)

PMS (pieradijums | Atrasti patogeni varianti VS datubaze (“Home Page” n.d.):

izpildas) ¢.3800A>C (p.Asp1267Ala) un ¢.3800A>T (p.Asp1267Val)

PP3 (pieradijums | Cetri kaitiguma paredz&$anas riki atzist variantu ka iesp&jami

izpildas) patogénu vai slimibu izraisoSu (skat. 4.5. tabulu)

PP4 (pieradijums | Pacientam ir VS raksturigie kliniskie simptomi, un ir atklats ar1

izpildas) patoggnais variants p.H1069Q

Slédziens: 3 vidgji kritériji (PM1+PM2+PMS5) + 2 atbalstosi (PP3+PP4) = visdrizak,
patogens (likely pathogenic)

ATP7B gena promotera analize
Analizgjot ATP7B geéna promoteru, tika atrasti pieci aléliskie varianti:
rs28362532, 159563084, rs145371060, rs749629764 un r1s1055659322, no

kuriem neviens nav patogens.

ATP7B gena parbaude ar MLPA

Veicot MLPA visiem pacientiem, kuriem Iidz tam nebija identificeti divi
patogénie ATP7B géna aléliskie varianti, tika iegiiti rezultati ar aizdomam par
ATP7B gena 16.eksona kopiju skaita izmainam (duplikaciju) vienam pacientam
(relativa fluorescenta signala koeficients = 1,31), ka arT par 18. un 19. eksona
kopiju skaita izmainam (duplikaciju) citam pacientam (relativa fluorescenta

signala koeficients = 1,34). legiitie rezultati tika parbauditi, izmantojot gPCR.
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2.7. tabula

Neaprakstita ATP7B géna aleliska varianta (c.3971A>C; p.Asn1324Thr)
patogenitates raksturojums péc ACMG vadlinijam

Patogenitates Patogenitates pieradijuma paskaidrojums
pieradijums
(piezime)

PS4 Biezums VS pacientu grupa
(pieradijums 0,0078
neizpildas) P = 0,2038; OR = nedefinéts
PM1 Variants izmaina proteina transmembranozo doménu (‘“Blastp on
(pieradijums UNIPROTKB_HUMAN” n.d.)
izpildas)
PM2 Konkretais variants netika atrasts Exome Aggregation Consortium
(pieradijums datubazg, bet tur ir cits variants $aja pasa pozicija — ¢.3971A>G
izpildas) (p-Asn1324Ser) — rs760285767, ar retakas aléles biezumu

0,000008 (“Reference SNP (RefSNP) Cluster Report:
Rs760285767” n.d.)

PP3 Cetri kaitiguma paredz&sanas riki atzist variantu ka iespgjami
(pieradijums patogénu vai slimibu izraisoSu

izpildas) (skat. 4.5. tabulu)

PP4 Pacientam ir VS raksturigie kltniskie simptomi, un ir atklats arT
(pieradijums patogenais variants p.H1069Q

izpildas)

Slédziens: 2 vidgji kriteriji (PM1+PM2) + 2 atbalstosi (PP3+PP4) = visdrizak,
patogens (likely pathogenic)

ATP7B gena parbaude ar gPCR

Veicot qPCR ieprieksgja punkta minétajiem diviem pacientiem, dati par

ATP7B geéna 16., 18. un 19.eksona kopiju skaita izmainam neapstiprinajas.

ATP7B gena alelisko variantu saistiba ar VS fenotipu

Lai izvertetu ATP7B géna alelisko variantu saistibu ar fenotipu, varianti
tika iedaltti divas grupas: “vieglie” (V) jeb aminoskabes nomainas varianti
(nesinonima viena nukleotida nomaina) un “nopietnie” (N), kas ietvéra gan
termingjoSo variantu (ar STOP kodona izveidi), gan ramja nobides variantus.
Abi variantu veidi tika salidzinati ar VS klmiskajam izpausm&€m un

laboratoriskajiem raditajiem. Sikak rezultatus skat. 2.8. tabula.
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2.8. tabula

ATP7B gena alélisko variantu saistiba ar VS kliniskajiem simptomiem un
laboratoriskajiem raditajiem

Klmiskie un ATP7B genotips* p vertiba

biokimiskie raditaji V/V* V/S** vai S/S***
(n=49) n=9

Kop¢gjais biezums; 42 (82,35%) 9 (17,65%) nav
absolitais skaits (%) noteikta
Ceruloplazmina 0,11 (0,08 —0,14) 0,068 (0,02 - 0,10) 0,015
Itmenis asinis, g/dL
(mediana (/QR))
Vara Iimenis dn 264 (160 — 389) 156 (94 — 438) 0,332
urina, pg (mediana
(IOR™))
Pirmo simptomu 24,24 (£11,20) 18,11 £7,36) 0,101
paradisanas vecums
(gadi = SD)
Hepatologiskie 30 (58,82%) 8 (15,69%) 0,571
simptomi, absolitais
skaits (%)
Neirologiskie 7 (13,73%) 1 (1,96%) 0,417
simptomi, absoliitais
skaits (%)
Jauktie simptomi, 5(9,80%) 0 (0%) 0,206
absoliitais skaits (%)

*V/V — aminoskabes nomaina/ aminoskabes nomaina; **V/S — aminoskabes nomaina /
termingjoss vai ramja nobides variants; ***S/S — termingjoss vai ramja nobides variants
/ termingjoss vai ramja nobides variants

Salidzinot viena nukleotida nomainu ar termin€joSu vai ramja nobides

variantu, statistiski nozimiga atSkiriba tika atrasta starp ATP7B géna genotipu

un ceruloplazmina Iimeni asinis — ceruloplazmina limenis asinis bija vairak

samazinats pie termingjosa varianta kombinacijas ar ramja nobides al€lisko

variantu. Salidzinot H1069Q aléliska varianta klatbtitni genotipa ar citiem

variantiem, statistiski nozimiga atSkiriba tika atrasta starp vairak samazinatu

ceruloplazmina Iimeni asinis un ne-H1069Q aléliska variantu genotipa (skat.

2.9. tabulu).
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2.9. tabula

ATP7B gena alélisko variantu (pec H1069Q klatbiitnes) asociacija ar VS
kliniskajiem simptomiem un laboratoriskajiem raditajiem

Klmiskie un biokimiskie ATP7B genotips* p vertiba
raditaji H1069Q/cits
H1069Q/H1069Q variants (n=12) vai
(n=36) cits variants/cits
variants (n=3)
Kop¢gjais biezums; 36 (70,59%) 12 (23,53%) -
absoliitais skaits (%)
Ceruloplazmina limenis 0,107 (0,080-0,135) | 0,080 (0,070-0,110) 0,003
asinTs, g/dL (mediana,
I0OR)
Vara limenis dn urina, pg 268 (161-470) 188 (125- 85) 0,263
(mediana, /OR*)
Pirmo simptomu 24,889 (£10,980) 19,000 (£9,502) 0,064
paradisanas vecums (gadi
+ SD)
Hepatologiskie simptomi, 26 (68,42%) 12 (31,58%) 0,488
n (%)
Neirologiskie simptomi, 7 (87,50%) 1 (12,50%) 0,569
n (%)
Jauktie simptomi, n (%) 3 (60,00%) 2 (40,00%) 0,654

2.4. ATOXI gena analize

Analizgjot ATOXI gena kodgjosas dalas un tam blakus esoSos

nekodgjosos rajonus (eksonu — intronu robezas), Cetriem pacientiem tika atrasts

viens aléliskais variants — 1s571657964 (NM_004045.3:c.7-15delC)
heterozigotiska stavoklt (MAF pacientiem = 0,023; MAF igaunu populacija =
0,012 (NCBI, n.d.). Mingtais al€liskais variants atrodas géna nekodg€josa dala —
2. introna, 15 nukleotidus aiz 2. eksona beigam (BLAST: Basic Local
Alignment Search Tool, n.d.). Analiz€jot variantu brivpieejas programma

Human Splicing Finder (Human Splicing Finder - Version 3.1, n.d.), kura

31



iesp&jams atrast al€lisko variantu iesp&jamo ietekmi uz splaisingu, tika secinats,
ka aléliskajam variantam nav ietekmes uz splaisingu. Nemot véra visu ieprieks
mingto, al€liskais variants netika icklauts talakaja statistiskaja analizg, jo tam ar

lielako varbiitibu nav ietekmes uz ATOXI géna ekspresiju.

2.5. COMMD]1 gena analize

Analizgjot COMMD]1 géna kodgjosas dalas, tika identific@ti trTs al€liskie
varianti: rs569267407, rs55677935 un rs9096. Talak tika salidzinata atrasto
COMMDI géna alélisko variantu biezums $aja pétijuma ar GromAD datu bazi

(GnomAD, n.d.). Rezultatus skat. 2.10. tabula.

2.10. tabula
COMMDI1 gena atrastie varianti VS pacientiem
NM _ NP AtraSanas p
Variants 152516. 689729.1 vieta MAF * | MAF ** vertiba
3 COMMDI1

rs c.-68 67 | - 1.introns 0,0088 0,0020 0,1469
569267407 | del TT
rs c.358 p-Arg 2.eksons 0,0440 0,0215 0,1553
55677935 C>T 120Trp
s c.492 p-Asp 3.eksons 0,0968 0,1263 0,3247
9096 C>T 164=

*MAF — retak sastopamas aléles biezums $aja petijuma; **MAF — retak sastopamas
aleles biezums GnomAD — eiropiesu (nesomu) populacija) (GnomAD, n.d.)

Visu tris géna COMMDI variantu retas al€les biezumi statistiski
nozimigi neatS$kiras no GnomAD datubazé mingtajiem bieZumiem. Ta ka
variants rs569267407 atrodas géna nekod&josa dala — introna, tika parbaudita ta
iespgjama ietekme uz géna splaisingu (izmantojot programmu Human Splicing
Finder) (Human Splicing Finder - Version 3.1, n.d.). Ta ka ietekme
neapstiprinajas, variants netika talak analizets. Abi atlikuSie divi varianti tika

parbauditi, vai atbilst Hardija—Veinberga lidzsvaram. Ta ka pie visiem
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variantiem p vértiba bija > 0,005, tad to sadalfjums atbilst Hardija—Veinberga

lidzsvaram (p vertibas un genotipu sadaljjumus skat. 2.11. tabula).

2.11. tabula

COMMDI gena alelisko variantu atbilsttba Hardija-Veinberga Iidzsvaram
VS pacientiem

Variants Aléles Genotipi p vértiba
1s55677935 C/T 1/3/58 (TT/TC/CC) 0,0803
159096 T/C 1/10/51 (CC/CT/TT) 0,4444

Talak tika salidzinati alélisko variantu vai genotipu biezumi (pé&c
dazadiem iedzimSanas modeliem) pret VS pacientu pirmajiem kliniskajiem
simptomiem (pemot ve&ra tikai tos pacientus, kuriem VS bija molekulari
apstiprinata, n = 49) un ATP7B géna genotipa (nemot veéra visus pacientus ar
kliniski apstiprinatu VS vai aizdomam par to, n = 62). Salidzinajumu skat.
2.12. tabula.

Starp al€lu un genotipu biezumiem un VS pirmajam kliniskajam
izpausmém netika atrastas statistiski nozimigas atskiribas. Salidzinot abu
variantu sastopamibas biezumus (p&c dominanta iedzimsanas modela) un pirmo
simptomu paradiSanas vecumu, netika noverotas atskiribas (rs9096 — p = 0,112;

1s55677935 — p = 0,146).
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2.12. tabula

COMMDI1 gena alélisko variantu saistiba ar VS fenotipu un ATP7B

genotipu
. R Hepato-
. Al | A2 | Neirologiskie logiskie p
Variants . o Modelis simptomi . . e
n=7 simptomi vertiba
n=42
C T Genotipu 0/0/7 1/2/39 0,9999
(TT/TC/C
rs 9]
55677935 | C T Aleliskais 0/14 4/80 0,9999
(T/C)
C T Dominant 0/7 3/39 0,9999
ais (TT +
TC/CC)
C T Recesivais 0/7 1/41 0,9999
(TT/TC +
CO)
T C Genotipu 0/1/6 1/6/35 0,9999
(ccrer/t
)
rs T C Aleliskais 1/13 8/76 0,9999
9096 (C/T)
T C Dominant 1/6 7/35 0,9999
ais
(CC+CT/
TT)
T C Recesivais 0/7 1/41 0,9999
(Cc/CT+
TT)
T C Genotipu | 0/1/12 1/2/46 0,6202
(TT/TC/C
&)
rs T C Aleliskais | 1/25 4/94 0,9999
55677935 (T/C)
T C Dominant | 1/12 3/46 0,9999
ais (TT +
TC/CC)
T C Recesivais | 0/13 1/48 0,9999
(TT/TC +
CO)
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2.12. tabulas nobeigums

ek *kkk
Variants A*l 1:3 Modelis Nen\=7§3 V:= 49 vérlt)iba
C T Genotipu 0/3/10 1/7/41 0,5510
(CC/CT/TT)
C T Algliskais 3/23 9/89 0,7142
rs (C/T)
9096 C T Dominantais 3/10 8/41 0,6847
(CC+CT/TT)
C T Recesivais 0/13 1/48 0,999
(CC/CT+TT)

*— algle 1; ** — aléle 2; ***Ne-VS — pacienti, kuru ATP7B géna genotipa netika atrasti
divi patogénie varianti; ****VS — pacienti, kuru ATP7B géna genotipa tika atrasti divi
patogénie varianti

2.6. CP gena analize

Analizgjot CP géna nekodgjosas dalas (promoteru), tika mekl&ti septini
aleliskie wvarianti: rs66508328, rs67870152, 1s16861642, rs73020328,
1s73166855, 1566953613 un rs11708215. Visi varianti tika parbauditi, vai
atbilst Hardija—Veinberga Iidzsvaram. Ta ka pie visiem variantiem p vértiba
bija > 0,005, tad to sadalijums atbilst Hardija—Veinberga lidzsvaram (p vértibas
un genotipu sadalfjumus skat. 2.13. tabula). Ta ka pirmie se$i no min&tajiem
variantiem parmantojas kopa, un starp to alélu biezumiem netika nove€rotas
atSkiribas (alelu biezumus skat. 2.13. tabula), tad analizei tika izv€l&ts viens no
tiem — rs66508328, ka arT rs11708215, kuru biezums atskiras no pargjiem

minétajiem variantiem.
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2.13. tabula

Vilsona slimibas pacientiem identificéto CP géna promotera alélisko
variantu raksturojums

Variants Aléles MAF* MAF** Vérlt)iba Genotipi Vérlt)iba
rs66508328 | G>A 0,0902 0,1068 0,5500 2/7/52 0,0608
(AA/AG/GG)
rs11708215 | A>G 0,175 0,2078 0,3771 2/17/41 0,9999
(GG/GA/AA)
rs67870152 | C>T 0,0902 0,1069 0,5541 2/7/52 0,0608
(TT/TC/CC)
rs16861642 | G>A 0,0902 0,1071 0,5485 2/7/52 0,0608
(AA/AG/GG)
rs73020328 | C>T 0,0902 0,1072 0,5430 2/7/52 0,0608
(TT/TC/CC)
rs73166855 | G>A 0,0902 0,1070 0,5485 2/7/52 0,0608
(AA/AG/GG)
1s66953613 | T>G 0,0902 0,1069 0,5485 2/7/52 0,0608
(GG/GT/TT)

*MAF — retak sastopamas aléles biezums $aja petijuma; **MAF — retak sastopamas

al€les biezums GnomAD — eiropiesu (ne-somu) populacija)(“GnomAD” n.d.)

Neviens no variantiem starp VS pacientiem statistiski nozimigi

neatskiras no GnomAD datubazé aprakstitajiem. Talak tika salidzinati alélu un

genotipu biezumi (p&c dazadiem iedzimSanas modeliem) attieciba  pret

VS pacientu pirmajiem simptomiem (nemot véra tikai tos pacientus, kuriem

VS bija molekulari apstiprinata) un ATP7B géna genotipa. Salidzinajumu skat.

2.14. tabula.

Starp alelu biezumiem un VS pirmajam kliniskajam izpausmém netika

atrastas statistiski nozimigas atskiribas. Tika atrastas statistiski nozimigas

atSkiribas starp abiem analiz€tajiem variantiem un ATP7B genotipu —

rs66508328 varianta AA genotips un rs11708215 varianta GG genotips (abi —

pec recesiva iedzimSanas modela) biezak bija sastopami starp pacientiem,

kuriem VS nebija apstiprinata pec ATP7B géna genotipa.
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2.14. tabula

CP géna promotera alélisko variantu saistiba ar VS fenotipu un ATP7B

genotipu
Variants Al | A2 Modelis Neirologiskie | Hepatologiskie P
* ok simptomi simptomi vertiba
n=3§ n =41
rs66508328 | A G Genotipu 0/1/7 0/6/35 0,9999
(AA/AG/GG)
A G Algliskais 1/15 6/76 0,9999
(A/G)
A G Dominantais 1/7 6/35 0,9999
(AA+AG/GG)
A G Recesivais 0/8 0/41 0,9999
(AA/AG+GQG)
rs11708215 | G A Genotipu 0/2/6 0/15/25 0,6938
(GG/GA/AA)
G A Algliskais 2/14 15/65 0,4998
(G/A)
G A Dominantais 2/6 15/25 0,7290
(GG+GA/AA)
G A Recesivais 0/8 0/40 0,6938
(GG/GA+AA)
Ne_VS*** VS****
n=12 n=49
rs66508328 | A G Genotipu 2/0/10 0/7/42 0,0289
(AA/AG/GG)
A G Algliskais 4/20 7/91 0,2240
(A/G)
A G Dominantais 2/10 7/42 0,9999
(AA+AG/GG)
A G Recesivais 2/10 0/49 0,0361
(AA/AG+GQG)
rs11708215 | G A Genotipu 2/0/10 0/17/31 0,0016
(GG/GA/AA)
G A Algliskais 4/20 17/79 0,9999
(G/A)
G A Dominantais 2/10 17/31 0,3059
(GG+GA/AA)
G A Recesivais 2/10 0/48 0,0373
(GG/GA+AA)

** — alele 1; ** — alele 2; ***Ne-VS — pacienti, kuru ATP7B géna genotipa netika
atrasti divi patogénie varianti; ****VS — pacienti, kuru ATP7B géna genotipa tika atrasti
divi patogénie varianti
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2.7. HFE gena variantu parbaude

HFE geéna tika analizeti divi patogénie varianti: C282Y un H63D.

Genotipu sadalfjumu skat. 2.15. tabula.

2.15. tabula

HFE genotipu sadalijums VS pacientiem atkariba no pirmajiem slimibas

izpausmes simptomiem

Genotips péc VS pirmas izpausmes (n = 61)

HFE

variantiem Hepatologiskie Neirologiskie Jauktie Kopa
C282Y/C282Y 1 0 0 1
C282Y/H63D 1 0 0 1
C282Y/N 3 0 0 3
H63D/N 17 1 1 19
N/N 20 13 4 37

N — savvalas tipa aleéle HFE géna attieciba uz C282Y un H63D variantiem

Analizéjot HFE gEna biezakos patogénos variantus VS pacientiem,
diviem pacientiem tika atrasts HFE genotipi, kuri molekulari apstiprina
hereditaras hemohromatozes diagnozi. Viens no pacientiem bija virietis, kuram
VS diagnosticéta 35 gadu vecumam un izpaudas ar hronisku hepatitu, bet otra
paciente bija sieviete, kurai VS diagnostic€ta 25 gadu vecuma ar aknu cirozes
pazimém. Abiem pacientiem bija ekstremali samazinats seruma ceruloplazmins
— virietiem attiecigi 0,054 g/L, bet sievietei — 0,089 g/L (pie normas —
> 0,2 g/L).

Veicot kliisko un biokimisko datu salidzinaSanu ar HFE g€na
genotipiem, statistiski nozimigas atskiribas netika atrastas (rezultatus skat. 2.16.

tabula).
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2.16. tabula

VS pacientu pirmo simptomu paradiSanas vecuma un seruma
ceruloplazmina Iimena saistiba ar HFE genotipu

. HFE I Slll_lp_t? mu Ceruloplazmins
Dzimums . Raditajs paradiSanas -
genotips seruma (g/L)
vecums
N/N Vidgjais 21,67 0,11
(n=12) aritmétiskais
Standarta 10,72 0,05
novirze (SD)
Patogénais | Vidgjais 23,71 0,11
aléliskais aritmétiskais
variants /N | Standarta 15,41 0,04
n=7) novirze (SD)
Viriesi Patogénais | Vidgjais 35,00 0,05
aléliskais aritmétiskais
variants/ Standarta - -
patog€nais | novirze (SD)
aleliskais
variants
(n=1)
p vértiba 0,596 0,512
Vidgjais 22,31 0,09
aritmétiskais
N/N Standarta 9,30 0,05
(n=13) novirze (SD)
Patogénais | Vidgjais 17,82 0,12
aleliskais aritmétiskais
variants /N | Standarta 7,73 0,04
(n=11) novirze (SD)
Sievietes | Patogénais | Vidgjais 24.00 0,09
aleliskais aritmétiskais
variants/ Standarta - -
patogénais | novirze (SD)
aléliskais
variants
(n=1)
p vértiba 0,421 0,367

N — savvalas tipa alele HFE géna attieciba uz C282Y un H63D variantiem
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3. Diskusija

Darba mérkis bija izpétit VS raksturojosos genétiskos faktorus, ka ari
noteikt to asociaciju ar slimibas kliniskajam izpausmém. Darba rezultati liecina,
ka VS Latvija ir sastopama salidzino$i biezi, to izraisa dazadi ATP7B géna
patogénie aléliskie varianti, bet, lielakoties, netiek noverota fenotipa/genotipa
saistiba, kas liecina, ka, VS klinisko simptomu un laboratorisko izmekl&jumu
variabilitati varétu ietekmet citu génu alEliskie varianti, bet $aja petjjuma
mingta hipot€ze neapstiprinajas.

Vilsona slimibas prevalence jaundzimso kohortas Latvija ir apméram
1 : 21 800 dzivi dzimusajiem. Janem véra, ka prevalences aprékins ir aptuvens,
jo 81 pétijuma jaunakais pacients ir dzimis 2012. gada. Nemot véra, ka vidgjais
VS pirmo simptomu izpausanas vecums ir 16 gadi (Coffey et al., 2013), tad
mingtaja perioda dzimusie berni ar VS potenciali vél ir asimptomatiski un
nediagnosticéti, kas liecina, ka prevalence varétu bt vel lielaka. Literatira VS
prevalence vari€ dazadas populacijas. Tas svarstas no 1 : 7 000 Iidz 1 : 100 000,
bet visbiezak citeta VS prevalence ir 1 : 30 000 (Czlonkowska et al., 2018).
Gadiem ejot, VS prevalence, liclakoties, palielinas, ko varétu skaidrot ar
miusdienas pieaugu$o genétisko testu pieejamibu un klinisko arstu lielaku
izglitotibu par gengtiskajam slimibam, t. sk. Vilsona slimibu (Czlonkowska et
al., 2018). Latvija VS prevalence ir biezaka neka 1 : 30 000, kas liecina, ka
Latvija VS diagnostika ir laba Itment. 2013. gada pétijuma Coffey Lielbritanija
VS divu patogéno al€lisko variantu nes€ju skaits tika noteikts ka 1 : 7000
(Coffey et al., 2013). Minétaja petjjuma VS patogenie varianti tika mekl&ti
1000 veseliem individiem, sekven&jot ATP7B génu. Latvijas VS pacienti tika
diagnosticeti sakotngji péc kliniskajiem simptomiem vai tikai molekulari starp

pacientu radiniekiem, tap&c biezumu nesakritibas vartu izraisit:
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1) VS nepietickama atpaziSana pec kliniskajiem simptomiem; 2) VS patogéno
alelisko variantu nepilniga penetrance; 3) dazads VS simptomu paradisanas
vecums (Czlonkowska, Gromadzka and Chabik 2009; Czlonkowska, Rodo and
Gromadzka 2008).

Latvijas pacientiem VS visbiezak manifestgjas vecuma no 25 Iidz 30
gadiem, ar vidgjo vecumu — 24,00 gadi (SD = 11,55 gadi), turklat jaunakais
pacients Latvija diagnostic€Sanas bridi bija tris gadus vecs, bet vecakais —
54 gadus vecs. Vecumu sadalijjums Latvijas pacientiem atbilst literattra
aprakstitajam — lielaka dala gadijumu pirmie VS simptomi paradas vecuma no
pieciem lidz 35 gadiem. Jaunakais aprakstitais pacients ar izmainitam aknu
funkcijam Vilsona slimibas d€l bija astonus ménesus vecs (Abuduxikuer et al.,
2015). Apméram 3 % pacientu simptomi paradas péc 40 gadu vecuma (Ferenci
et al., 2007), bet vecakajiem pacientiem pirmie simptomi paradijas vinu dzives
astotaja dekadg (Ala et al., 2005).

Vilsona slimiba var izpausties jebkura vecuma, un var tikt apsvérta
jebkuram pacientam ar neskaidru aknu vai neirologisku slimibu.

Lielakoties, VS var diagnosticet simptomatiski un klmiski, bet
molekulara diagnostika var but arkartigi nozimiga, lai atklatu asimptomatiskos
VS pacientus, 1pasi starp radiniekiem, tadel ir svarigi atklat biezakos al€liskos
variantus konkrétas populacijas, lai atvieglotu VS diagnostiku. Biezakais
patogénais ATP7B géna aléliskais variants Eiropa ir H1069Q (c.3207C>A,
p.-His1069Gln), kura biezums varié¢ dazadas populacijas — no 15 % (Francija)
lidz 72 % Polija (Gomes and Dedoussis, 2016). Saja pétijuma visbiezakais
aleliskais variants arT bija ¢.3207C>A (p.His1069GlIn), atklats 69,53 % al&lu,
kas atbilst iepriek§ aprakstitajam biezumam lielakaja dala Eiropas populaciju,
t. sk. Poliju (72 %). Kucinskas aprakstija loti lielu §1 varianta biezumu Lietuva
— 92,3 % (Kucinskas et al., 2008), bet petfjuma bija ieklauti tikai 13 pacienti,

kas varétu dot nepatiesus rezultatus. Citi patogénie varianti $aja petjjuma bija
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sastopami daudz retak — tikai trTs varianti bija sastopami biezak neka vienam
individam: ATP7B géna 2., 8. un 16. eksona (c.2304dupC (p.Met769Hisfs*26);
c.213 214del (p.Val73Glufs*4) un c.3472 3482del (p.Glyl158Phefs*2)), no
kuriem peédgjais gan bija sastopams tris sibiem. Viss iepriek§ mingtais liecina
par lielu alelu heterogenitati Latvijas populacijas VS pacientiem. Algliskie
varianti ATP7B géna tika atrasti 12 no 21 eksona. Visbiezak alEliskie varianti
bija sastopami tris eksonos: 14., 8. un 2., sastadot 76,56 % no atklatajiem
variantiem. Sie dati liecina, ka mingtie trfs eksoni biitu japarbauda vispirms,
analiz§jot jaunus VS gadfjumus Latvija. Bet, nemot véra lielo alglu
heterogenitati, neatrodot biezako variantu (H1069Q), ekonomiski izdevigak un
racionalak biitu sekvenet visus pargjos géna eksonus.

Lielaka dala no atrastajiem variantiem ir aprakstiti iepriekS. Pieméram,
16.cksona esosais variants (c.3472 3482del; p.Glyl1158Phefs*2) ir aprakstits
tikai divas populacijas — poliem (Gromadzka et al., 2005) un lietuvieSiem
(Kucinskas et al., 2008).

Divi varianti, kas tika atrasti $aja pétijuma, nebija aprakstiti ieprieks:
¢.3800A>G (p.Aspl1267Gly) un ¢.3971A>C (p.Asnl324Thr), bet, izmantojot
ACMG jaunu sekvences variantu interpretacijas vadlinijas (Richards et al.,
2015), tika pieradits, ka abi varianti ir “visticamak, patogéni”, tade] tie tika
ieklauti talakaja analizg.

Variantam ¢.3620A>G (p.His1207Arg) 17. eksona ieprieks aprakstita
patogenitate tika veértéta ka pretruniga — tas ir aprakstits gan ka patogéns
(Abdelghaffar et al., 2008), gan ka labdabigs (Loudianos et al., 1999), bet
2017.gada augusta tika papildinata datubaze ClinVar, un mingtais variants
atzits ka “labdabigs / visticamak, labdabigs” (BLAST: Basic Local Alignment
Search Tool, n.d.), tadg] tas netika ieklauts talakaja datu apstrade un analize.

No visam pacientu ATP7B geéna alélém ka patog€nas vai iesp&jami

patogénas tika identificétas 83,59 %, bet 16,41 % ale]u palika neidentificétas,
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tade] petjjuma tika ieklauta art ATP7B géna nekod&josa rajona — promotera
analize, ka arT iesp&jamas lielas (vairaku eksonu) duplikacijas vai delécijas tika
mekl&tas, izmantojot MLPA metodi. Diemzel p&dgjas divas no minetajam
metodém neuzlaboja identificeto alélu biezumu. Neatklato al€lisko variantu
iemesli varétu but dazadi: 1) iespjami al€liskie varianti dzili intronos vai
3’UTR (3’ netransl&jama rajona), kas netika ieklauti Saja petijuma; 2) VS ir
izraisijis kads neparasts mutaciju mehanisms, piem., hromosomu translokacijas
vai citas hromosomu strukturalas aberacijas, kas ietver ATP7B génu; 3) “alélu
izkriSana” jeb t. s. allelic dropout — labdabigi al€liskie varianti praimeru
piesaistes vietas, kas nelauj pavairot konkréto ge€na kopiju, tadel ar tieSo
sekvengSanu var nolasit tikai vienu g€na kopiju (mantotu no viena no
vecakiem) (Stevens et al. 2017); 4) VS Iidzigu fenotipu var€tu izraisit izmainas
citos génos; 5) Cita slimiba, kas kliniski tiek interpretéta ka VS. Pirmie divi no
miné&tajiem punktiem gan ir loti maz ticami, jo Coffey sava p&tijuma identific€ja
98 % alélu no kliniski apstiprinatiem VS pacientiem, un secindja, ka
“varbiitiba, ka VS izraisa al€liskie varianti citos génos, ir loti maza” (Coffey et
al., 2013). Citos pétfjumos gan atklato aleélu biezumi atSkiras: Beom H. Lee
zinojusi par 84,6 % atklatajam alélem liela Korejas VS pacientu pétljuma
(izmantojot gan tieso sekvene$anu, gan MLPA) (Lee et al., 2011); cita p&tjjuma
tika identificétas 68,5 % alelu (Okada et al., 2000); Turcijas p&tjjuma atklato
al€lu biezums bijis 71,9 % (Simsek Papur, Akman and Terzioglu, 2015), Danija
— 100 % (Moller et al., 2011a), Kina — 97,1 % (Hua et al., 2016), bet Indija —
tikai 77 %, ietverot ar1 ATP7B géna promotera un MLPA analizi (Mukherjee et
al., 2014). Atklato al€lu biezumu atskiribas liecina par iesp&jamam populaciju
atSkirtbam.

Iepriek$ publicétajos pétijumos, méginot noskaidrot fenotipa—genotipa
korelaciju, ir zinoti pretrunigi secinajumi (Stapelbroek et al., 2004; De Bem et

al., 2013; Chappuis et al., 2007; Vrabelova et al., 2005). Kada metaanalizes
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petijuma, kur analizéti rezultati no 11 dazadiem centriem, variants ¢.3207C>A
(p.-His1060GIn) bija saistits ar velinakiem un, galvenokart, neirologiskiem
simptomiem (Stapelbroek et al., 2004). Savukart citos p&tijjumos c.3207C>A
(p-His1069GIn) varianta statistiski nozimiga saisttba ar kliniskajiem
simptomiem netika atrasta (De Bem et al., 2013; Chappuis et al., 2007;
Vrabelova et al., 2005). Saja pétijuma rezultati uzrada tendenci, ka
neirologiskie un jauktie simptomi (neirologiskie un/vai psihiatriskie kopa ar
hepatologiskajiem) paradas vélinak, neka tikai hepatologiskie, kas sakrit ar
citiem p&tijumiem (Stapelbroek et al., 2004), bet dati nav statistiski nozimigi. S1
petijuma ietvaros arl nebija statistiski nozimiga saistiba starp VS izraisoSo
variantu un kliniskajiem simptomiem vai slimibas pirmo izpausmju vecumu.
Cita petjuma Gromadzka et al. klasifice ATP7B variantus divas grupas:

3

“nopietnie” (ieklaujot ramja nobides un termingjosos variantus) un “vieglie”
(ieklaujot nesinonimus jeb missense variantus) (Gromadzka et al., 2005).
Mingtaja pétijuma autori atrada izteiktu saistibu starp genétisko variantu tipu un
VS fenotipu, secinot, ka “nopietnie” aléliskie varianti izraisa kliniski smagakus
simptomus un VS ekspresiju agrinaka vecuma, neka “vieglie” varianti. Saja
petijuma ar1 tika mekléta saistiba starp dazadiem variantiem. Dati paradija
tendenci, ka “nopietnie” varianti genotipa saistas ar agrinaku VS simptomu
izpausanos, bet rezultati nebija statistiski nozimigi (p = 0,101). Statistiski
nozimiga at$kiriba tika novérota starp “nopietno” variantu esamibu genotipa un
ceruloplazmina Iimeni asinis — ja genotipa bija kaut viens ramja nobides vai
termingjoSais variants, ceruloplazmina Iimenis bija zemaks, neka pie
homozigotiska genotipa tikai ar “vieglajiem” variantiem. Dati dal&ji sakrit ar
Gromadzka petijuma secinajumiem, bet janem vera, ka $aja petijuma abu veidu
genotipu grupas bija skaitliski loti atSkirigas (42 pacienti pret 9 pacientiem).
L1idzigu pétijumu veica arl Cocos, kura zinots par ramja nobides variantu

saistibu ar VS agrinaku izpausmi (Cocos et al., 2014).
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Nemot véra ATOX1 proteina svarigo mijiedarbibu ar ATP7B proteinu,
ir bijusi vairaki petijumi, kur mekletas iespgjamas izmainas ATOXI] gena
Vilsona slimibas pacientiem, bet rezultati visur ir bijusi negativi (Simon et al.,
2008; Lee et al., 2011; Czlonkowska et al., 2018). Saja pétijuma ATOX] géna
arT netika atrastas izmainas, kas ietekm&tu proteina aktivitati, lidz ar to
neizdevas pieradit, ka izmainas ATOX/ géna varétu modificét VS fenotipu.

Meklgjot izmainas citos génos, kas varétu ietekmét VS kliniskas
izpausmes, pétnicku uzmanibas centra nokluva COMMDI géns, kura patogénie
varianti ir pieraditi ka vara toksikozi izraiso$i Bedlingtonas terjeriem, kas
kliniski izpauzas lidzigi ka Vilsona slimiba cilvékiem (van De Sluis et al.,
2002). Ir bijusi vairaki petfjumi, kuros analiz&ta §1 g€na variantu iespgjama
ietekme art cilvekiem. Stuehler et al. atklaja, ka 492. pozicija esosa nukleotida
nomaina no T uz C (p.Asnl64=) saistas ar agrinaku (apmé&ram par 10 gadiem)
VS klinisko simptomu izpausmi. Ta ka variants neizmaina aminoskabi proteTna
(klus€joss variants), tad autori k@ iespgjamos skaidrojumus min varianta
varbitéjo ietekmi uz mRNS struktiiru, stabilitati un proceséSanu, kas var
ietekmet talako géna ekspresiju. V&l min&ta petijuma autori raksta, ka atrastais
variants, iesp&ams, ir kadas citas izmainas, kas var€tu ietekmet vara
metabolismu, markieris. (Stuehler et al., 2004). Saja pétfjuma ari tika atrasts
iepriekS aprakstitais variants starp Latvijas VS pacientiem. Analizgjot ta
iesp&jamo saistibu ar slimibas kliniskajam izpausmém, saistiba netika atrasta,
lidz ar to neapstiprinajas ieprieks minéta hipotéze.

Cita petijuma 2010.gada Gupta et al. rakstijusi par kada cita varianta
¢.521C>T (p.Thr174Met) ietekmi uz VS fenotipu — vini saista So variantu ar
vairak paaugstinatu vara Itmeni urina, ka arT ar pastiprinatu $tinu apoptozi VS
pacientiem (Gupta et al., 2010). PasSreizgja petjjuma sads variants COMMD1

géna netika atrasts nevienam no Latvijas VS pacientiem.
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Vel ir bijusi vairaki p&tijumi ar COMMD] ggna variantu ietekmi uz VS,
bet diemzel nekada saistiba $ajos petijumos neapstiprinajas (Lovicu et al.,
2006; Weiss et al., 2006).

Saistiba ar HFE gena variantu ietekmi uz VS simptomu attistibu ir bijusi
vairaki pétjjumi. Genotipi ar biezakajiem variantiem (C282Y un H63D)
heterozigotiska stavokli pie hemohromatozes reti ir saistiti ar aknu bojajumu
tikai dzelzs uzkrasanas dél; dazos pétijjumos ir pienémums, ka paaugstinata
dzelzs koncentracija aknas var ietekmét citu aknu slimibu gaitu (Bulaj et al.,
1996).

HFFE ggéna biezako patog€no variantu heterozigotitates ietekme uz VS
gaitu ir pretruniga: Hafkemeyer aprakstija pacientu ar VS un heterozigotu
(attieciba uz biezakajiem variantiem) genotipu HFE ggna, kuram noveroja
dzelzs uzkrasanos aknas (Hafkemeyer et al., 1994), bet Erhardt nenovéroja
nozimigu saistibu starp dzelzs raditajiem un HFE géna patog€najiem
variantiem (Erhardt et al., 2002). Sorbello ir pieradijusi HFE géna patogéno
variantu ietekmi uz papildus dzelzs uzkrasanos VS pacientiem, kas ietekmé
aknu slimibas attistibu. Saja pa$a pétijuma secinats, ka medikamentu devu
korigé8ana VS arstéSana, lai noverstu papildus dzelzs uzkrasanos, ir efektiva
tikai HFE savvalas tipa varianta gadijumos (Sorbello et al., 2010).

Saja pétijuma diemzél nebija pieejami pietickami daudz klinisko datu
dzelzs metabolisma izvértésanai, bet, vértejot HFE géna divu biezako variantu
ietekmi uz VS pirmos simptomu paradisanas vecumu un ceruloplazmina limeni
asinis, statistiski nozimigas atskiribas netika atrastas, kas neapstiprina izvirzito
hipotézi, ka HFE géna varianti vartu ietekmé&t aknu iekaisuma attistibu.
Petfjuma dati tikai parada tendenci, bet, lai sikak analiz€tu aknu iekaisuma
izmainas pie dazadiem HFE géna genotipiem, biitu nepiecieSams paplaSinat
pétijuma pacientu grupas, ka arT izvéleties papildus kliniskos un biokimiskos

markierus.
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Saja pétfjuma no VS pacientiem ar kliniski apstiprinatu VS diagnozi tika
identificeti 83,59 % ATP7B géna alelu, bet 16,41 % palika neidentificetas. Dazi
iespgjamie skaidrojumi jau tika pieminéti iepriekS diskusija, bet ka vel viens
skaidrojums varétu but fakts, ka, iespgjams, VS pacientiem ar Kkliniski
apstiprinatu VS diagnozi nemaz nav VS, bet gan Vilsona slimibai lidziga
slimiba. VS kliiskie un laboratorie diagnostikas kriteriji ir izstradati
2001.gada, un kops ta laika nav mainijusies. Ir publiceti vairaki p&tijumi par
vadliniju un kriteriju parskatiSanu (Hedera, 2017), bet Eiropas limeni tas
palikusas nemainigas (EASL Clinical Practice Guidelines: Wilson’s Disease,
nd.). Ka divi no kritérijiem VS diagnostika ir minti samazinats
ceruloplazmina limenis asinis un neirologiskie simptomi. Pie VS
ceruloplazmina Iimenis ir samazinats vara uzkraSanas d€], bet samazinatu
ceruloplazmina ITmeni asinis var izraisit ari citi iemesli, ka, piem&ram,
aceruloplazminémija un malabsorbcija. (EASL Clinical Practice Guidelines:
Wilson’s Disease, n.d.). Ceruloplazmina limena noteikSana asinis tiek
rekomendéta ka pirmais solis VS diagnostika (Roberts and Schilsky, 2008). Tas
vel joprojam kalpo ka skrininga metode, bet pat ar loti samazinatu
ceruloplazmina Itmeni asinis nepietiek diagnozes apstiprinasana, lai gan $aja
petijuma nevienam no pacientiem netika konstat€ts normals seruma
ceruloplazmina Itmenis. Seruma ceruloplazmina Iltmenis < 20 mg/dL ir
izmantojams VS diagnostika, bet kop€ja testa diagnozes paredzosa vértiba ir
loti zema — 5,9% (Cauza et al., 1997). Ceruloplazmins ir galvenais varu
saistoSais proteins plazma (ar to saistas > 90 % no vara). Tas pastav divas
formas — ka holoceruloplazmins ar piesaistito varu un apoceruloplaznins, kurs§
nesatur varu (Hellman and Gitlin, 2002). Gandriz vienmér to mera, izmantojot
uz antivielam balstitos, radioimunologiskos testus, kas nespgj atSkirt abas
ceruloplazmina izoformas, izraisot varu saisto$a protetna ITmena asinis

parvertésanu. Seruma ceruloplazmina Itmeni var arT noteikt enzimatiski,
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nosakot ta vara atkarigas oksidazes aktivitati. Sis tests spgj atikirt
apoceruloplazminu no holoceruloplazmina, bet netick plasi pielietots. Loti
samazinats ceruloplazmina Itmenis asinis ( <5 mg/dL) ir loti saistits ar VS, bet
tik zemi raditaji var ar1 tikt atrasti pie citam slimibam, piem.,
aceruloplazmin€mijas, ko izraisa patog€ni al€liskie varianti CP géna.
Neirologiskie simptomi pie aceruloplazminémijas var atdarinat VS, bet tam par
iemeslu patiesiba ir dzelzs uzkrasanas (Hedera, 2017). Tados gadijumos, lai
apstiprinatu aceruloplazminémiju, japarbauda pirmas pakapes radinieku seruma
ceruloplazmina Itmenis (heterozigotiskiem patogéna al€liska varianta nesgjiem
tas ir arl samazinats), ka arT parasti atrod samazinatu dzelzs Itmeni seruma,
paaugstinatu ferritina Itmeni, diab&tu un pieradijjumus par dzelzs uzkrasanos
galvas smadzenu magnétiskas rezonanses izmekl€jumos (Hellman and Gitlin,
2002). Nemot véra tikko minéto simptomu un laboratorisko raditaju izmainu
trtkumu VS  pacientiem bez molekulari apstiprinatas  diagnozes,
aceruloplazminémijas diagnoze ir apSaubama, bet izmainas jeb aléliskie
varianti CP géna ir aprakstiti dazados pétijumos: gan par Parkinsona slimibu
(Zhao et al., 2015), gan sirds priekS§kambaru mirdzaritmiju (Adamsson Eryd et
al., 2014; Arenas de Larriva et al., 2017), kuros secinats, ka izmainas CP g€na
promotera (nekod€josaja dala) var biit saistitas ar izmainitu ceruloplazmina
limeni. Saja pétijuma tika atklats, ka CP géna promotera rs66508328 varianta
AA genotips un rs11708215 varianta GG genotips (abi — péc recesiva
iedzim$anas modela) biezak bija sastopami starp pacientiem, kuriem VS nebija
apstiprinata pe€c ATP7B géna genotipa. Tas vargtu liecinat, ka iepriek§ minétie
varianti CP géna varétu ietekm& gena ekspresiju, izraisot samazinatu
ceruloplazmina Itmeni asinis, kas savukart izraisa dzelzs pastiprinatu
uzkrasanos galvas smadzengs, izraisot Parkinsona slimibai lidzigus simptomus,
kas ir raksturigi arT Vilsona slimibai. Protams, ka datiem ir ieteicosa daba — tie

liecina par pétfjuma talako iesp&jamo attistibas virzienu, palielinot pacientu
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grupas lielumu, jo paslaik pacientu grupas bija salidzinosi mazas, un, lai ar1
atSkirtbas bija statistiski nozimigas, nemot v&rd mazo grupu lielumu,
rezultatiem vargja biit nejausa atradne. Zhao petnieku grupa art publicgjusi
datus par min&tajiem CP g€na promotera variantiem un secinajusi, ka variantu
retas al€les ir biezak sastopamas starp Parkinsona slimibas pacientiem un tie

saistas ar slimibas agrinaku izpausmi (Zhao et al., 2015b).

3.1. Pétijjuma ierobeZojumi

Lielaka dala no pétjjuma analizém ir veiktas ar salidzino$i nelielu
pacientu grupu — 64 pacientiem. Nelielajai pacientu grupai ir vairaki
izskaidrojumi:

1. Vilsona slimiba pieder reto slimibu grupai ar biezak piemingto
prevalenci — 1 : 30 000. Nemot véra mingto prevalenci un vidgjo
Latvijas iedzivotaju skaitu (1,92 miljoni) (LCSP, n.d.), tad Latvija
biitu jabit ap 65 pacientiem;
2. Latvijas Vilsona slimibas pacienti liclakoties bija v&érsusies pie
hepatologiem — pastav varbiitiba, ka, aptverot lielaku specialistu
spektru, pacientu grupa bitu lielaka;
3. nebija verojama liela atsauciba no pacientu pirmas pakapes
radiniekiem — iesp&jams, ar1 tad analiz€jamo pacientu grupa biitu
lielaka;
4. nemot vera, ka pacientu paraugi tika savakti salidzinosi liela laika
posma, tad visam molekularajam analizém nebija vairs pieejami visu
pacientu paraugi.
Nemot vera nelielo pacientu skaitu, §1 p€tijuma datiem ir virzoSa tendence, ko
butu velams parbaudit lielaka populacija, piem&ram, veicot starpvalstu

petijumus.
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3.2. Kliniskas rekomendacijas

1. Visiem pacientiem ar kliniski apstiprinatu Vilsona slimibu vai
aizdomam par to, sakotngji veikt biezaka aléliska varianta noteikSanu,
bet pie negativa rezultata — veikt ATP7B geéna eksonu sekvengsanu. Ja
diagnoze netiek molekulari apstiprinata, ieteicams parskatit slimibas
diferencialdiagnostiku;

2. Vilsona slimibas pacientiem, Tpasi — molekulari apstiprinatajiem, tiek
rekomendéts radinieku (ipasi — pirmas pakapes) genétiskais skrinings;

3. Vilsona slimibas pacientiem, ipasi ar prevalgjoSu neirologisko
simptomatiku, kuriem diagnoze nav apstiprinata molekulari, ieteicams

noteikt citus iesp&jamos simptomu un biokimisko izmainu c€lonus.
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Secinajumi

. Visbiezakais Vilsona slimibu izraisoSais ATP7B gena patoggnais aléliskais
variants Latvijas pacientiem ir ¢.3207C>A (p.His1069GIn) — 69,53% al€lu,
kas atbilst vid€jiem Eiropas raditajiem.

. Visbiezak ATP7B gena patogénie aléliskie varianti ir sastopami tris eksonos
—14., 8. un 2., bet starp Latvijas pacientiem ir vérojama liela ATP7B géna
alcliska heterogenitate, tapéc racionali ir sekvenét visus ATP7B géna
eksonus, savukart, ATP7B géna promotera rajona sekvené$ana nepalielina
atklato patogéno alélu skaitu; Latvijas Vilsona slimibas pacientiem nav
verojamas lielas ATP7B géna delcijas vai duplikacijas, noradot, ka MLPA
radikali neuzlabo atklato patogeéno alelu skaitu.

. Noteikta Vilsona slimibas prevalence Latvijas jaundzimuSo kohortas ir
1 : 21 800 dzivi dzimusajiem, kas atbilst vidgjiem Eiropas raditajiem.

. Latvijas Vilsona slimibas pacientiem nav verojama saistiba starp ATP7B
géna patogénajiem al€liskajiem variantiem un kliniskajam izpausmém, kas
liecina par fenotipa—genotipa saistibas trikumu, kas noraida izvirzito
hipotézi.

. CP gena promotera rs66508328 varianta AA un rs11708215 varianta GG
genotips biezak ir sastopami Vilsona slimibas pacientiem ar molekulari
neapstiprinatu A7P7B géna genotipu un neirologiskajiem simptomiem, kas
liecina par CP ggna promotera variantu iesp&jamo saistibu ar Vilsona
slimibas raksturigajiem neirologiskajiem simptomiem un biokimiskajam
izmainam, savukart, tas, ka netika atrasta ATOX1, COMMD]I un HFE génu
variantu saisttba ar Vilsona slimibas fenotipu liecina par So geénu
mazsvarigo lomu Vilsona slimibas patogenézé, kas noraida izvirzito

hipot&zi par min&to génu ietekmi Vilsona slimibas attistiba.
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Pateicibas

Vélos pateikties visiem koleégiem, lidzcilvekiem, draugiem un
radiniekiem, kas ir piedalijusies promocijas darba tap$ana.

Ipass paldies abam darba vaditdgjam — asoc. prof. levai
Tolmanei un doc. Zitai Kriminai par neatslabstosu promocijas darba
parbaudiSanu, padomu doSanu un labojumu veikSanu. Atseviski v€los
pateikties promocijas darba zinatniskajai konsultantei — RSU
Molekularas genétikas zinatniskas laboratorijas vaditajai — Lindai
Gailitei — par sniegtajam konsultacijam, ieteikumiem, labojumiem un
vardos neizsakamo atbalstu.

Atsevisku paldies vélos teikt visiem promocijas darba pirmas
apsprieSanas s€des dalibnieckiem un organizétajiem, kas lava veikt
nozimigus labojumus promocijas darba. Ipa$s paldies prof. Marai
Pilmanei.

Liels paldies visiem RSU Molekularas genétikas zinatniskas
laboratorijas kolégiem — gan esosajiem, gan bijusajiem. Atseviski vélos
pateikties pirmajai laboratorijas vaditajai Baibai Lacei, kas sniedza
pirmo atbalstu manas zinatnieces karjeras uzsakSana; prof. Astridai
Kriimipai par pirmo zinatnes solu kontroléSanu un uzraudzibu; levai
Miculei — par pirmas intereses radiSanu genétikas nozar€; Dmitrijam
Rotam — par palidzibu pétjjuma dizaina izstradé un vertigiem
padomiem, rakstot paSu promocijas darbu; Madarai Kreilei — par
padomu sniegSanu un atbalstu.

Velos pateikties RSU Biologijas un mikrobiologijas katedras
kolégiem — gan esofajiem, gan bijuSajiem. Ipas$s paldies katedras

vaditajai prof. Jutai Kroicai par atbalstu griitos brizos un sniegtajiem
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vertigajiem padomiem. Pasakos visiem katedras koleégiem par sniegto
emocionalo atbalstu, vertigiem padomiem un palidzibas sniegSanu,
1pasi — prof. Edvinam Miklasevicam, asoc. prof. Zandai Danebergai,
asoc. prof. Erikai Naglei, doc. Agritai Puzukai.

Vélos teikt lielu paldies ari RSU Onkologijas institiita
molekularas  genétikas laboratorijas kolektivam par palidzibu
sekvenésana.

Atsevisku paldies velos pateikt visiem pacientiem par
piekriSanu piedalities pétijuma, ka ari dazadu klmiku arstiem par
pacientu paraugu nosiitiSanu molekulariem pétjjumiem, Ipasi — prof.
Jazepam KeiSam, prof. Ludmilai Viksnai, dr. Guntai Cemevskai, dr.
Ievai Pukitei, dr. Aleksandram Cernusenko, dr. Paulam Aldinam, dr.
Gitai Taurinai, dr. Ievai Grinfeldei u.c.

Liels paldies visiem, kas ir piedalijusies promocijas darba
formatésana, 1pasi liels paldies Ingai Znotinai par palidzibu atsaucu
noformésana.

Paldies velos teikt ari RSU Doktorantiras nodalas
darbiniekiem par atsaucibu promocijas darba tapsana un talaka
virzisana.

Liela pateiciba visiem manas gimenes locekliem (ipasi —

vecakiem), draugiem un pazinam, par sniegto emocionalo atbalstu.
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