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Anotacija

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

VS Kkliniskas izpausmes ir Joti dazadas, biezak ietverot aknu bojajumu un
neirologiskos simptomus. Vilsona slimiba var izpausties jebkura vecuma, lai gan lielakaja
dala gadijumu pirmie simptomi paradas vecuma no pieciem lidz 35 gadiem. Lai arT slimibu
izraisa dazadi aléliskie varianti ATP7B g€na, turpinas pétijumi, lai izskaidrotu Vilsona
slimibas klinisko izpausmju variabilitati. Ir vairaki petijumi par ATP7B géna alélisko variantu
dazado ietekmi uz olbaltumvielas ATP7B funkcijam. Tiek mingta arT citu génu iesp&jama
ietekme uz VS fenotipu. Ka VS klinisko gaitu ietekm&josSie geéni visbiezak tiek minéti tie,
kuru kod@tas olbaltumvielas ir iesaistitas vara vielmaina, piem., ATOXI un COMMDI gens,
ka ar1 géni, kuru patogénie varianti var ietekmé&t aknu §tinas esoSo iekaisumu, piem., HFE
gens.

VS diagnostika balstas uz 2001. gada pienemtajam diagnostikas vadliijam, kur viens
no galvenajiem diagnostiskajiem kritérijiem ir samazinats ceruloplazmina limenis asinis. So
izmainu var radit ar1 citi iemesli, piem., al€liskie varianti CP géna, kas kod€ ceruloplazminu.

ST pétijuma mérkis bija izpétit Vilsona slimibas gengtiskos faktorus, raksturojot
slimibu izraiso$o al€lisko variantu spektru un biezumu Latvija, to korelaciju ar slimibas
kliniskajam izpausmém, ka ari identificét citus iesp&jamos Vilsona slimibu ietekmé&joSos
genétiskos faktorus.

Promocijas darba ietvaros analizéti seSdesmit Cetri neradnieciski individi, kuriem
kltniski un / vai molekulari bija apstiprinata Vilsona slimiba. Vilsona slimibas prevalence
jaundzimSo kohortas Latvija tika noteikta ka apm&ram 1 : 21 800 dzivi dzimuSajiem.
Izmantojot ATP7B géna tieSo sekvenéSanu un PCR-BiPASA metodi, ATP7B géna patogénie
aleliskie varianti tika atrasti 83,59 % al€lu starp Latvijas VS pacientiem, no kuriem bieZakais
bija ¢.3207C>A (p.His1069GIn). ATP7B, ATOX1, COMMDI un HFE géna alélisko variantu
ietekme uz VS fenotipu netika pieradita. Petijuma tika atrasta CP géna rs66508328 varianta
AA un rs11708215 varianta GG genotipa saistiba ar VS neirologiskajam izpausmém

pacientiem ar molekulari neapstiprinatu genotipu A7P7B géna.



Annotation

The doctoral thesis is entitled “Genetic Factors Characterising the Clinical Course of
Wilson's Disease”. Wilson’s disease (WD) is an autosomal recessive disorder of copper
metabolism caused by approximately 800 allelic variants in gene A7P7B with prevalence
1 per 30 000 individuals in the Europe.

WD manifestations are very different, mostly including the hepatic pathology and
neurological symptoms. WD can be symptomatic at any age, but predominantly the first
symptoms appear at age between five and 35 years. Although the disease is caused by various
allelic variants in the ATP7B gene, studies are ongoing to explain the variability of WD
clinical presentation. There are several studies on the different effects of the ATP7B gene
allelic variants on the protein ATP7B function. The possible effect of other genes on the WD
phenotype has been discussed as well, with the main focus on genes encoding proteins
involved in copper metabolism, e.g., ATOX] and COMMDI, as well as genes containing
pathogenic variants that can influence inflammation in liver cells, e.g. HFE.

WD diagnosis is based on diagnostic guidelines adapted in 2001, where reduced levels
of ceruloplasmin in the blood are one of the main diagnostic criteria. Other reasons, such as
allelic variants of the CP gene encoding ceruloplasmin, may also cause this change.

The aim of this study was to study the genetic factors of WD, describing the spectrum
and frequency of disease-causing allelic variants in Latvia, their correlation with clinical
manifestations of the disease, and identifying other possible genetic factors affecting WD.

Sixty-four unrelated individuals who had clinical and/or molecular confirmation of
WD were analyzed in the thesis. The prevalence of WD in newborn cohorts in Latvia was
estimated at about 1: 21,800 live births. Using direct sequencing of the ATP7B gene and the
PCR-BiPASA method, among the Latvian WD patients 83,59 % disease causing allelic
variants of the ATP7B gene were identified, the most common being c¢.3207C>A
(p.-His1069GIn). The effect of ATP7B, ATOX1, COMMDI and HFE gene alleic variants on
WD phenotype had not been established. Relation to neurological manifestations of WD by
a non-moleculary confirmed genotype in the A7P7B gene was found to CP gene rs66508328
and rs11708215 variants — AA and GG genotypes.
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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 aléliskie varianti ATP7B géna (HGMD,
n.d.).

VS Kkliniskas izpausmes ir Joti dazadas, biezak ietverot aknu bojajumu un
neirologiskos simptomus. VS var izpausties jebkura vecuma, lai gan lielaka dala gadijumu
pirmie simptomi paradas vecuma no pieciem lidz 35 gadiem (Ferenci et al., 2003). Lai ar1
slimiba ir monogéna (patogen€zé ir iesaistits viens geéns), novéro nozimigas klinisko
izpausmju un pirmo simptomu paradiSanas vecuma atskiribas pacientiem ar vienadu genotipu,
pat vienas gimenes ietvaros. Lai ari slimibu izraisa dazadi ATP7B géna aléliskie varianti,
turpinas petijumi, lai izskaidrotu VS variabilitati.

Viens no skaidrojumiem ir tads, ka pasa ATP7B géna al€liskajiem variantiem ir dazada
ietekme uz olbaltumvielas ATP7B funkcijam, kas rezultgjas atskiriga fenotipa. Ir bijusi dazadi
petijumi par genotipa—fenotipa saistibu 4TP7B geéna 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 modificeéSana. Ka
VS kliisko gaitu ietekméjosie ge€ni visbiezak tiek minéti tie, kuru kod&tas olbaltumvielas ir
iesaistitas vara vielmaina, piem., ATOX] un COMMDI, ka arT g€ni, kuru kod&tas
olbaltumvielas varétu biit iesaistitas aknu Stinu atskiriga reakcija uz iekaisumu, piem., HFE.
ATOXI proteins ir vara Saperons (mazo molekulu korektormolekula), kas nogada varu pie
ATP7A un ATP7B (ATP-aZzu) metalu saistoSajiem doméniem, savukart, COMMDI proteins
ir iesaistits vara homeostazes regulacija, un izmainas taja ir atrastas Bedlingtonas terjeriem,
kas cieS no vara toksikozes. Abi mingtie geéni ir pétiti 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 vadlinijam (EASL,
2012), kur viens no galvenajiem diagnostiskajiem krit€rijiem ir samazinats ceruloplazmina
limenis asinis. So izmainu var radit arf citi iemesli, piem., al€liskie varianti CP géna, kas kodé
ceruloplazminu. Vairakos petijumos ir atrasta saistiba starp aléliskajiem variantiem CP géna,
kuri, izmainot ceruloplazmina Itmeni asinis, var biit saistiti ar pastiprinatu dzelzs uzkrasanos
galvas smadzengs, ietekméjot tadu multifaktorialu slimibu ka Parkinsona slimiba kliisko

norisi (Zhao et al., 2015).



Darba aktualitate

VS ir viena no retajam gené&tiskam saslim$anam, kuru var veiksmigi arstét. Biezi vien
kliniska diagnostika ir nov€lota, var§ jau ir uzkrajies audos un neatgriezeniski bojajis tos.
DNS diagnostika paver iespgjas diagnosticeét 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 kops 2004. gada, parsvara balstoties uz biezaka
patogéna aléliska varianta — H1069Q noteikSanu, kas VS izraisa 35-45% gadijumu (Hedera,
2017). Lai atklatu citus VS izraisoSos al€liskos variantus, nepiecieSama géna ATP7B tiesa
sekvenéSana. Génam ATP7B ir 21 eksons (géna kodgjosas dalas), kuru tieSa sekvenéSana ir
laikietilpigs un dargs process, tieSi tapéc nepiecieSama Latvijas VS pacientu molekulara
izp€te, nosakot al€lisko variantu ,karstos punktus”, kas palidz&tu izstradat VS molekularas
diagnostikas algoritmu, atrak un 1&tak diagnosticgjot VS citiem pacientiem.

Ja izdotos atrast citu génu ietekmi uz VS klinisko gaitu, iesp&jams, rastos pilnigaks
prieksstats par slimibas patogenézi, labaka izpratne par slimibas attistibas gaitu, paverot celu
pilnigakai slimibas progreséSanas prognozeSanai, lidz ar to ietekmg&jot art arst€Sanas taktiku

un iznakumu.

Darba novitate

Darba pirmo reizi veikta CP géna al€lisko 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 meérkis

Izpétit Vilsona slimibu raksturojoSos genétiskos faktorus, ka arT noteikt to asociaciju ar

slimibas kliniskajam izpausmém.
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Darba uzdevumi

1.

Veikt biezaka, Vilsona slimibu izraisosa ATP7B géna aléliska varianta H1069Q
noteikSanu ar PCR-BiPASA metodi pacientiem ar kliniski apstiprinatu Vilsona
slimibu vai ar aizdomam par to, noteikt $1 varianta sastopamibas biezumu.

Veikt ATP7B géna eksonu (kod€joSo 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 al€liskos variantus.

. Noteikt Vilsona slimibas prevalenci Latvijas jaundzimuso kohortas;

Salidzinat Vilsona slimibas pacientu kliniskos datus ar ATP7B géna al€liskajiem
variantiem.
Molekulari apstiprinatajiem pacientiem ar Vilsona slimibu veikt A7TOX1, COMMDI,

CP un HFE alglisko variantu noteikSanu, noteikt to iesp&jamo saistibu ar VS fenotipu.

Darba hipoteze

Vilsona slimiba ir monogéna genétiska saslimSana, kuru izraisa dazadi ATP7B géna

patogénie aléliskie varianti, bet dazado klinisko gaitu ietekmé gan ATP7B géna dazadie

patogénie al€liskie varianti, gan izmainas citos génos, kas ir saistiti ar vara un dzelzs

metabolismu organisma (470X1, COMMD1, CP un HFE).

11



1. Literataras apskats

1.1. Vara homeostaze eikariotu §iinas

Pedgja laika ir noverots liels progress vara metabolisma (uznemsana, intracelularaja
izplatiba un izdal@ no Sitinas) iesaistito génu un to kod&to olbaltumvielu identifikacija (Kim,

Nevitt and Thiele, 2008; Cobine, Pierrel and Winge, 2006; Lutsenko et al., 2007).

1.1.1. Vara sadale audos

Vara uznemsana zarnas

Varam ir liela loma cilvéka metabolisma, tas ir ka kofaktors metabolajiem enzimiem,
kas ir iesaistiti elpoSana, neirotransmiteru biosintéze€, brivo radikalu detoksikacija, dzelzs
vielmaina un citos biokimiskajos procesos. Vidgja vara dienas deva ar uzturu ir apm&ram
1 — 3 mg. Lielaka dala no vara tiek absorbéta divpadsmitpirkstu zarna, bet molekularie celi,
kas regule vara uznpemSanu organisma, lidz galam nav skaidri. Zarnu S$iinu apikalas
membranas rajona ir noteikts augstas afinitates vara transportproteins — CTR1, kuram ir loma
vara uznemsana no zarnu dobuma puses, bet §ada proteina atraSanas vieta ir noteikta tikai pelu
mazuliem, bet pieauguSiem dzivniekiem visbiezak Sis proteins atrodas intracelulari (Kuo et
al., 2006). Sis novérojums, visticamak, norada par CTR1 regul&josu, nevis noteicosu lomu
vara transporta un/ vai §1 proteina iesp&jamu iesaisti vara eksporta no Siinas, no intracelularas
vides.

Viens no citiem vara transporta proteinu kandidatiem ir relativi neselektivais,
bivalentais metala transporteris DMT1 (Arredondo et al., 2003), kur§ piedalas dzelzs
uzpems$ana no uztura. Petijumos ar kultivétam Siinam, kuras DMT]1 tika izslégts ar siRNS
palidzibu, novéroja ievérojamu dzelzs un vara uznemsSanas samazinasanos (Arredondo et al.,
2003). Visbeidzot, vara uznemsana svarigu lomu var spélét tads mehanisms ka pinocitoze
(Mann, Camakaris and Danks, 1979), galvenokart, gremoSanas trakta nobrieSanas laika.

No enterocitiem asinis var§ tiek eksportéts ar ATPazi — ATP7A (skat. 1.1. attelu).
Menkes slimibas (MIM# 309400, SSK10 — E83.0) gadijuma ATP7A ir inaktivéts un vara
eksports no enterocitiem ir traucets, ka rezultata var§ uzkrajas zarnu $iinas un asinis nok]ist

mazak vara, kas noved pie vara trukuma citos audos (Kodama, Murata and Kobayashi, 1999).
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1.1. attels. Vara sadale organisma (Lutsenko et al., 2007).

1. Plausas; 2. Placenta; 3. Piena dziedzeris; 4. Sirds; CP — ceruloplazmins. Ar = ¥ un - simboliem
atzimets konkréta biokimiska procesa blokgjoss efekts.

Vars§ ieklust §tina, migré caur to un tad tiek eksportéts no Siinas reducéta forma —
Cu (D) (Ralle, Lutsenko, and Blackburn, 2003; Wernimont, Yatsunyk and Rosenzweig, 2004).
Lai vai ka — gan zarnu limena, gan asinis var$ parsvara ir oksidéta forma — Cu (II), tapec
varam jatiek reducétam pirms iekliiSanas §tina un oksidétam, kad tas izkliist no $tnas. Trusa
enterocitos ir pieradita TpaSa citohroma (citohroma b558) esamiba ar reduktazes aktivitati,
kam varétu biit liela loma arT vara uznemsanai cilvéka organisma (Knopfel and Solioz, 2002).
Lidz galam nav skaidrs, vai oksidazes aktivitate ir nepiecieSama vara izkl@iSanai no $iinas, un,
vai vara transportam ar ATP7A un ATP7B proteiniem ir nepiecieSama $ada vara oksidéSana

(Linder et al., 1998).

ATP7B proteina loma organisma vara homeostazes regulacija hepatocitos

Lielaka dala no vara, kas uzsiicas zarnas, ar asinim nokliist aknas, bet mazaka dala —
nier€s un citos audos (Linder et al., 1998). Aknas ir vara homeostazes centralais organs, kas
primari ir atbildigs par lieka vara izvadiSanu no organisma (skat. 1.1. attelu). Vara uzpemsana
aknas nav izteikti regul@ta, turpreti — vara izvadiSana no aknam ir vara atkarigs, reguléts
process, kuru regul€ vara transportgjosais proteins, ATPaze — ATP7B. P&c iekliiSanas

hepatocita var$ tiek izplatits dazadas intracelularajas dalas (skat. 1.2. att€lu). Citosola varu
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utiliz€ ar radikalu detoksic€jo$a enzima — vara un cinka atkarigas superoksida dismutazes
(SOD1) palidzibu, kas uznem varu ar speciala metalSaperona — superoksida dismutazes vara
Saperona (CCS) palidzibu (Culotta, Yang, and O’Halloran, 2006). Var§ noklust arl
mitohondrijos, kur tas tiek iesaistits citohroma ¢ oksidazes (COX) struktiira, bet mehanisms,
ka tas tieSi notiek, nav I[idz galam izpétits, lai ar7 ir aprakstiti vairaki iesp&jamie proteini, kas
varetu biit iesaistiti Saja procesa (Prohaska and Gybina, 2004; Punter and Glerum, 2003). Vars
iekl@ist $ina caur augstas afinitates vara transportieri — CTR1 un piesaistas vara Saperoniem
citosola. COX17 varétu piedalities vara nogadasana mitohondrija, lai arT péd¢ja laika tas tiek
apSaubits, un kopa ar SCO proteinu sekmé vara apvienoSanos ar citohroma c oksidazi (COX).
CCS parnes varu uz SODI citosola. Sarkanas bultinas norada celu, kura vara atkarigajam
ATPazem ir liela loma. Saja cela vara atkarigas ATPazes sanem varu no ATOX1, parnes varu
sekretora cela limena, ka ar1 eksporté vara parpalikumu no Stnas (Lutsenko et al., 2007).

Intracelularos vara sadales celus skat. 1.2. attéla.

1.2. attels. Intracelularie vara sadales celi (Lutsenko et al., 2007)
Cu — var§; CTR1 — vara transport&josais proteins; COX — citohroma ¢ oksidaze; SCO — citohroma ¢
oksidazes sintézes proteins; TGN — Goldzi kompleksa trans dala; CCS — superoksida dismutazes vara
Saperons; SOD1 — cinka atkariga superoksida dismutaze; ATOX1 — citosolisks vara Saperons.

TreSais nozimigais vara mérkis $iina ir ta sekretorais celS. Goldzi kompleksa trans
dalas, saturosas vara ATPazes (ATP7B hepatocitos), sanem varu no citosola vara Saperona
ATOX1 (Igbal Hamza, Prohaska and Gitlin, 2003; Hamza et al., 2001; Walker, Tsivkovskii

and Lutsenko, 2002). ATPaze tad parnes varu caur membranai sekretoro celu limena, kur
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vars tiek sasaistits ar vara atkarigo ferrooksidazi — ceruloplazminu (CP) (skat. 1.1. att€lu), kas
no hepatocitiem tiek sekretéts asinis. Ceruloplazmins ir galvenais varu saturoSais proteins
seruma, lai gan tam nav, Skiet, lielas lomas vara metabolisma, jo pétijuma ar CP izslégSanu
(knock-out) pelém, tas neuzradija vara homeostazes traucgjumus, lai gan var§ uzkrajas aknas.
Pétijuma autori to skaidro ar 1paSu nodalijumu aknu Stinas, kur uzkrajas ceruloplazminam
paredzgtais vars — ja ceruloplazmina nav, vars uzkrajas $aja pasaja nodalijuma (Meyer et al.,
2001).

Liekais citosola esosais var§ tiek ekskretéts ar zulti, kam ir nepiecieSams ATP7B
proteins. ATP7B atkariga vara ekskrécija zultt (pe€c tam — feces) ir galvenais vara izvades
veids no organisma. Vilsona slimibas pacientiem ir traucéti abi vara izvades veidi no
hepatocita — sekretorais un ar zulti, kas rezult€jas vara uzkraSanas aknas, samazinata
ceruloplazmina limeni asinis, jo var$ netiek sekret€ts ara no hepatocitiem, ka ar1 samazinata

vara Itmeni zulti (Lutsenko et al., 2007).

Vara sastopamiba arpus aknu audiem

Eksperimentos ar pelém, izmantojot radioaktivu varu, atklajas, ka var§ asinis
paaugstinas divos vilnos: pirmais pac€lums (pé€c divam stundam) atbilst vara uzsukSanas
zarnas, bet otrais vilnis (p&€c apméram se$am stundam) reprezent€ vara saistiSanos ar
ceruloplazminu, ko sekreteé aknas. Tiek uzskatits, ka viss seruma var§ saistas ar
nesgjproteiniem vai, iesp&jams, zemmolekulariem komponentiem, piem., transkupreinu
(Lutsenko et al., 2007).

Kad vars tiek nogadats dazados organos, tas tiek izmantots, lai razotu vara atkarigos
enzimus ar vispargjam (piem., citohroma c oksidaze vai superoksida dismutaze) vai audu
specifiskam funkcijam (piem., dopamina [ hidroksilaze virsnierés, peptidilglicina
a monooksigenaze hipofizé (Steveson et al., 2003) vai tirozinaze melanocitos). Proteini, kas
regul€ vara izplatibu $iinas, liekas, ir vienadi visos audos, bet dazi organi eksprese tikai vienu
no ATPazém (piem., virsnierés tikai ATP7A vai aknu Stinas tikai ATP7B), un Sajos audos
viena ATPaze pilda gan biosintezes, gan vara eksporta funkcijas (Lutsenko et al., 2007). Liela
dala audu, pieméram, galvas smadzenes, nieres, placenta, piena dziedzeri, acis, plausas u.c.
ekspres€ abas vara atkarigas ATPazes. Vara atkarigds ATPazes ekspresijas specifiskas Stnas,
ka arT abu vara atkarigo ATPazu esamiba vienas un tajas pasas $tnas varétu bt saistita ar
ATP7A un ATP7B dazadam funkcionalam ipaSibam vai to dazado darbibas regulaciju. Zarnas
abas vara atkarigas ATPazes tiek ekspresétas (Bauerly, Kelleher and Lonnerdal, 2005; Kuo,

1997), bet ATP7B nekompenseé ATP7A funkcijas zudumu. Turpreti pelu modelos ar ATP7B
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1zslégSanu (ATP7B ekspresija ir noblokéta) Atp7a kompens€ otra proteina funkcijas zudumu.
Katras ATPazes specifiskas funkcijas noteikSana ir svariga, lai labak saprastu ATP7A un
ATP7B inaktivacijas sekas dazados audos, ka, piem&ram, plausas, sird un nierés (La Fontaine

etal., 1998).

1.2. ATP7B proteina un gena organizacija

1.2.1. ATP7B proteina uzbive

ATP7B proteinam ir tipiska P tipa ATPazes uzbiive ar citosola dalu, ko veido
fosforilésanas (P), ATP saistoSais (N) un aktuatora / deforforilacijas (A) domeéns, un
membranalo dalu, ko veido astonas transmembranalas cilpas (transmembranu domeéni
(TMD)), kas veido vara kanalu membrana (Banci et al., 2009). ST daudz doménu saturo$a
proteina unikala strukturala pazime ir liela citosola esosa N gala aste, ko veido sesi, no
70 aminoskab&m sastavosi, neatkarigi salociti, reductu varu saisto$i doméni, turpmak saukti
par metalu saistoSiem doméniem — MBD (skat. 1.3. att€lu) (Banci et al., 2009; LeShane et al.,

2010).

1.3. att€ls. ATP7B proteina uzbiive — attéloti lielie, funkcionalie doméni
ATP7B proteins sastav no trTs citosola esoSiem doméniem; nukleotidu saisto§a doména (N doména);
fosforilacijas doména (P doména) un aktuatora / defosforilacijas domeéna (A domena).
N un P doménu kombinacija tiek saukta par ATP-saistoSo doménu. MBD — metalus saistosie
doméni. LL — leicinu saturo$ie doméni (Arioz, Li, and Wittung-Stafshede, 2017).
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MDB tiek numuréti no N gala, kur MBD1 ir tuvak N galam, bet MBD6 — tuvak
ATP7B membranu caurejosam dalam. Doménus savieno dazada garuma peptidu savienota;ji

(Arioz, Li and Wittung-Stafshede, 2017).

1.2.2. ATP7B géna uzbiive un Vilsona slimibu izraisosie aléliskie varianti

Pilniga ATP7B géna eksonu — intronu struktiira tika atklata 1994. gada (Petrukhin et
al., 1994). Gena cDNS sekvences un genomiska informacija ir pieejama Ensemble Genome
majas lapa (Ensembl Genome Browser 94, n.d.).

ATP7B (OMIM® 606882) géns atrodas 13. hromosoma (13ql4.3), ta genomiskais
garums ir 80 kb, kura sastava ir 21 eksons, kuru garumi vari€ no 77 lidz 1234 bp, atkariba no
transkripta, bet starta kodons atrodas 1. eksona (Petrukhin et al., 1994). ATP7B géns kodé
varu transportgjoso P tipa ATPazi (Vilsona ATPazi), sastavosu no 1465 aminoskabém (Bull
et al., 1993). Proteins tiek sintez€ts endoplazmatiskaja tikla un tad lokaliz&jas trans Goldzi
kompleksa, parsvara hepatocitos. Dazada limena ATP7B ekspresija var biit arl galvas
smadzengs, nieres, plausas un placenta.

VS izraisa al€liskie varianti, kas var traucét jebkuru ATP7B katalitiska cikla soli, un
beigu ietekme uz proteinu var variét no vieglas lidz smagai atkariba no ta, kura proteina dala
ir izmainita (Huster et al., 2012).

Lidz Sim bridim Cilveka génu mutaciju databazé (Human Gene Mutation Database
(HGMD) ir zinoti vairak neka 800 al€liskie varianti ar noveérotiem kliniskajiem simptomiem,
bet al€lisko variantu izraisito simptomu liela dazadiba bieZi vien apgriitina VS agrinu klinisko
diagnostiku (Jang et al., 2017; Braiterman et al., 2015; Dong et al., 2016). Visbiezak — 60 %
gadijumu — ir sastopami aminoskabes nomainas un termingjoSie aléliskie varianti, ko izraisa
viena nukleotida izmainas, 26 % gadijumu ir sastopamas nukleotidu insercijas / delécijas un
9 % gadijumu — splaisa saita al€liskie varianti (Chen et al., 2015). Vilsona slimibu izraisoSie
aleliskie varianti parsvara atrodas rajona no 8. lidz 18. eksonam, kamér al€liskie varianti
rajona no 2. lidz 5. eksonam, kas biezak asoci€jas ar smagu fenotipu, biezak sastopami
indieSu populacijas (Z.-Y. Wu et al., 2001; Payne, Kelly and Gitlin, 1998). KinieSu
populacijas VS izraisoSie aléliskie varianti biezak sastopami 2., 5., 8.—13., 16., 18. un 19.
eksona (Wang et al., 2011). Lielaka dala al€lisko variantu, atrasti VS pacientiem, lokaliz&ti
noteiktas ATPazes serdes dalas, 1pasi transmembranalaja dala (atbilst ATP7B géna 6.—13. un
18.-20. eksonam) (Huster et al., 2012; Forbes and Cox, 1998), bet dazi no aléliskajiem

variantiem ir atrasti ar1 citas ATPazes struktiiras (piem., A doména, MBDi (atbilst ATP7B
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géna 2.-6., 14.-18. eksonam). Tris visbiezak sastopamie al€liskie varianti ir: R778L
(rs28942074), atrodas TMD4, tuvu A doménam — pasaulé visbiezakais al€liskais variants
(58 % VS gadijumu), galvenokart, sastopams pacientiem no Azijas dienvidu un austrumu
regioniem (lielakoties no Korejas un Kinas); H1069Q ( rs76151636), sastopams N doména —
otrs biezakais al€liskais variants (3545 % VS gadijumu), visbiezak sastopams Eiropas un
Ziemelamerikas regionos; R778W (rs137853284, sastopams transmembranalaja doména) —
treSais biezakais al€liskais variants, kas biezak sastopams Indijas regiona populacijas (Hedera,
2017; Jang et al., 2017; Inesi, Pilankatta and Tadini-Buoninsegni, 2014).

Simptomu un to paradiSanas vecuma dazadibas dél zinasanas par ATP7B géna alélisko
variantu saistibu ar simptomiem V&l joprojam ir neparliecino$as. Danu pétijuma patogenie
aleliskie varianti atkariba no slimibas pirmo simptomu paradiSanas vecuma tiek klasificéti ka
“nopietnie” — slimibas pirmie simptomi paradas pirms 20 gadu vecuma, un “vidgjie” —
slimibas simptomi paradas péc 20 gadu vecuma (Moller et al., 2011). Vairakos pétijumos —
gan biologiskajos / biokimiskajos un biofizikalajos, VS izraisoSie alEliskie varianti ir
raksturoti ar dazadu ietekmi uz ATP7B proteina funkcijam (Braiterman et al., 2015; Chen et
al., 2015). Visbiezak novérotais efekts ir nepareiza proteina tres€jas struktiras izveidoSana, ka
rezultata ATP7B paliek endoplazmatiskaja tikla ar nozimigi samazinatu proteina stabilitati,
kas rezultgjas vara transporta zuduma §tna (Concilli et al., 2016; Tsivkovskii, Efremov and
Lutsenko, 2003). Vel ir zinoti arT tadi efekti, ka nepareiza proteinu mijiedarbiba, samazinats /
palielinats fosforiléSanas statuss, izmainita ATP saistiSanas sp€ja ar varu, izmainita proteina
konformacija vai celulara lokalizacija un pusliSu (vezikulu) transporta kltidas (Chen et al.,

2015).

1.3. Vilsona slimibas epidemiologija

Vilsona slimiba ir izplatita visa pasaul€, ar noteikto prevalenci — 1 : 30 000 no dzivi
dzimuSajiem lielakaja dala populaciju (Huster, 2010), lai gan populacijas skininga datos no
Lielbritanijas paradas potenciali lielaka prevalence — 1 : 7021 (Coffey et al., 2013). Piegemot,
ka slimibas prevalence ir no 1 : 10 000 — 1 : 30 000, ATP7B géna patogéna varianta nes&ju
heterozigotiska stavokli skaits ir apmeéram 1 no 90. Atseviskas, izolétas populacijas, slimibas
prevalence ir augstaka. Viena no lielakajam prevalencém ir zinota no kada maza kalnu ciema
Kréta, kur Vilsona slimiba tika diagnosticéta vienam no 15 jaundzimus$ajiem (Dedoussis et
al., 2005). Paaugstinata prevalence, visticamak, ir saistita ar lielu radinieku laulibu

sastopamibas biezumu konkrétaja ciema. P&tijuma, kura izmantoti lielas francu kohortas dati,
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atklajas, ka aptuveni viens cilvéks no 31 ir heterozigots nes€js (Collet et al., 2018), un tas
atbilst paredzamajai slimibas prevalencei viena gadijuma no 1000 dziviem dzimuSajiem.
Neatbilstiba starp heterozigotu nes€ju biezumu un novéroto Vilsona slimibas prevalenci
liecina par nepilnigu penetranci, tacu ir nepiecieSams turpinat pétit slimibas specifiskos
patogenos aléliskos variantus.

Dazi pétijumi liecina, ka Vilsona slimiba vienadi skar gan virieSus, gan sievietes, lai
gan Vilsona slimibas del sievietétm biezak neka virieSiem attistas akiita aknu mazspgja
(Beinhardt et al. 2014; Litwin, Gromadzka, and Czlonkowska, 2012). Tomér liela registra
petijuma, kura piedalijas 627 pacienti ar Vilsona slimibu, atklajas, ka virieSu parsvars ir
neliels (52 %). Diagnostikas laika simptomatisku pacientu vidi virieSiem neiropsihiatriska
slimiba bija sastopama biezak neka sievietem (75 pret 58 %), bet retak — aknu slimiba (25 pret

41 %) (Schilsky, n.d.).

1.4. Vilsona slimibas kliniskas izpausmes

1.4.1. Simptomu sakSanas vecums.

Vilsona slimiba var izpausties jebkura vecuma, lai gan lielakaja dala gadijjumu pirmie
simptomi paradas vecuma no pieciem lidz 35 gadiem. Jaunakais aprakstitais pacients ar
izmainitam aknu funkcijam Vilsona slimibas dé] bija astonus méneSus vecs berns
(Abuduxikuer et al., 2015). Apméram 3 % pacientu simptomi paradas péc 40 gadu vecuma
(Ferenci et al., 2007), bet vecakajiem pacientiem pirmie simptomi paradas vinu dzives

astotaja dekade (Ala et al., 2005; Weitzman et al., 2014).

1.4.2. Fizikalas pazimes

Vilsona slimibai Joti raksturiga pazime ir Kaizera—FlaiSera gredzens, kas ir sastopams
95 % pacientu ar neirologiskajiem simptomiem un mazliet vairak ka pusei pacientu bez
neirologiskajiem simptomiem (Gow et al., 2000). B&rniem ar aknu slimibu Kaizera—FlaiSera
gredzenu parasti nenovéro (EASL, 2012). Kaizera—FlaiSera gredzenu izraisa vara
izgulsnéSanas radzené. Lai to identific€tu, ir nepiecieSama izmekl€Sana ar spraugas lampu, ko,
vélams, veic pieredzgjis specialists. Sie gredzeni nav pilniba specifiski tiesi Vilsona slimibai,
jo tos var atrast arl pacientiem ar hroniskam holestatiskam slimibam, ieskaitot b&rnus ar

jaundzimu$o holestazi. Citas acu izmainas ir retas, ieklaujot “saulespukes” kataraktu, ko
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izraisa vara izgulsnéSanas I€cas centra, ko ar1 var diagnostic€t ar spraugas lampas palidzibu
(EASL, 2012).

Neirologiskie simptomi ir variabli, visbiezak — trice, ataksija un distonija. Aknu
slimibas simptomi ir nespecifiski, bet jebkura neskaidras izcelsmes aknu slimiba var tikt
uztverta ka Vilsona slimiba, 11dz nav pieradits pret€jais. Diagnostiska modriba aknu slimibas
gadijuma ir loti svariga, jo Kaizera—FlaiSera gredzens var nebiit Iidz pat 50 % pacientu ar

Vilsona slimibu, ja ta skar tikai aknas (Gow et al., 2000).

1.4.3. Aknu slimiba

Vilsona slimibas pacientiem var biit jebkada veida aknu slimiba. Kliniski pieradita
aknu slimiba var apsteigt neirologiskos simptomus par apméram 10 gadiem, un lielakajai
dalai pacientu ar neirologiskajiem simptomiem ir ari kadas pakapes aknu slimibas forma.
Aknu slimibas simptomi var biit loti variabli, sakot ar asimptomatiskiem, tikai ar bioktmiskam
izmainam, beidzot ar aknu cirozi un ar visam tas komplikacijam. Vilsona slimiba var art
izpausties ka akiita aknu mazspgja, kas reizém ir kopa ar Kumbsa negativu hemolitisku
anémiju un akitu nieru mazsp&ju. Pacienti ar diagnosticEtu Vilsona slimibu, kuriem
anamnéz€ ir bijusi dzelte, var bt piedzivojusi hemolizes epizodi (EASL, 2012). Pirmie
simptomi var buit dazadi: dzelte, anoreksija, vems$ana, ascits, tliska, varikoza asinoSana,
hemoragiska diastéze, hemolize, hepatomegalija, splenomegalija, bet slimiba var noritét ari

asimptomatiski jau pie aknu bojajuma (Roberts and Schilsky, 2003; Ferenci et al., 2003).

Akiuita aknu mazspéja (agrak — zibensveida hepatits)

VS jaapsver diferencialdiagnostika jauniem pacientiem ar akiitu hepatitu, kura
kliniskas izpausmes nav atSkiramas no akiita virala hepatita ar dzelti un abdominalu
diskomfortu. Daziem pacientiem simptomi spontani izzud, bet tikko ka Vilsona slimiba tiek
diagnostic€ta, ir nepiecieSama arst€Sana miiza garuma. No otras puses, slimiba var progresét
lidz akttai aknu mazspéjai.

Vilsona slimiba ir diagnosticéta 6—12 % no visiem pacientiem ar akiitu aknu mazspéju,
kas bija nosiititi uz arkartas aknu transplantaciju (Eisenbach et al., 2007). Lai gan lielakaja
dala gadijumu ciroze jau bija attistijusies, kliniskie simptomi ir akiiti un atri progresé lidz
aknu un nieru mazspéjai, kas nearstéSanas gadijuma 95 % gadijumu izraisa navi. Aktita aknu
mazspéja Vilsona slimibas gadijuma parsvara sastopama jaunam sievieteém (sievieSu un

virieSu attieciba ir 4 : 1) (EASL, 2012). Akiitas izpausmes ar atru progres€Sanu var but ari
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pacientiem, kas ir tikus$i arstéti, bet partraukusi arsté€Sanu (Eisenbach et al., 2007). Aizdomas
par akiitu Vilsona slimibu parasti ir pacientiem ar izteiktu dzelti, samazinatu hemoglobina un
holinesterazes Itmeni (Eisenbach et al., 2007), tikai nedaudz paaugstinatu transaminazu un

samazinatu sarmainas fosfatazes [imeni.

Hronisks hepatits un ciroze

Daudziem pacientiem ir hroniskas aknu slimibas pazimes — gan kompenséta, gan
dekompenséta stadija. Pacientiem var biit izoléta splenomegalija sakara ar nenosakamu cirozi
ar portalo hipertensiju. Kliniska aina var bt griiti atSkirama no citam hroniska aktiva hepatita
formam ar simptomiem, kas ietver dzelti, visparéju nogurumu un neskaidram stidzibam par

abdominalo rajonu (EASL, 2012).

1.4.4. Hemolize

Hemolitiska anémija ar negativu Kumbsa reakciju var biit ka vienigais pirmais Vilsona
slimibas simptoms, lai gan nozimiga hemolize parasti saistas ar nopietnu aknu slimibu. Aknu
Stinu sabruksSana var novest 11dz uzkrata vara atbrivosanas liela daudzuma, kas tikai pasliktina
hemolizi. Kada p&tijuma hemolize ka galvenais simptoms bija 25 pacientiem (12 %) no 220,
kuriem hemolize notika vai nu ka atsevisks, akiits notikums, vai atkartoti ka zemas pakapes
hroniska hemolize. Starp 283 Japanas Vilsona slimibas pacientiem tikai trim bija izol&ta
hemolize (EASL, 2012). Ceturtajai dalai pacientu ar dzelti bija arT hemolize. Akiita aknu
mazsp€ja un hemolize var biit dzemdibu laika, imitgjot HELLP sindromu (H — hemolize; EL —
paaugstinats aknu enzimu limenis; LP — zems trombocitu skaits) (Czlonkowska et al., 2010).
Zemas pakapes hemolize var biit sastopama Vilsona slimibas gadijuma pat bez kliniski
pieraditas aknu slimibas. Dazi pacienti ar neirologiskiem simptomiem ir zinojusi par

parejosam dzeltes epizodem, kas, iesp&jams, bijusas hemolizes del (EASL, 2012).

1.4.5. Neirologiskie simptomi

Vilsona slimiba var izpausties ar iespaidiga spektra neirologiskajiem, uzvedibas vai
psihiatriskajiem trauc€jumiem, kas var but slimibas pirmas izpausmes, paradities kopa ar
aknu slimibas pazimém vai vairakus gadus p&c tam. Neirologiskie simptomi var bt neizteikti,
intermit€josi vairakus gadus, bet var attistities ar1 loti atri, dazu méneSu laika novedot lidz

pilnigai invaliditatei. Neirologiskie traucgjumi var tikt klasificéti ka: (1) Parkinsona slimibai
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lidzigais akinétiski rigidais sindroms; (2) pseidoskleroze ar doming€josu trici; (3) ataksija un
(4) distoniskais sindroms. Daudzos gadijumos neirologiskos traucgjumus ir gruti klasificét, jo
pacientiem var biit vairak par vienu trauc€jumu, un katrs var but dazada smaguma pakapé
(EASL, 2012).

Raksturiga trice ir rupja, neregulara proksimalo muskulu dreb&Sana ar “sparna
dauzisanas” paradiSanos. Distonija var biit fokala, segmentara vai loti smaga, kad iesaistitas ir
visas kermena dalas, kas noved lidz nopietnam kontraktiiram. Loti biezi motorie traucgjumi
ietver kranialo regionu un izpauzas ka dizartrija (var but cerebellara vai ekstrapirimidala, kas
noved lidz afonijai), siekalosanas vai orofaringeala distonija. Raksturigas izpausmes ir sejas
grimasu veidoSana, atveérts zoklis, siekaloSanas un lupas atvilkSana. Runas izmainas un
nekontroléta siekalo$anas biezi ir agrinie neirologiskie simptomi. Trices—rigiditates sindroma
(“juvenila Parkinsonisma”) gadijuma vajadzetu biit aizdomam par Vilsona slimibu (Svetel et
al., 2009).

Pieaugosas kustibu kontroles zaud@Sanas un progresgjosas distonijas d€l pacienti klust
“piekalti gultai” un nespgj par sevi parlipeties, vai arT pacienti ir tramigi, bet nespgj parunat.
Pacientiem, kuriem ir arT aknu slimiba, neirologiskie simptomi var tikt sajaukti ar aknu

encefalopatiju (EASL, 2012).

1.4.6. Psihiatriskie un uzvedibas simptomi

Biezi ir uzvedibas un psihiskie simptomi, un dazi no tiem var biit pirms neirologiskam
vai aknu pazimém un simptomiem. Apméram treSdalai pacientu sakotng&ji ir psihiskas
novirzes. Bérniem ar Vilsona slimibu tiek novérota sekmju pasliktinaSanas skola, personibas
izmainas, impulsivitate, labils garastavoklis, seksualais ekshibicionisms un neatbilstoSa
izturéSanas (Svetel et al., 2009).

Sakotn&jie simptomi bieZi tiek nepareizi diagnosticeti ka uzvedibas problémas, kas
saistitas ar pubertati. Gados vecakiem cilvékiem var noverot psihozes, kas atgadina paranoju,
Sizofréniju vai depresiju, bet biezi ir arl uzvedibas izmainas. Pacientiem ar progresg€josu
neirologisku slimibu tiek novérota nopietna kognitiva stavokla pasliktinasanas, bet kopuma
kognitiva funkcija nav izteikti traucéta (Seniow et al., 2002).

Biezi Vilsona slimibas diagnostic€Sana pacientiem ar neiropsihiskiem trauc€jumiem ir
novélota, un viena gadijuma diagnostika ilga 12 gadus (Merle et al., 2007). Pacientiem ar
neiropsihiskiem simptomiem var biit vienlaiciga simptomatiska aknu slimiba, bet lielakajai
dalai pacientu aknu slimibu var noteikt tikai ar laboratorijas novert§jumu, aknu
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att€ldiagnostikas pétijumiem vai ar aknu histologiskajiem izmekl&jumiem. Apméram pusei
pacientu ir progresgjosa fibroze vai atklata ciroze. No otras puses, veicot biopsiju, var pat
pilniba nebiit aknu slimibas pazimju (EASL Clinical Practice Guidelines: Wilson’s Disease,

n.d.).

1.4.7. Citas kliniskas izpausmes

Daudz retakas kliniskas izpausmes ietver gigantismu, nieru slimibu, ieskaitot
aminoaciduriju un nierakmenus, hiperkalcitiriju un nefrokalcinozi, kardiomiopatiju,
miopatiju, hondrokalcinozi un osteoartritu, hipoparatireoidismu, pankreatitu, neauglibu un

spontanos abortus (EASL, 2012).

1.5. Vilsona slimibas fenotipu daudzveidiba un klinisko simptomu modificéjosie faktori

Kada peétijuma, salidzinot divus monozigotisko dvinu parus ar vienadu ATP7B géna
genotipu, tika aprakstits, ka kliniskie simptomi dviniem atSkiras (Czlonkowska, Gromadzka
and Chabik, 2009), lickot noprast, ka bez al€lu heterogenitates ir jabit citiem faktoriem, kas
izraisa Vilsona slimibas fenotipisko daudzveidibu (Ferenci et al., 2011; Litwin et al., 2012).
Petijuma, kas veikts izoléta, kalnos mitosa populacija Rumanija ar augstu Vilsona slimibas
prevalenci, ATP7B géns tika sekvenéts septiniem pacientiem un 43 vinu gimenes locekliem,
un tika mekléta genotipa—fenotipa korelacija (Cocos et al., 2014). Tika atklats, ka slimibas
sakums, domingjosas kliniskas izpausmes un diagnozes noteikSanas laiks starp parbauditajiem
individiem ir 1idzigs, noradot, ka vides faktoriem, bet nav zinams, kadiem tie$i, varétu biit
loma slimibas izpausmé&. Acimredzot genotipa—fenotipa saistiba ir daudzu faktoru ietekméta
(Okada et al., 2000; Liu et al., 2004; Lee et al., 2011), un ir griiti noteikt tieSu genotipa—
fenotipa korelaciju Vilsona slimibas pacientiem (F. Wu et al., 2015).

Bez alélu heterogenitates, epigenétiskas atskiribas ar var ietekmé&t Vilsona slimibas
klinisko izpausmju dazadibu. DNS metilacija ir viens no génu regulacijas galvenajiem
mehanismiem. S adenozilmetionins (SAM) ir metilgrupas donors. DNS metilacija tiek
panakta ar DNS metiltransferazu (DNMTs) palidzibu. S-adenozilhomocisteins (SAH) ir gan
transmetilacijas produkts, gan tas inhibitors (Krijt, Duta and Kozich, 2009), un
S adenozilhomocisteinaze (AHCY) ir SAH hidrolaze. Vilsona slimibas modeli ar Dzeksona
toksiska piena pelu modeli ACHY transkripta [imenis negativi korel&ja ar vara uzkrasanos (Le

et al., 2014). Vara uzkrasanas aptur SAH hidrolizi un noved lidz SAH intracelularas
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uzkrasanas, kas, savukart, inhibé DNMT transkripciju (Tao et al., 2008), samazina metilaciju
(Medici et al., 2013), kam seko gena ekspresijas izmainas. Starp pacientiem bez aknu
patologijas un pacientiem ar hronisku hepatitu, cirozi un hepatocelularu karcinomu ir
noverota nozimiga atSkiriba DNMT ekspresijas [imenos (Oh, B. et al., 2007).

Aknu steatoze ir izplatits Vilsona slimibas simptoms. Iepriek$€jos pétijumos ir
noverots, ka palielinats intracelulara vara [imenis var€tu inhib&t lipidu, parsvara holesterola,
sintézi (F. Wu et al., 2015). Lai analiz€tu holesterola metabolismu, tika izveidots Vilsona
slimibas dzivnieku modelis (peles ar Atp7b izslégSanu), kur tika noverota nozimiga
holesterola sintézes samazinasanas. Saja pas$a modeli tika novérota ari sterola regulatora —
saisto$a protetna 2 mérkgeéna (Srebp-2) — transkripcijas faktora, kas aktivizé holesterola
biosintézi, nozimiga ekspresijas samazinaSanas. Tika izteikts min&ums, ka vara uzkrasanas

inhib& Srebp-2 funkciju (Huster et al., 2007).

1.5.1. Citu génu alélisko variantu iespéjama ietekme uz Vilsona slimibas fenotipu

ATOXI gena un proteina uzbiuve, funkcijas

ATOXI (OMIM #602270) géns atrodas 5. hromosoma (5q33.1), references seciba —
NC 000005 (no 151742822. lidz 151758649. nukleotidam). Ta kodéta mRNS
(NM_004045.3) sastav no Cetriem eksoniem, no kuriem kodgjosie ir pirmie trTs, garuma no
104 lidz 171 bazu pariem. Starta kodons sakas no pirma eksona 99. nukleotida (no pirma
eksona pedgjie sesi nukleotidi ir kod€josi). G€na kod&tais proteins (NP_004036.1) sastav no
68 aminoskabém (BLAST: Basic Local Alignment Search Tool, n.d.).

ATOXI1 proteins ir vara Saperons (mazo molekulu korektormolekula), kas nogada varu
pie ATP7A un ATP7B (ATPazZu) metalu saistoSajiem doméniem. Ziditaju Stinas, izmantojot
ATP hidrolizg iegiito energiju, ATP7A vai ATP7B (atkariba no $tinu veida) parvieto varu no
citoplazmas uz GoldZzi kompleksu, lai talak to ievietotu enzimu sekretorajos celos (Igbal
Hamza, Prohaska and Gitlin, 2003) vai, lai izvaditu lieko varu arpus Stinas. Pelés Atox/ géna
delécija noved lidz intracelularai vara uzkraSanas un samazinatai vara — atkarigo enzimu
(pieméram, tirozinazes) aktivitatei, atbalstot izvirzito Atox1 lomu ka metala donoru varu
transportgjosajam ATPazeém.(Hamza et al., 1999) Izmainas ATP7B géna, ka zinams, izraisa
intracelularu vara uzkrasanos un nopietnus aknu un neirologiskus bojajumus. Vairaki aléliskie
varianti ATP7B géna izmaina proteina mijiedarbibu starp Atp7b un Atox1, noradot, ka §is

mijiedarbibas ir Joti svarigas vara homeostazé (Hussain, Olson and Wittung-Stafshede, 2008).
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Nemot véra Atox1 svarigo mijiedarbibu ar Atp7b, ir bijusi vairaki pétijumi, kur
pétnieki ir meklgjusi iesp&jamas izmainas ATOXI géna Vilsona slimibas pacientiem, bet
rezultati visur ir bijusi negativi (Simon et al., 2008; Czlonkowska et al., 2018; Lee et al.,

2011).

COMMDI1 gena un proteina uzbive, funkcijas

COMMDI1 (OMIM #607238) géns atrodas 2. hromosoma (2p15), references seciba —
NC 000002.12 (no 61888723. Iidz 62136070. nukleotidam). G&nam ir sesi iesp&jamie mRNS
transkriptu un proteinu varianti (skat. 1.1. tabulu).

COMMDI proteins ir vislabak aprakstitais no COMMD proteinu gimenes. Sim
proteinam ir plejotropa darbiba — tas ir iesaistits daudzu $iinas fiziologisko procesu regulacija,
kas ietver vara un holesterola homeostazi, jonu transportu, oksidativo stresu, proteinu
agregaciju, proteinu transportéSanu, hipoksijas inducétu transkripciju, DNS bojajuma atbildes
reakciju un onkogenézi (Riera-Romo, 2018). COMMDI ir 21 kDa proteins, kas sastav no
190 aminoskabeém. Proteins ekspres€jas dazados audos, g.k., s€kliniekos, ttmusa un aknas.
COMMDI, galvenokart, atrodas citosola, bet var tikt atrasts ar1 kodola, noradot uz bitisku
transportu starp abam vietam (Burstein et al., 2005). Gan kodola, gan citosola COMMDI1

regul€ vairaku proteinu stabilitati (Maine and Burstein, 2007).

1.1. tabula
COMMDI1 gena kodétie transkriptu un proteinu varianti
(BLAST: Basic Local Alignment Search Tool, n.d.)
mRNS references | Eksonu skaits, | KodgjoSie eksoni Proteina Aminoskabju
seciba garums (bp*) references seciba | skaits proteina
NM_001321781.1 Tris eksoni; 2.-3. NP_001308710.1 124
120 — 282
NM_001321782.1 Tr1is eksoni; 2.-3. NP _001308711.1 124
113 — 282
NM_152516.3 Tris eksoni; 1.(no 180.nt**) — NP _689729.1 190
111 -282 3.
XM _011532558.2 Tris eksoni; 1. (no 180.nt) -3. | XP_011530860.1 160
215 -1785 (pirmie 21 nt)
XM_017003412.1 Tris eksoni; 2.-3. XP_016858901.1 124
25-282
XM_011532559.2 Tris eksoni; 1. (no 165.nt) -3. | XP_011530861.1 131
168 — 282 (pirmie 111 nt)

* bp — bazu pari; ** nt — nukleotidi.
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Saistiba ar vara homeostazi Commdl géns tika atklats Bedlingtonas terjeriem, kas cies§
no vara toksikozes. Bedlingtonas terjeriem ir augsta vara toksikozes prevalence, un ir labi
dokumentéts, ka vigiem ir trauc€ta vara izvade ar zulti. Kada pétijjuma Bedlingtonas terjeriem
ar vara uzkraSanos tika atrasts, ka visiem ir Commd] géna 2. eksona delécija homozigotiska
stavoklT (van De Sluis et al., 2002). So saslim$anu supiem raksturo vara uzkrasanas aknu
Stnas un traucéta vara izdale Zulti, izraisot cirozi un toksisku aknu un smadzenu bojajumu
(Klomp et al., 2003). Izmainas Commd] gena suniem liecina par iesp&jamo Commd] iesaisti
vara uzkraSanas un izdal€ (van De Sluis et al., 2002). Kada pétijjuma pétnieki atklaja, ka
Commd1 Bedlingtonas terjeriem ar vara toksikozi neekspres€jas aknas, bet veselam pelém un
Bigla sugas suniem proteins bija atrodams aknas (Klomp et al., 2003). Vara izdaliSanu ar zulti
veic ATP7B — P tipa ATPaze, kas atrodas aknu Stnu trans Goldzi kompleksa. Izmainas
ATP7B geéna, ka zinams, izraisa Vilsona slimibu, kas p&c simptomiem loti atgadina vara
toksikozi suniem (Weiss et al., 2006). Tas liecina, ka Commdl, $kiet, ka ietekm& vara
vielmainu, mijiedarbojoties ar Atp7b, bet skaidrs mehanisms vél nav zinams (Riera-Romo,
2018).

2007. gada veiktaja petijuma tika aprakstits, ka vairaki VS izraisoSie varianti ATP7B
géna (G85V — rs786204643; L492S; G591D — rs797045402; un A604P) palielina COMMD1
piesaisti. Minétie ATP7B géna varianti izraisa proteina nepareizu saloctsanu — tadgjadi autori
secindja, ka COMMDI, iespgjams, ir iesaistits ATP7B proteina kvalitates kontrol€ (de Bie et
al., 2007).

Kada pétijuma ar 63 pacientu grupu tika atklati varianti COMMDI géna 30 % VS
pacientu. Pétnieki atrada korelaciju starp al€lisko variantu H1069Q (homozigotiska stavoklr)
un klus€joSu nukleotidu nomainu ¢.492T>C (rs9096) COMMD|1 géna (Stuehler et al., 2004).
Velakos peétijumos dazadas pacientu populacijas Sie dati netika apstiprinati (Lovicu et al.,
2006; Weiss et al., 2006). Kada petijuma 2010. gada tika zinots par cita varianta ietekmi uz

VS — tas saistas ar vairak paaugstinatu vara Itmeni urina (Gupta et al., 2010).

CP gena un proteina uzbive, funkcijas

CP (OMIM #117700) géns atrodas 3. hromosoma (3q24-q25), references seciba —
NC _000003.12 (no 149162410. lidz 149222045. nukleotidam). G&nam ir iesp&jami devini
transkripti: divi nekod€ proteinus (NR 046371.1 un XR 427361.3), bet septini transkriptu
varianti kod€ mRNS un proteinus (skat. 1.2. tabula).

Ceruloplazmins (CP) ir seruma dzelzs oksidaze, kas satur vairak neka 95 % no plazma

eso$a vara. Sis proteins pieder multivara oksidazu gimenei — evolucionari lidzigu proteinu
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grupai, kas izmanto varu savas funkcijas veikSanai. Par spiti péc vara nepiecieSamibas savu
funkciju veikSanai, ceruloplazminam nav lielas lomas vara transporta vai vielmaina (Hellman
and Gitlin, 2002). CP ir metalproteins, kas ir iesaistits toksiskas dzelzs formas (Fe’")
oksidacija uz netoksisku (Fe’"). Dzelzij ir Joti nozimiga loma dazados biologiskajos procesos.
Ta darbojas ka kofaktors dazadiem enzimiem, ieskaitot ribonukleotidu reduktazi un aconitazi,
savukart, tas klatbiitne héma pieskir hemoglobinam sp&ju parnest skabekli un dod iesp&ju
citohroma oksidazei reduc@t skabekli ident. Tas padara dzelzi ar1 toksisku, jo razo brivos
skabekla radikalus, un Fe*" forma sp&j raZot augsti toksiskus hidroksil- un superoksida brivos
radikalus tidenraza peroksida vai molekulara skabek]a klatbtitné. No visa iepriek§ minéta var
secinat, ka dzelzs vielmainu regulé dazadi proteini, kas transport€, izol€ vai mobilizé dzelzi
(de Silva, Askwith and Kaplan, 1996). Transferins — lielakais dzelzi parnesoSais proteins
plazma, parnes dzelzi no tas uzglabaSanas vietam (piem., aknam) uz audiem, kas izmanto
dzelzi. Dzelzs oksidazei (CP), ko razo aknas un sekreté plazma, ar1 ir nozimiga loma dzelzs
kustiba. Oksidgjot Fe*" uz Fe’*, CP veicina dzelzs piesaisti transferinam, kur§ piesaista tikai
Fe’* formu. Papildus tam CP ir ari efektivs antioksidants, jo sp& oksidét dzelzi relativi
netoksiska forma, palidzot novérst proteinu, lipidu un DNS oksidativu bojajumu.

Ceruloplazmins ekspres€jas astrocitos galvas smadzen€s, smadzenites un tikleng (Patel et al.,

2002).

1.2. tabula
CP gena kodeétie transkriptu un proteinu varianti
(BLAST: Basic Local Alignment Search Tool, n.d.)
mRNS references Eksonu Kodgjosie eksoni Proteina Aminskabju
seciba skaits, references seciba | skaits proteina
garums (bp*)
XM _006713499.3 20 eksoni; 1. (no 146.nt) — XP _006713562.1 1090
107 — 466 19. (pirmie 92 nt)
XM 0115124352.2 20 eksoni; 1.(no 146.nt) — XP 011510737.1 1094
107 — 466 19. (pirmie 92 nt)
NM_000096.3 20 eksoni; 1.(no 146.nt) — NP_000087.1 1065
107 — 1232 19. (pirmie 17 nt)
XM _017005735.2 18 eksoni; 1.(no 146.nt) — XP 016861224.1 1012
107 — 1232 18. (pirmie 21 nt)
XM _006713500.4 19 eksoni; 1.(no 146.nt) — XP _006713563.1 1069
107 — 1232 19. (pirmie 17 nt)
XM _006713501.3 19 eksoni; 1.(no 146.nt) — XP _006713564.1 1065
107 - 362 19. (pirmie 17 nt)
XM _017005734.2 19 eksoni; 1.(no 146.nt) — XP 016861223.1 1069
107 — 362 19. (pirmie 17 nt)

* bp — bazu pari; ** nt — nukleotidi.
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Traucéta ceruloplazmina biosintéze, ko izraisa CP géna patogéni al€liskie varianti,
izjauc dzelzs vielmainu, kas rezult&jas dzelzs izgulsnéSanas dazados organos, 1pasi — bazalajos
ganglijos, izraisot nopietnu neironu bojajumu. Dzelzs izgulsnéSanas galvas smadzenés noved
lidz neirodegeneracijai un neirologiskajiem simptomiem, ka motora dezorientacija un citi
motorie deficiti, kas izpauzas vecuma ap 45-55 gadiem (Patel et al., 2002).

OMIM datubazé pie CP gena al€liskajiem variantiem ir atrodami tris fenotipi:
cerebellara  ataksija; hemosideroze  aceruplazminémijas  dé] un  iedzimta
hipoceruloplazminémija (#MIM — 604290) (OMIM — Online Mendelian Inheritance in Man,
n.d.). Iedzimta hipoceruloplazmin€mija (art aceruloplazmin€mija) izpauzas ar parkinsonismu
un tiklenes degeneraciju sakara ar dzelzs uzkrasanos minétajos audos (Harris et al., 1995).
Dazados pétijumos ir pieradita CP saistiba ar palielinatu dzelzs uzkraSanos pelu modelos (ar
CP izsleégSanu) centralaja nervu sisteéma (Patel et al., 2002). Ir atrasts, ka abi — CP limenis un
ta aktivitate — seruma un cerebrospinalaja Skidruma ir samazinati Parkinsona slimibas
pacientiem (Torsdottir et al., 2006; Olivieri et al., 2011). Vairakos pé&tijumos ir mekl&tas
izmainas CP gé€na Parkinsona slimibas pacientiem un atrastas izmainas gan géna kod&josajas

(Hochstrasser et al., 2004), gan nekod&josas dalas (Zhao et al., 2015a).

HFE géna un proteina funkcijas, saistiba ar vara metabolismu

HFE (OMIM #613609) géns atrodas 6. hromosoma (6p22.2), references seciba —
NC _000006.12 (no 26087281. 1idz 26098343. nukleotidam).

HFE geéns kodé atipisku audu saderibas kompleksa (angl. major histocompatibility
complex (MHC)) klases olbaltumvielu, kas tiek parveidota Goldzi kompleksa un péc tam tiek
nogadata Stnas virsma, kur mijiedarbojas ar B2 mikroglobulinu. HFE olbaltumviela g.k.
ekspresgjas aknu un zarnu §tinas (Lebron et al., 1998). HFE olbaltumviela mijiedarbojas ar
citam olbaltumvielam §tnas virsma, lai regulétu dzelzs daudzumu organisma. Kad HFE ir
piesaistita pie transferina receptora 1, Sis receptors nevar piesaistit transferinu. Savukart, lai
dzelzs var€tu ieklit §tna, transferina 1 receptoram ir jabiit saistitam ar transferinu. Tatad HFE
olbaltumviela regulé dzelzs limeni aknu §tinas, noversot transferina saistiSanos ar transferina 1
receptoru (Pantopoulos, 2008). HFE olbaltumviela regul€ ar1 hepcidina produkciju. Hepcidins
ir olbaltumviela, kuru razo aknas un kura regul€ dzelzs uzstksanos no partikas produktiem, ka
ar1 dzelzs izdaliSanos no organisma ieks€jam rezervém. Ja HFE nav saistijusies ar
transferina 1 receptoru, ta saistds ar citam olbaltumvielam, t.sk., hepcidinu. ST saistiSanas

veicina hepcidina producéSanu (Erhardt et al., 2002).
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Patogénie al€liskie varianti HFE géna izraisa dzelzs uzkrasanas slimibu — hereditaro
hemohromatozi, kuras gadijuma lielakajai dalai pacientu ir sastopami divi biezakie varianti —
p.C282Y (rs1800562) un p.H63D (rs1799945) (Pantopoulos, 2008).

Saistiba starp vara un dzelzs metabolismu ir noveérojama pie vairakam slimibam.
Aceruloplazminémija ir autosomali recesiva dzelzs metabolisma slimiba, pie kuras
novérojams ceruloplazmina deficits ta kod€joSa ceruloplazmina géna patogéno alélisko
variantu dél (Hellman and Gitlin, 2002). Pie Vilsona slimibas var novérot samazinatu
ceruloplazmina limeni, kas var novest lidz dzelzs uzkraSanas aknas. Ir zinota dzelzs
uzkrasanas dzivnieku modelos ar Vilsona slimibu (Kato et al., 1993). Dzelzs uzkrasanas ir
noverota art starp VS pacientiem (Erhardt et al., 2002), ka arT pétijumi ir pieradijusi, ka pie
VS var noverot ar1 dzelzs uzkrasanos smadzenu bazalajos ganglijos (Sorbello et al., 2010). VS
arstéSana izmanto farmakologiskos preparatus, piem., D penicilaminu un trientinu, kas
samazina vara uzkra$anos, blok&jot vara uzsiikSanos zarnas. Arst€Sana var samazinat vara
biopieejamibu, tadgjadi samazinot vara saistiSanos ar proteiniem (Roberts and Schilsky,
2003). Ceruloplazmina — vara atkarigas ferrooksidazes Itmena samazinasanas rezultgjas

dzelzs uzkrasanas un sideroblastiska anémija [15](Brewer and Askari, 2005).

1.6. Vilsona slimibas diagnostika

Parasti Vilsona slimibas diagnosticéSanai pietiek ar Kaizera—FlaiSera gredzena
atradnes kombinaciju ar zemu seruma ceruloplazminu (< 0,1g/L). Kad Kaizera—FlaiSera
gredzens netiek atrasts (ka tas bieZi vien ir vérojams aknu slimibas gadijuma), ceruloplazmina
Iimenis ne vienmeér ir uzticams radita;js, jo tas var biit samazinats ne tikai Vilsona slimibas, bet
dazadu citu iemeslu dél, pieméram, autoimiina hepatita, smagas aknu mazspgjas, celiakijas un
gimenes aceruloplazminémijas gadijuma (Cauza et al., 1997), vai ceruloplazmins var biit
samazinats ar1 ATP7B géna al€lisko variantu nesg€jiem heterozigotiska stavokli, bet bez vara
uzkrasanas slimibas. No otras puses, iekaisums aknas vai citos audos var izraisit
ceruloplazmina koncentracijas paaugstinasanos, reaggjot ka akitas fazes proteinam. Nemot
vera iepriek§ minétos iemeslus, daudziem pacientiem var biit nepiecieSami vairaki papildus
1izmekl€jumi, kas norada uz vara vielmainas izmainam. Neviens izmekl&jums nav specifisks,

tadel ir japielieto vairaku izmekl&jumu kopums (skat. 1.3. tabulu).
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1.3. tabula

Vilsona slimibas diagnostikas standarta izmekl&jumi (EASL, 2012)

Izmeklejums Tipiska Nepatiesi negativi Nepatiesi pozitivi
atradne
Seruma Samazinats Normadls limenis: Pazeminats, ja ir:
ceruloplazmins ar 50 % no — =
P P - Pacientiem ar nozimigu aknu Malabsorbcija
normala eleai
[fmena iekaisumu i ' _
Limena parvertésana Aceruloplazmin€mija
imunologiskaja izmeklgjuma
Griitnieciba, arst€Sana ar Heterozigoti
estrogéniem
Vars diennakts > 1,6 Normadls limenis: Paaugstinats, ja ir:
(24h) urina umol/24 h Nepareiza materiala savakSana Hepatocelulara nekroze
> 0,64 Be@rniem bez aknu slimibas Holestaze
K H_IOI/.24 h Parauga kontaminacija
(b&rniem)
“Brivais” vars$ > 1,6 Normals, ja ceruloplazmins ir
seruma umol/L parvertéts imunologiskaja
izmekl€Sana
Vars aknas >4 pmol/g | Aknu audu rajona deél, no kurienes Holestatisku sindromu
sausa svara panemts paraugs: gadijuma
Pacientiem ar aktivu aknu slimibu
Pacientiem ar regenerativiem
mezgliem
Kaizera- Ir Nav: Primara biliara holangita
FlaiSera 50 % pacientu ar hepatologiskiem gadijuma
gredzena simptomiem
atradne,
izmantojot Lielakajai dalai asimptomatisko
spraugas lampu radinieku

1.6.1. Diagnostiskie kriteriji

Darba grupas tikSanas laika Leipcigd 2001. gada tika izstradati Vilsona slimibas
diagnostiskie kritériji (skat. 1.4. tabulu) (Ferenci et al., 2003), kuri ir pieradijusi augstu
diagnostisko precizitati (Nicastro et al., 2010). Vilsona slimibas diagnoze tiek apstiprinata, ja
pec kritérijiem tiek savakti vismaz Cetri punkti. Ja punktu skaits ir tris — tad diagnoze ir
iesp&jama un ticama, bet papildus ir javeic citi testi, savukart, pie punktu skaita, kas ir mazaks

vai vienads par diviem — Vilsona slimibas diagnoze ir maz ticama (EASL, 2012).
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1.4. tabula

Vilsona slimibas diagnostiskie Kkriteriji, izstradati 2001. gada Leipciga

(Ferenci et al., 2003)

Tipiskie simptomi un pazimes

Citi izmeklejumi

Kaizera—FlaiSera gredzens

Vars aknas (ja nav holestazes)

Ir > 5 x virs normas (> 4 pmol/g) 2

Nav 0,8—4 umol/g

Neirologiskie simptomi** Normals (< 0,8 umol/g) -1

Loti izteikti 2 | Rodanina pozitivas granulas® 1

Viegli izteikti 1 | Vars$ 24 h urina (ja nav akiita hepatita)

Nav 0 [ Normals 0

Seruma ceruloplazmins 1-2 X virs normas

Normals (> 0,2 g/L) 0 | > 2 X virs normas 2
Normals, bet > 5 x virs normas péc

0,1-0,2 g/L D penicilamina kursa 2

<0,1 g/L 2 | Alelisko variantu analize

Kumbsa negativa hemolitiska anémija Atrasti patogeéni varianti abas al€les 4

Ir 1 | Atrasts patogéns variants viena alele 1

Nav 0 | Patogéni varianti nav atrasti 0

* Ja nav pieejama kvantitativa vara [imena mérisana; ** vai tipiskas izmainas galvas smadzenu magnétiskas

rezonanses attélos.

Diagnostiskais algoritms, kas balstas uz Siem kritérijiem, ir att€lots 1.4. attéla (EASL,

2012).

1.6.2. Citi VS izmeklejumi, kas neietilpst Leipcigas diagnostiskajos kriterijos

Aknu biopsija

Aknu biopsija diagnostiskajiem noliikiem ir nepiecieSama tikai tad, ja kliniskie

simptomi vai neinvazivie izmekl&jumi nelauj apstiprinat diagnozi, vai pie aizdomam par citu

aknu slimibu. Agrinas histologiskas izmainas aknas ietver vieglu steatozi (mikro vai

makrovezikularu), glikogenizétus kodolus hepatocitos un fokalu hepatocelularu nekrozi

(Ludwig, Moyer and Rakela, 1994.). Biezi §is izmainas tiek diagnostic€tas ka nealkoholiska

taukaina aknu slimiba vai nealkoholiskais steatohepatits. Aknu biopsijas paraugos var tikt

atrasta klasiska autoimiina hepatita (ta saukta “hroniska aktiva hepatita”) aina. Progresgjot

aknu parenhimas bojajumam, attistas aknu fibroze ar tai sekojoSu cirozi. Apméram pusei no

pacientu aknu ciroze vérojama jau slimibas diagnostic€Sanas bridi (Ferenci et al., 2005). Aknu
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paraugu ultrastruktiiras analize steatozes gadijuma uzrada specifiskas mitohondriju izmainas.
Tipiska atradne ietver mitohondriju izméra un formas daudzveidibu, palielinatu matriksa
materiala blivumu, ka arT neskaitamus ieslégumus, ka lipidus un skaidras granulas, kas varétu
bt varS. VisuzkritoSaka izmaina ir palielinata starpkristu telpa ar kristu galu dilataciju, radot
cistisku izskatu (Cope-Yokoyama et al., 2010). Ja nav holestazes, tad aprakstitas izmainas tiek
uzskatitas par 1pasi raksturigdm Vilsona slimibai. Slimibas vélakas stadijas lizosomas ir

sastopami blivi depoziti.

1.4. att€ls. Vilsona slimibas diagnostikas algoritms, balstits uz Leipcigas Kkritérijiem.
*Bérniem robeza var biit zem 40 pg/24h (Ferenci et al., 2003).

Galvas smadzenu radiologiska izmeklésana

Galvas smadzenu magnétiskas rezonanses (MRI) vai datora tomografijas (DT)
1izmekl€jumi var noteikt bazalo gangliju strukturalas izmainas (van Wassenaer-van Hall et al.,
1996). Visbiezakas atradnes ir bazalo gangliju rajona palielinats blivums datora tomografija
vai hiperintensitate MRI T2. MRI var biit jutigaka metode So izmainu noteikSana. Izmainas
nav limitétas tikai min€taja rajona, bet var ietvert citus rajonus. Raksturiga atradne Vilsona
slimibas gadijuma ir t.s. “gigantiskas pandas seja”, bet ta ir atrasta mazakajai dalai pacientu.
Bez §is pazimes, Vilsona slimibai vél ir raksturigas hiperintensitates tektalaja plakné un

centralaja tilta dala ar papildus bazalo gangliju, talama un galvas smadzenu stumbra iesaisti
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(Prashanth et al., 2010). Nozimigas izmainas galvas smadzenu radiologiskajos izmekléjumos

var biit pat pirms klinisko simptomu sakuma (van Wassenaer-van Hall et al., 1996).

1.6.2. Molekulara diagnostika

TieSa VS molekulara diagnostika ir apgritinosa, jo ATP7B géna ir sastopami vairak
neka 800 patogenie al€liskie varianti (HGMD, n.d.), kuri, lielakoties, ir reti sastopami, ar
daziem iznémumiem (Ferenci et al., 2005). Turklat, lielaka dala pacientu ir kompaunda
heterozigoti (katra no gé€na al€lém ir cits al€liskais variants). Tomér jebkuram pacientam ar
aizdomam par Vilsona slimibu ir sapratigi veikt A7P7B g€na analizi — gan diagnozes
apstiprinaSanas noliukiem, gan, lai atvieglotu radinieku skriningu (EASL, 2012).

Vilsona slimibas molekulara diagnostika ir ieklautas dazadas metodes, ka, pieméram,
vienkarSakas un salidzino$i 1&takas skrininga metodes, pieméram, SSCP (vienpavediena
konformacijas polimorfismu analize — angl., single stranded conformational polymorphism
analysis) vai RFLP (restrikcijas fragmentu garuma polimorfismu analize, angl. — restriction
fragment length polymorphism analysis), kam sekoja Sangera tie§a DNS sekvengSana, bieZi
vien — iepriek§ pieraditiem ATP7B g€na t.s. “karstajiem punktiem”(Coffey et al., 2013).
Atseviskiem variantiem ir al€lu specifiskas PCR, pieméram, H1069Q variantam — PCR Bi-
PASA (Polakov et al., 2007).

Pedgja laika VS molekulara diagnostika, nemot véra lielo alélu heterogenitati, parsvara
balstas uz ATP7B géna kodgjoSo dalu — eksonu un tam pieguloSo rajonu tieSo (Sangera)
sekvengsanu (Simsek Papur, Akman and Terzioglu, 2015; Vrabelova et al., 2005; Hua et al.,
2016). Ja neizdodas atrast patogénos al€liskos variantus ATP7B géna kod€joSos rajonos, tad
molekularo diagnostiku turpina ar ATP7B géna regulatoro rajonu — promotera un 3 'UTR
(3’ netranslgjama rajona) sekvenéSanu (Mukherjee et al., 2014; Coffey et al., 2013). Ja péc
visu iepriek§ min€to metozu pielietoSanas nav izdevies identificét ATP7B géna patogénos
aleliskos variantus, tad tiek izmantota MLPA (multipleksa ligacijas atkariga proves
pavairoSana — angl., multi ligation - dependent probe amplification) metode lielu (vairaku
eksonu ietvero$u) deléciju vai duplikaciju atraSanai (Coffey et al., 2013; Bost et al., 2012).
Pedgjos gados tiek izmantota ari jaunas paaudzes sekvenéSana (NGS) VS diagnostika —
galvenokart, ta ir mérkéta — visa ATP7B geéna vai génu panela sekvenéSana (piem., pie
neskaidras izcelsmes hepatita, kur VS ir ka viena no iesp&jamam diagnozém (Poon, Tan and

Koay, 2016; Collet et al., 2018).
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2. Materials un metodes

2.1. Petijuma grupas

Pétijums apstiprinats Latvijas Republikas Centralaja Etikas komiteja (skat.
1. pielikuma), un tas veikts saskana ar starptautiskiem, Latvijas Republikas likumiem,
Helsinku un Taipejas deklaraciju. Pirms pétijuma uzsakSanas katrs pacients iepazinies ar
“Informaciju pacientam” un rakstiski apliecindjis piekriSanu dalibai p@tijjuma, parakstot
“PiekriSanas apliecinajumu”. Ja individs biologiska materiala savakSanas bridi bija
nepilngadigs, viens vai abi no biologiskajiem vecakiem parakstija inform&tas personas
piekriSanas formu. Pirms 2016. gada pétijjums veikts p&tijuma “Ksenobiotiku metabolisma
iesaistito enzimu kod€joso genu polimorfismi Latvijas populacija un to nozime aknas
metabolizéto medikamentu terapijas izvéle” ietvaros (Latvijas Republikas Centralas Etikas
komitejas atlauju skat. 2. pielikuma).

Pétijumam tika apzinati dati no visiem pacientiem, kuru biologiskais paraugs tika
nosiitits RSU Molekularas genétikas zinatniskajai laboratorijai (MGZL) uz VS DNS
diagnostiku un kuri parakstijusi informeto piekriSanu par dalibu pétijuma. Talaka pétijjuma
pacienti tika ieklauti, balstoties uz Leipcigas diagnostiskajiem krit€rijiem: 64 neradnieciski
pacienti ar apstiprinatu VS (Cetri un vairak punkti pe€c minétajiem krit€rijiem); 14 pacienti ar
kliniskam aizdomam par VS (2-3 punkti péc Leipcigas diagnostiskajiem kritérijiem), ka ar1
astoni pacienti, kuriem VS atklata gimenes skrininga.

Asins paraugi DNS analizei tika nemti no periféram asinim dazadas arstniecibas
iestadeés: dazadas Beérnu Kliniskas universitates slimnicas (BKUS) stacionarajas un
ambulatorajas nodalas, dazadas Rigas Austrumu kliniskas universitates slimnicas (RAKUS)
stacionarajas un ambulatorajas nodalas (galvenokart stacionara “Latvijas Infektologijas
centrs”) laika posma no 2001. [idz 2018. gadam.

Atklato jauno ATP7B géna 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 art dati par ATP7B géna variantu bieZumiem no 42 individiem dazada vecuma

Vo

bez zinamas hepatologiskas vai neirologiskas saslim$anas no RSU MGZL ieksgjas datubazes,
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kas balstas uz kliniska eksoma datu analizes (ar1 Sie individi bija parakstijusi piekriSanu par
neierobezotu vinu biologiska materiala izmantosanu dazadiem pétijumiem).

Slimibas anamnéze, klinisko simptomu raksturojums, laboratorisko analizu un citu
diagnostisko izmekl&jumu rezultati tika iegtti no arstu aizpilditajam gené&tisko izmekl&jumu
nositisanas veidlapam RSU MGZL, ka ari no VS pacientu ambulatorajam un stacionarajam
kartem RAKUS stacionara “Latvijas Infektologijas centrs” un BKUS, abu arstniecibas iestazu

atlaujas veikt p&tjjumu skat. 3. un 4. pielikuma.

2.2. Molekularie izmekléjumi

Visi molekularie izmeklgjumi veikti Rigas Stradina universitates molekularas

genétikas zinatniskaja laboratorija (MGZL) laika posma no 2006. Iidz 2018. gadam.

2.2.1. DNS izdaliSana no venozajam asinim

No 2006. Iidz 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 /nnu Prep DNA mini kit

(Analytic Jena, Vacija), izmantojot razotaja protokolu.

2.2.2. ATP7B gena aleliska varianta H1069Q noteikSana ar PCR Bi-PASA metodi

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

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

Sakotngji veic polimerazes k&des reakciju (PCR) analiz€jama fragmenta pavairoSanai.
Reakcija izmantotie reagenti (tilpumi noraditi vienai reakcijai, ul): H,0 — 11,5;
10 x Taq buferis ar (NH4),SO4 (Thermo Fisher, ASV) — 2,0; 25 mM MgCl, — 3,0; 10 mM
dNTP mix (Thermo Fisher, ASV) — 0,5; WI14F (tiesais praimeris) — 0,7; W14R (reversais
praimeris) — 0,7; HI069QN (pirmais iek$gjais praimeris) — 0,7; HI069QM (otrais ieksgjais
praimeris) — 0,7; Tag DNA polimeraze (Thermo Fisher, ASV) — 0,1. Praimeru secibas skat.
2.1. tabula.
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19 ul reakcijas maisijumam pievieno 1 pl (30 ng/ul) DNS parauga. Lai nodroSinatu
reakcijas norisi, maisijumu ievieto automatiskaja termociklera, piemérojot specifisku
temperatiiras rezZimu: sakotn€ja denaturacija — 94 °C (2 min.); 30 atkartoti cikli ar sekojoSiem
parametriem: denaturacija — 94 °C (30 s.); hibridizacija (praimeru piesaistiSanas) — 56 °C (30
s.); fragmenta pagarinasana — 72 °C (30 s.); beigas seko noslédzosa fragmenta pagarinasana —
72 °C (7 min.) un paraugu atdzes€Sana — 4 °C (10 min.).

PCR Bi-PASA metode balstas uz to, ka ierasto divu praimeru (sintgtisko
oligonukleotidu) vieta tiek izmantoti Cetri (praimeru secibas skat. 2.1. tabula):

1) divi ar&jie praimeri, kas piesaistas analiz€jamam fragmentam no abiem galiem
(5’ un 3’) un nodroS$ina to, ka vienmer tiek uzsintezets 356 bp gars fragments, kas kalpo par
kontroli, ka reakcija ir notikusi;

2) divi ieksgjie — al€lu specifiskie praimeri, kas piesaistas tikai pie noteiktas

nukleotidu secibas un uzsintezetie fragmenti ir atkarigi no al€liska varianta klatbutnes.

2.1. tabula

PCR Bi-PASA izmantoto praimeru (sintétisko oligonukleotidu) secibas

Nosaukums Seciba (5°- 3°)
Argjie praimeri WI14R 5 GGG CCC TCT AAG TGG TTT TC 3’
WI14F 5’ CCC CTC CAT CTG TAT TGT GG 3’
Alglu specifiskie — ieksgjie | HI069QN 5 GAC TGC CAC GCC CAA GGG G ¥
praimeri H1069QM 5 GGA GGC CAGCAGTGA ACAA 3

Pec PCR produkti tika analizéti 8 % poliakrilamida gela elektroforéze (PAGE), kur gels
péc tam krasots ar etidija bromidu; dati vizualiz€ti un dokumentgti ar ultravioletu transluminatoru

— gela fotodokumentacijas ierici (rezultatu interpretaciju un gela att€lu skat. 2.1. attéla).

2.1. attels. Aleliska varianta H1069Q analize ar PCR Bi-PASA (8% PAGE).
Izmantotais markieris (pirmaja gela bedrit€ no kreisas puses) — pUC19 DNA/MSPI (Thermo Fisher,
ASV). Individu genotipi: 1. H1069Q homozigotiska stavokli. 2. H1069Q heterozigotiska stavokli. 3. — 5.
H1069Q variants nav atrasts neviena no alélém.
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2.2.3. Sekvenésanas reakcija

Sekvenésanas reakcija sastav no vairakiem posmiem, un tie ir:

1.

Analiz€jama fragmenta amplifikacija, izmantojot PCR. Reakcijas maisijums sastav
no (katra reagenta daudzums ir noradits mikrolitros vienai reakcijai): ddH,O —
13,4; 10 x Taq buferis+ (NH4),SO4-MgCl, — 2,0; 25 mM MgCl, — 2,0; 10 mM
dNTP Mix — 0,5; 10 pmol Py (tieSais praimeris) — 0,5; 10 pmol Pr (reversais
praimeris) — 0,5; Taq DNA polimeraze 5 U/ul — 0,1. 19 ul reakcijas maistjumam
pievieno 1 ul (30 ng/ul) DNS parauga. Talak maisijumu ievieto automatiskaja
termociklera, piemeérojot specifisku temperatiiras rezimu: sakotngja denaturacija —
94 °C (2 min); 30 atkartoti cikli ar sekojoSiem parametriem: denaturacija — 94 °C
(30 s.); hibridizacija (praimeru piesaistiSanas) — 56 °C (30 s.); fragmenta
pagarinaSana — 72 °C (30 s.); beigas seko noslédzosa fragmenta pagarinaSana —
72 °C (7 min.) un paraugu atdzes€Sana — 4 °C (10 min.).

Amplifikacijas produkta parbaudiSana 2 % agarozes gela.

. Amplifikacijas produkta attiriSana, 10 pl paraugam pievienojot 1 pl eksonukleazi

(Exol) ThermoScientific (Waltham, ASV) un 2 pl garnelu sarmaino fosfatazi (SAP)
ThermoScientific (Waltham, ASV). P& tam paraugu inkub& 15 minites
37 °C temperatiira un péc tam 15 mintites — 85 °C, tad atdzes€ 1idz 4 °C. Metode
adaptéta RSU MGZL péc Werle un kolégu aprakstita protokola (Werle et al., 1994).

. Sekvenésanas reakcija. Tiek sagatavots reagentu maisijums, sastavos$s no:

4,7 ul ddH,0; 0,3 pl BigDye Terminator v3.1 (ar krasvielu iezim&tu nukleotidu
maistjums); 1 pul sintetiska oligonukleotida (viens no iepriek§ PCR izmantotajiem)

un 2 ul 5x sekvenéSanas bufera (Applied Biosystems Waltham, ASV).

. 8 ul sekvenéSanas reakcijas maisijjuma tiek pievienoti 3 pl attirita PCR produkta,

bet talak maisfjums tiek ielikts automatiskaja termocikla, kur uzstadita
sekveng&Sanas PCR programma: atra denaturacija 94 °C (1 s), kam seko 25 atkartoti
cikli: 96 °C (10 s); 58 °C (5 s); 60 °C (4 min); péc tam seko 4 °C (7 min), kas
nepiecieSams reakcijas pabeigSanai. Metode pielagota RSU MGZL, saskana ar
razotaja rekomend&to protokolu.

SekvengSanas produkta attiriSana no liekajiem oligonukleotidiem.

. Sakotngji veic etanola/ EDTA (Sigma-Aldrich (ASV)) precipitaciju, paraugam

pievienojot 2,5 ul 12,5 mM EDTA un 25 pl 96 % etanola, 15 miniites paraugu
inkubg istabas temperattira. Péc tam paraugus centrifugé pie + 4 °C ar 4 400 rpm
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45 miniites, supernatantu uzmanigi atsiic ar pipeti, pievieno 30 pl auksta 70 %
etanola un inverté 5 x, p&c tam atkal centrifuge pie + 4 °C ar 4 400 rpm 15 minttes.
Péc tam atkal uzmanigi ar pipeti atsiic supernatantu un zavé termostata pie
+ 50 °C.

8. Paraugu denaturéSana. Pievieno 12 pl formamida un inkubg pie 95 °C 5 miniites.

9. Paraugu analize kapilaru elektroforéze. levieto paraugus sekvenatora (4BI Prism
310 un ABI Prism 3500) sekvengSanas reakcijas veikSanai (metode aprakstita

razotaja izdotaja rokasgramata).

2.2.4. ATP7B géna tieSa sekvenésana

ATP7B géna eksonu un tiem pieguloso intronu (+ 20 nukleotidu) sekven&Sana tika
veikta visiem VS pacientiem ar kliniski apstiprinatu VS vai ar aizdomam par to, kuriem
biezakais aléliskais variants (p.H1069Q) netika atrasts abas géna al€lés. SekvengSanai tika
izmantoti praimeri, kuri piemekl@ti, izmantojot brivpieejas programmu Primer 3 (Primer3
Input (Version 0.4.0), n.d.). ATP7B gena eksonu sekveng&Sanu, praimeru secibas, piesaistes
temperatiru un produkta garumu skat. 2.3. tabula. Sekveng&Sanas -elektroferogrammas
analiz€tas, izmantojot programmu Chromas 2.4 versiju. legltas sekvences salidzinatas ar
BLAST datubazé pieejamo references sekvenci — NG _008806.1; NM 000053.3 un
NP_000044.2 (BLAST: Basic Local Alignment Search Tool, n.d.).

2.2.5. Alelisko variantu patogenitates analizéSana

Visi atrastie al€liskie varianti tika parbauditi ASV Albertas Universitates veidotaja
“Vilsona slimibas mutaciju datubaze” (aktiva datubazes papildinasana un uzturéSana tika
partraukta 2010. gada) (Wilson mutation database, n.d.) un NCBI Nacionala Biotehnologijas
Informacijas centra (National Center for Biotechnology Information, NCBI) datubaze
ClinVar.

Iepriek§ neaprakstitu al€lisko 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). Patogénu variantu klasific€Sanas kritérijus skat. 2.2. tabula.
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2.2. tabula

Patogénu variantu klasificéSanas kriteriji (Richards et al., 2015).

Patogenitates Kategorija
pieradijumi
PVS1 —nulles variants (termingjoss, ramja nobides, izmainas kanoniska vieta +1
Loti stipri vai 2 splaisinga vietas, iniciacijas kodons, viena vai vairaku eksonu delécija) géna,
(PVS) kura funkcijas zudums ir pieradits ka slimibu izraiso§s mehanisms
PS1 — tada pati aminoskabes nomaina ka ieprieks aprakstitam patogénam
variantam, neskatoties uz nukleotida nomainu
PS2 — de novo (pieradits gan no mates, gan téva puses) pacientam ar slimibu, bet
Stipri (PS) bez gimenes anamnézes

PS3 — bojajoss géna vai géna produkta efekts labi pieradits in vitro vai in vivo
funkcionalajos petijumos

PS4 — varianta prevalence starp pacientiem ir nozimigi lielaka neka starp kontroles
grupas individiem

Videji (PM)

PMI1 - variants atrodas mutaciju ,.karstaja punkta” un/vai kritiskaja un labi
aprakstita funkcionalaja doména (piem., enzima aktivaja saita) bez labdabigiem
variantiem

PM2 — variants nav atrasts (vai atrasts loti reti) datubazgs pieejamajas kontroles
grupas (Exome Sequencing Project, 1000 Genomes Project, vai Exome Aggregation
Consortium)

PM3 — pie recesivam slimibam, variants atrasts trans fazg ar otru patogéno
variantu

PM4 — proteina garuma izmainas bez ramja nobides del&ciju/ inserciju gadijuma
vai termingjosa kodona zudums

PMS5 — jauna nesinonima nomaina taja pasa aminoskabes vieta, kur ieprieks
noveérota cita nesinonima nomaina

PM6 — uzskatams ka de novo, bet bez maternalas un paternalas apstiprinasanas

Atbalstosi
(PP)

PP1 — atrasana kopa ar slimibu vairakiem pacientiem viena gimené géna, kura ir
zinami citi aléliskie varianti, kas izraisa slimibu

PP2 — nesinonims variants géna, kura labdabigi nesinontmi varianti ir reti
sastopami, bet nesinontmi varianti biezak ir zinami ka slimibu izraisoSi

PP3 — daudzi skaitlosanas (datora) pieradijumi atbalsta géna vai géna produkta
kaitigumu (géna produkta saglabaSanas, evolucionars, slaisinga ietekmes utml.)

PP4 — pacienta fenotips vai gimenes vésture ir loti specifiska monoggnai slimibai

PPS — cienfjama avota variants nesen ir aprakstits ka patogéns, bet laboratorijai nav
pieejami pieradijumi, lai veiktu neatkarigu novertgjumu

Pie PP3 kritérija tika 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 sekven&Sanai tika izmantoti

praimeri no iepriek§ aprakstita pétjjuma (Cullen, Prat and Cox, 2003). Géna ATP7B

promotera sekvené€Sanu, praimeru secibas, piesaistes temperatiru un produkta garumu

skat. 2.3. tabula. ATP7B géna promoters tika sekvenéts visiem pacientiem ar kliniski

39



apstiprinatu VS ar ar aizdomam par to, kuriem netika identificéti patogénie al€liskie varianti

abas géna aléles, izmantojot PCR-BiPASA un ATP7B géna kodgjoso dalu sekvenésanu.

Géna ATP7B eksonu un promotera praimeru secibas, piesaistes temperatiiras

un PCR produktu garumi

2.3. tabula

T. | G’
o C) | (bp)
. Praimeris 1 (5’- 3°) Praimeris 2 (5’- 3°)
rajons
1 AAAATCCTCCTGGTGGGA | 60 192
' CTTTAACACCCCGCTCTCCT GT
21 CCCATGTCCCCAATTTGA | 60 394
) TCCATTTTCTCAGTGCCAGA T
29 TCTCTTTGGGTTAGTGCTT | 60 400
' ATATGTGCCATCGGTTGTGT TG
73 TGATCTGTCCCACTCCCTT | 60 394
) CTGCCATCAAGAGCAAAGTG C
24 CTCAGGACATGCCTCAAA | 60 400
' GGAGAACAAAACTGCCCAAG CA
3 CGCAGCATTCCTAAGTTC | 60 383
' CTCACCAAGAGCCCTGAAAC AA
4 GGATGTGTCCAAAATGCA | 60 269
' CTGCCCACCCAGAGTGTTAC AA
5 GCTATATTTTCTCATTTTT | 60 291
' TTTCCTTGATCCTGGGTCTG CTTCACTG
6 AGAGTTGGGCCCAGGTAG | 60 222
' AAAGTGCTTTCTGCCAATGC AG
7 ACACAGCATGGAAGGGA | 60 293
' CAGAAGGGGAGTGGCTTGTA GAG
] TTCTGAACCTGAAGCTGC | 60 373
) GTCACGACTGTGCACAAAGC TGT
9 TCTCTGCCCACACTCACA | 60 277
' GTGACTCTCAGGCTGGGTTT AG
10 CCTCCTGAGGGAACATGA | 60 231
) CAGCTGGCCTAGAACCTGAC AA
1 TGACAGTTGTCTCTTTCCTACGT | TCCCAGAACTCTTCACAT | 60 250
) C AATTTC
12 AACCACCATATAGCCCAA | 60 200
) ATTTCCCATGGTCTTGGTGT GG
13 CATCTCTCAGGATGGGGA | 60 261
) CCTGCCTCTGACTCTGTCCT AA
14 CCCCTCCATCTGTATTGT | 60 356
) GGGCCCTCTAAGTGGTTTTC GG
15 CTGTGGTTTGACCCACCT | 60 283
’ TTTCACTTCACCCCTCTTGG CT
16 TCTGAGAGAGCGGAAGG | 60 260
) GCTGTTAAAAGGATTGCATGG AAG
17 GGCCAACTGGTGCTTACT | 60 259
) CCCAACTTGTGTAGCTGCTG TT
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2.3. tabulas turpinajums

T. | G?
A_TP7B ©C) | (bp)
gena Praimeris 1 (5’- 3°) Praimeris 2 (5’- 3°)
rajons
18 TGATGGAGAGGAGCACA | 60 363
) GGGCAAGGGTAACTTGAGGT CAG
19 TCACTAACCCCAGCAGGA | 60 217
' CTGTGTGCTCCTCTCCATCA AC
20 TGGGAAATGAGAGGCAA | 60 230
) CCTAGGTGTGAGTGCGAGTTC GTT
71 TCAGCTTGTGGTGAGTGG | 60 356
' AGATGCTGTTGCGTTCCTG AG
P’ (1159 | TCTGTGAGCCCACACGA CTGTCAATCACAGGCCAC | 59 336
—824) G
P’ (872 | GACAGCAGTGGGGGGTTG ACTCAGCTCCCAGGGCTC | 61 341
—532)
P’ (549 | GAGCCCTGGGAGCTGAGT CCCTTCTCTGGCTGTGAT | 60 583
-39) CT

' _ praimeru piesaistes temperatiira; > — PCR produkta garums; P — promotera rajoni. ATP7B géna eksoni
atziméti ar cipariem no 1.-21.

2.2.6. ATOXI gena tiesa sekvenéSana

Geéna sekvenéSana tika veikta visiem VS pacientiem, kuriem VS tika molekulari
apstiprinata (identificeti divi patogénie al€liskie varianti ATP7B géna), lai noteiktu ATOX]
géna variantu iesp&jamo saistibu ar dazadu VS fenotipu. Géna sekvenéSanai tika izmantoti
praimeri, kuri piemekl€ti, izmantojot brivpieejas programmu Primer 3 (“Primer3 Input
(Version 0.4.0)” n.d.). Géna ATOXI! eksonu sekveng&Sanu, praimeru secibas, piesaistes
temperattiru un produkta garumus skat. 2.4. tabula. 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.).

2.2.7. COMMDI gena tiesa sekveneSana

Geéna sekvenéSana tika veikta visiem VS pacientiem, kuriem VS tika molekulari
apstiprinata (identificéti divi patogeénie al€liskie varianti ATP7B geéna), lai noteiktu COMMD1
géna variantu iesp&jamo saistibu ar dazadu VS fenotipu. Géna sekvenéSanai tika izmantoti
praimeri no iepriek§ publicétiem datiem (Gupta et al., 2010). Géna COMMDI eksonu
sekvenéSanu, praimeru secibas, piesaistes temperattiru un produkta garumu skat. 2.4. tabula.
legiitas 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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2.2.8. CP gena tiesa sekvenéSana

Geéna sekvenéSana tika veikta visiem VS pacientiem, kuriem VS tika molekulari
apstiprinata (identificéti divi patogénie aléliskie varianti A7TP7B géna), lai noteiktu CP géna
promotera variantu iesp&jamo saistibu ar VS kliniskajiem simptomiem. CP g€na promotera
(ne visa géna) sekven&Sana tika izv€l€ta, pamatojoties uz citos p&tijumos iegito informaciju,
secinot, ka izmainas CP géna promotera var biit saistitas ar izmainitu seruma ceruloplazmina
Iimeni, tapéc CP géna izmainas var izraisit VS lidzigus simptomus (Zhao et al., 2015). Géna
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 ieprieks public€tas informacijas (Zhao et al., 2015). Géna CP
promotera sekveng@Sanu, praimeru secibas, piesaistes temperatiiru un produkta garumu
skat. 2.4. tabula. Analiz€ tika izmantoti Cetri praimeri: argjie — PCR produkta iegliSanai,
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.).

2.2.9. 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 sekven&Sanas. Protokols MLPA
veikSanai adaptéts no reagentu razotaja majas lapas (MRC-Holland, n.d.). Reakcija tiek
izmantots reagentu maisijums “SALSA MLPA Probemix P098-D1 Wilson disease”
(MRCHolland, Niderlande), lai noteiktu lielas ATP7B géna delécijas vai duplikacijas, kas
izraisa VS. Reagentu komplekts satur: SALSA MLPA buferi; SALSA Ligazi -65; ligazes
buferi A; ligazes buferi B; SALSA PCR praimeru maisijumu; SALSA polimerazi. Reagentu
maisijums ar1 var tikt izmantots, lai noteiktu punktveida al€liskos variantus: R778L
(c.2333G>T; 1s28942074), A874V (c.2621C>T; 1s121907994), H1069Q (c.3207C>A;
rs76151636) un N1270S (c.3809A>G; rs121907990), ka ar1 c.-441 427dell5 variantu (15 bp
deléciju). Reakciju maisijums satur 41 MLPA zondes, ar amplifikacijas produktu garumu
starp 132 un 445 nukleotidiem. No visam zondém 28 ir domatas ATP7B génam; viena —
ATP7B géna pieguloSajam rajonam ALGI 1 géna. Papildus tiek izmantotas vél 12 references

zondes dazados autosomalajos rajonos. Reakcija tika veikta atbilstos$i razotaja protokolam.
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P&éc reakcijas 1 ul no paraugiem tika sajaukti ar Hi-Di formamidu (12 pl) un GeneScan
LIZ500 garuma standartu (0,5 pl) (Thermo Fisher, ASV) un tika izlaisti uz kapilaras
elektroforézes ABI 3500 (Thermo Fisher, ASV). Dati tika analizeéti uz Coffalyzer
programmatiiras, atbilstosi razotaja rekomendacijam. Ka kontroles tika izmantots materials no
vairakiem veseliem individiem un individiem ar zinamiem patog€niem variantiem (piem.,
al€liskais variants — H1069Q heterozigotiska un homozigotiska stavokli). Fluorescenta signala
koeficients tika defin€ts robezas no 0,7 Iidz 1,3 (zem 0,7 — iesp&ama delécija; virs 1,3 —

iesp&jama duplikacija).

2.4. tabula

Geénu ATOX1 un COMMD1 eksonu un CP géna promotera rajona praimeru secibas,
piesaistes temperatiiras un PCR produktu garumi

Gens Rajons T. G’
Praimeris 1 (5’ - 3’) Praimeris 2 (5’ - 3°) O (bp)
1. cksons | TTCTGAAAAAGGCCG | CCTGAGCCCTTCAAGAT | 60 400
- ACAGT CAG
S [ 2. cksons | AGTCTGATGCCAACC | GCCGTGGTGAGGATTAA | 60 397
= AGGTC ATG
= [3. cksons | CATTTGCTTTCTGGCC | CAAGGTGTTCGCTCTGA | 60 400
TGTT TGA
| eksons | GTGGTGGTTTTGCAC | TCCAAGCCGGAGACTAC |59 301
' AGGC AG
S 5 ek TTCAGTGATTTAAGA | GAATAGACAAGCTAACA | 57 456
S | 7 GreacTe TGTAG
§ 3 oksons | GAGTTTGGTCATGCC | GTGAGAACCTCTGCACT | 58 379
O AGATG GG
promoters | CTTGCCTGAGACCAT | CAACAGCACAGACTGGG | 62 878
TTTACATCC GTTAG
& | promoters | TTGCTGACCCTTGAG | TTGGCATGGAGTAGGGG | - ;
© AACTG TTA

! _ praimeru piesaistes temperatiira; > — PCR produkta garums.
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2.2.10. Kvantitativa PCR (¢PCR)

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 (Livak and Schmittgen, 2001) un Qiagen rekomendacijam.
Analizei tika izmantots 5x HOT FIREPol® EvaGreen®qPCR Mix Plus (ROX) reagentu
maistjums (SolisBiodyne, Igaunija), un analize tika veikta ar RotorGene-Q aparatu (Qiagen,
Vacija), izmantojot razotaja programmatiiru. Praimeru secibas intereses rajoniem tika
izveéletas, lai amplific€tu rajonu, kurs tika analiz€ts ar MLPA zondém, savukart, ka references
regioni tika izmantoti ATP7B 2. eksons, kura kopiju skaita izmainas tika izslégtas, izmantojot
MLPA un Sangera sekvenéSanu, un KRIT! géna fragmentu (KRIT] tika izvelets ka references,
jo taja loti reti sastopamas kopiju skaita izmainas). Praimeru secibas tika dizainétas,
izmantojot brivpieejas programmu NCBI Primer BLAST. (BLAST: Basic Local Alignment
Search Tool, n.d.) Praimeru secibas, piesaistes temperatiiru un produkta garumus skat. 2.5.
tabula. Pirms gPCR veikSanas visi PCR apstakli tika optimiz&ti, 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 izskirtsp&jas kusanas analizi (angl. high resolution melting, HRM). Veicot
gqPCR, tika ieklauti: 1) paraugi ar aizdomam par kopiju skaita izmainam A7P7B géna no
MLPA rezultatiem, 2) paraugi no kltiski veseliem individiem, kuriem kopiju skaita izmainas
ATP7B 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 lidz 1,3, kas atbilst divam kopijam konkrétaja intereses rajona.

2.5. tabula

Gena ATP7B eksonu praimeru secibas, piesaistes temperatiiras un PCR produktu garumi

qPCR veikSanai
T, | G’
Ex.' Praimeris 1 (5°- 3’) Praimeris 2 (5’- 3’) (&) (bp)
16. AGTCCCCCAGACCTTCTCTG CGTGGTCTGTCATAGCGTCA | 60 101
18. TTTGCAGAGGTGCTGCCTT CAATGGCCACACCCATGTCT | 63 136
19. GATTTGCTGGATGTGGTGGC TGCAATGGGTATCCCAACCA | 63 111
2. GTGGTCACCCTCCAACTGAG GAAGTGCCTCGATAGCCCTC | 61 190

' — eksons; * — praimeru piesaistes temperatiira; * — PCR produkta garums.
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2.2.11. HFE variantu noteik§ana

HFE géna 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 patogenie al€liskie varianti A7P7B géna). Abu variantu
polimerazes kédes reakcija izmantotie reagenti (tilpumi noraditi vienai reakcijai, pl): ddH,0 —
13,4; 10 x Taq buferis ar (NH4),SO4 (Thermo Fisher, ASV) — 2,0; 25 mM MgCl, — 2,0;
10 mM dNTP mix (Thermo Fisher, ASV) —0,5; Taq polimeraze (Thermo Fisher, ASV)—0,1.
C282Y varianta noteikSanai: Pcogyyr (tieSais praimeris) — 0,5; Pcogoyr (reversais praimeris) —
0,5, bet H63D varianta noteikSanai: Ppepr (tieSais praimeris) — 0,5; Pyespr (reversais
praimeris) — 0,5 (Mura, Raguenes and Ferec 1999; Garry et al. 1997). Praimeru secibas un
PCR produkta garumus skat. 2.6. tabula.

19 pl reakcijas maistjumam pievieno 1 pl (30 ng/ul) DNS parauga. Lai nodroSinatu
reakcijas norisi, maisijumu ievieto automatiskaja termociklerd, piemerojot specifisku
temperatiiras rezimu: sakotngja denaturacija — 94 °C (2 min); 30 atkartoti cikli ar sekojoSiem
parametriem: denaturacija — 94 °C (1 min.); hibridizacija (praimeru piesaistiSanas) — 62 °C (1
min.); fragmenta pagarinaSana — 72 °C (1 min.) beigas seko noslédzo$a fragmenta
pagarinasana — 72 °C (7 min.) un paraugu atdzesésana — 4 °C (10 min.).

P&c polimerazes k&des reakcijas veikSanas uz amplificétajiem fragmentiem iedarbojas
ar restrikcijas endonukleazém: C282Y variantam ar Rsal (Thermo Fisher, ASV) un H63D
variantam Mbol (Thermo Fisher, ASV). P&c produktu inkubacijas 37 °C vismaz divas
stundas, tie tika analizéti 8 % poliakrilamida gela elektroforézé (PAGE), kur gels péc tam
krasots ar etidija bromidu; dati vizualizéti un dokumentéti ar ultravioletu transluminatoru —
gela fotodokumentacijas ierici. Pec restrikcijas 282Y varianta gadijuma PCR produkti tika
saSkelti 240, 120 un 30 bp garos fragmentos, savukart, savvalas tipa (C282) gadijjuma — 240
un 150 bp garos fragmentos. 63D varianta gadijuma PCR produkti netika saskelti, savukart,
savvalas tipa (H63) gadijuma — tie tika saSkelti 140 un 60 bp garos fragmentos.

2.3. Vilsona slimibas prevalences aprekini

Lai aprékinatu aptuveno VS prevalenci jaundzimuso kohortas, tika izmantota ieprieks
aprakstita metode (Reilly, Daly and Hutchinson, 1993). Molekulari apstiprinato VS pacientu

skaits (gan simptomatisko, gan asimptomatisko pacientu, kas tika atklati gimenes skrininga)
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tika izdalits ar jaundzimuSo skaitu konkrétaja laika perioda (dati — no Latvijas Centralas
statistikas parvaldes) (LCSP, n.d.). Apskatitais laika periods bija no 1964. Iidz 2012. gadam.
Laika posms pirms 1964. gada netika ieklauts analiz€, jo vara noteik$anas diennakts urina
Latvija ir pieejama no 1980. gada (dati iegtti, telefoniski sazinoties ar P.Stradinpa KUS
apvienotas laboratorijas parstavjiem). Ta ka vid€jais VS simptomu paradiSanas laiks ir
apméram 16 gadi (Coffey et al., 2013), tad ka pirmais atskaites punkts tika nemts 1964. gads
(1980 — 16 = 1964).

2.6. tabula
HFE géna praimeru secibas, piesaistes temperatiiras un PCR produktu garumi
Variants Praimeris 1 (5’- 3) Praimeris 2 (5’- 3’) T.! Gt
O | (bp)
C282Y TGGCAAGGGTAAACAGATC CTCAGGCACTCCTCTCAA | 60 390
C CcC
H63D ACATGGTTAAGGCCTGTTGC | CTTGCTGTGGTTGTGATTT | 61 200
TCC

! _ praimeru piesaistes temperatiira; > — PCR produkta garums.

2.4. Datu statistiska apstrade

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

Datu normalsadalijums tika parbaudits, izmantojot histogrammas un Shapiro-Wilk
testu. Normali sadalitu datu centralas tendences tika raksturotas, izmantojot videjas veértibas ar
standartnovirzém, savukart dati, kas neatbilda normalam sadalijumam, tika raksturoti,
izmantojot medianas vertibas ar starpkvartilu intervalu.

Lai izvertétu pacientu genotipu saisttbu ar fenotipu, tika izmantoti ANOVA vai
Kruskal-Wallis un Chi-square vai Fisher’s exact testi nepartrauktiem un kategoriskiem
datiem, atbilstoS§i. CP un COMMDI genu al€lu izplatiba pirms talakas datu analizes tik
parbaudita péc Hardija—Veinberga lidzsvara. CP un COMMD]I génu variantu asociacija ar
Vilsona slimibas fenotipu un A7P7B géna genotipu tika analizéta péc aléliska, dominanta,
recesiva un genotipiska iedzimS$anas modela (tipa). Hipotézu parbaudei tika izmantots

nozimiguma Iimenis a = 0,05.
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3. Rezultati

3.1. Vilsona slimibas prevalence jaundzimuso kohortas

Prevalences jaundzimusSo kohortas aprékinos tika ieklauti 59 pacienti, kuriem
molekulari apstiprinata VS, ka arl astoni pacientu radinieki, kuri sakotn&ji bija
asimptomatiski. Laika posma no 1964. lidz 2012. gadam Latvija kopa bija 1 463 083 dzivi
dzimusi b&rni (LCSP, n.d.). Aprékins: 67 pacienti / 1 463 083 dzivi dzimusie = 4,58 gadijumi
uz 100 000 dzivi dzimuso jeb 1 : 21 800.

3.2. Vilsona slimibas pacientu raksturojums

Pétijuma tika izmantoti kliniskie un genétiskie dati no 64 pacientiem, kuriem kliniski
un/vai molekulari bija apstiprinata VS (p&c Leipcigas diagnostiskajiem krit€rijiem — vismaz 4
punkti). PEtjjumam tika izmantoti dati tikai no pirma VS gadijuma gimeng, radinieki p&tjjuma
netika ieklauti. No kliniskajiem un laboratorajiem datiem VS pacientiem tika analiz&ti: pirmo
simptomu veids; pirmo simptomu paradiSanas vecums; ceruloplazmina daudzums asinis

(g/dl); vara daudzums diennakts urina (ug) — pirmais merijjums.

3.2.1. Vilsona slimibas pacientu dzimums un pirmo simptomu paradiSanas vecums

VirieSu: sievieSu attieciba starp pétijjuma dalibniekiem bija 1,13 : 1 (34 viriesi : 30
sievietem). VS pirmo simptomu izpausanas vecums bija no tris Iidz 54 gadu vecumam, ar
vidgjo vecumu — 24,00 gadi (SD = 11,55 gadi), bet visvairak pacientu bija vecuma grupa no

25 Iidz 30 gadiem. VS pacientu sadalijums pa vecumiem paradits 3.1. attela.
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Pacientu skaits

B0

Vecums

3.1. attéls. Pacientu sadalijums pa vecumiem pirmo VS simptomu paradiSanas bridi

3.2.2. VS pacientu pirmo simptomu raksturojums

Péc pirmo VS klinisko simptomu veida visi pacienti tika iedaliti tris grupas:
1) hepatologiskie simptomi; 2) neirologiskie un/vai psihiatriskie simptomi; 3) jaukti
(hepatologiski un neirologiski, un/vai psihiatriski simptomi.) VS raksturigais simptoms —
Kaizera—FlaiSera gredzens netika ieklauts analiz€ datu trikuma dg]. Pacientu procentualais

sadalfjums simptomu grupas apkopots 3.2. attéla.

3.2. attels. VS pacientu pirmie slimibas simptomi

Aknu slimiba ka pirma VS izpausme starp pacientiem izpaudas ka: hronisks hepatits,
aknu ciroze vai akiita aknu mazsp&ja (zibensveida hepatits). Pie aknu slimibas biezakas

studzibas bija: neskaidras sapes védera, védera uzpusanas, slikta dusa, dzelte, asinoSana no
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deguna, védera apjoma palielinaSanas, pastiprinats nogurums, nespéks un/vai adas nieze.
Neirologiskie simptomi izpaudas ka: roku un/vai kermena trice, ataksija, kognitivie un runas
traucgjumi. Pie jauktajiem simptomiem nove€roja hroniska hepatita vai aknu cirozes
kombinaciju ar roku un/vai kermena trici, intelekta trauc€umiem, dizartriju un disfagiju.
Diviem no pacientiem anamné&zg bija ar1 retakas pirmas izpausmes, kas ir aprakstitas literatiira
ka iesp€jamas VS pazimes: vienai bija amenoreja, otrai — v€lina griitniecibas partrauksanas,
bet VS diagnosticeéSanas bridi abam jau bija v€rojama arT aknu ciroze. VS pirmo izpausmju

sadaltjumu starp pacientiem skat. 3.1. tabula.

3.1. tabula

Vilsona slimibas pirmas izpausmes Latvijas pacientiem

. . C e - Pacientu skaits .
s Simptomi un/vai slimibas _ Pacientu
VS pirmas izpausmes coo (absoluitos . =
nozologiska forma . skaits kopa
skaitlos)

Hronisks hepatits 27
Aknu slimiba Aknu ciroze 13 42

Akiita aknu mazspé&ja 2

Roku un/vai kermena trice 12

Dizartrija + roku un/vai kermena 3
Neirologiskas un/vai | trice 17
psihiatriskas Halucinatori paranoids sindroms 1
izpausmes Ataksija + kognitivi traucg&jumi 1

Hronisks hepatits + roku un/vai 1

kermena trice

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

Aknu ciroze + intelekta traucgjumi 1

Aknu ciroze + dizartrija, disfagija 1

Pacientu pirmie kliniskie simptomi (pa simptomu grupam) tika salidzinati ar:
ceruloplazmina Ilimeni asinis; vara Iimeni diennakts urind; dzimumu; pirmo simptomu
sakSanas vecumu. Rezultatus skat. 3.2. tabula.

Pirmo simptomu saistiba ar laboratorisko raditaju izmainam netika atrastas. Tika
noverots, ka neirologiskie simptomi (gan atseviski, gan kopa ar hepatologiskajiem
simptomiem) paradas vélak, bet starp datiem nenoveroja statistiski nozimigas atSkiribas
(p = 0,066). Salidzinot kliniskos simptomus starp dzimumiem, tika atrasta tendence, ka
virieSiem biezak ir neirologiskie simptomi, savukart, sieviettm — biezak sastopami

hepatologiskie simptomi, bet datiem nebija statistiski nozimigu atskiribu.
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3.2. tabula

Pirmo VS simptomu saistiba ar citiem laboratoriskajiem un Kkliniskajiem raditajiem

Kliniskie un Hepatologiskie Neirologiskie un/vai Jauktie
biokimiskie raditaji _ psihiatriskie _ p vértiba
(n=42) ~ (n=5)
n=17)
ruloplazmin:

lcijlenel:ln?spaiinis, Z/dL; 0 0(5)3’ 1(} 13 0 0(2)3, 13 15 0 0(;’033 15 0,562
mediana, (/OR) (0,08-0,13) (0,08-0,15) (0,07-0,15)
Vara Itmenis dn urina, 197 163 374 0.370
ug; mediana (IQR*) (136-373) (96-268) (365-384) ’
Viriesi : sievietes; 19:23 12:5 3:2
absoliitos skaitlos (p=10,09) (p=0,081) (p=0,192) B
Simptomu paradisanas 36.00
vecums — gadi; 20,21 (£ 9,10) 29,82 (£ 13,25) & 8’ 75) 0,066
vidgjais (=SD**) ’

*IQR — starpkvartilu amplitida; **SD — standartnovirze

3.3. ATP7B géna analize

3.3.1. ATP7B gena kodéjoso dalu (eksonu) analize

VS molekulari tika apstiprinata 51 pacientam, ka ar1 vinu septiniem pirmas pakapes
radiniekiem, no kuriem 37 al€liskais vaiants bija homozigotiska stavokli, bet 14 — kompaunda
heterozigotiska stavokli; pieciem pacientiem patog€ns al€liskais variants tika atrasts
heterozigotiska stavokli, bet astoniem pacientiem patogénu alélisko variantu identificét
neizdevas. Pacientu un vinu radinieku genotipus skat. 3.3. tabula.

Vienam pacientam tika atrasts kompaunda heterozigotisks genotips ar diviem ATP7B
géna patogeénajiem al€liskajiem variantiem (p.Met769Hisfs*26; Gly869*), no kuriem viens
rezult€jas ar proteina aminoskabju ramja nobidi, bet otrs ir termin€joSs variants, kur§
rezult&jas ar paragra stop kodona izveidi. Atrastais genotips ir vienigais, kas satur divus
patogénos aléliskos variantus, no kuriem viens nav nesinonima aminoskabju nomaina, tapéc
netika izmantots turpmakaja datu statistiskaja analiz€. Bet, analiz€jot min&ta pacienta
kliniskos raditajus, pacientam VS pirmie simptomi paradijusies salidzinosi v€lu — 32 gadu
vecuma, ceruloplazmina Iimenis pirmaja meérjuma ir bijis loti zems — 0,043 g/dl
(norma > 0,20 g/dl), vara izdale diennakts urina pé€c D penicilamina proves — 2122 pg

(norma < 70 pg), pacientam diagnosticéta dekompenséta aknu ciroze.
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3.3. tabula

Latvijas Vilsona slimibas pacientu un vinu radinieku 4A7P7B géna genotipi

Genotips pec HGVS nomenklatiiras* Pacientu skaits | Radinieku skaits K:l?;]tzls
¢.[3207C>A];[3207C>A]; 37 4 41
p.[His1069GIn];[His1069GlIn]
¢.[3207C>A];[¢.2304dupC]; 3 | 4
p.[His1069GlIn];[p.Met769Hisfs*26]
c.[213_214del];[c.1934T>G]; 1 0 1
p.[Val73GlufsX4];[p.Met645Arg]
c.[3207C>A];[c.213_214del]; 1 0 1
p.[His1069GlIn];[p.Val73GlufsX4]
¢.[3207C>A];[c.2293G>A]; 1 0 1
p.[His1069GIn];[p.Asp765Asn]
c.[3207C>A];[c.2305A>G]; 1 0 1
p.[His1069GIn];[p.Met769Val]
¢.[3207C>A];[c.3402delC]; 1 0 1
p.[His1069GIn];[p.Alal135GInfs X 13]
¢.[3207C>A];[c.3472_3482del]; 1 ) 3
p.[His1069GlIn];[p.Gly1158Phefs*2]
¢.[3207C>A];[c.3800A>G]; 1 0 1
p.[His1069GIn];[p.Asn1267Gly]
c.[3207C>A];[¢.3971A>C]; 1 0 1
p.[His1069GIn];[p.Asn1324Thr]
¢.[3207C>A]; [c.4106C>TT; 1 0 1
p.[His1069GIn];[p.Ser1369Leu]
¢.[2304dupC];[2605G>TT; 1 0 0
p.[Met769Hisfs*26];[Gly869*]

c.[3649 3654del];[2817G>T]; 1 0 0
p.[Vall217 Leul218del];[p.Trp939Cys]

c.[3106G>AJ;[=]; 1 0 1
p.[Val1036lle];[=]

c.[3207C>A];[=]; 4 1 s
p.[His1069GlIn];[=]

¢.=LI=L p- [=L[=] 8 0 8

*references secibas: NM_000053.3 un NP_ 000044.2.

Kopa starp VS pacientiem tika atrasti 23 al€liskie varianti, no kuriem 15 tika

identificeti ka slimibu izraisoSi. Labdabigie varianti netika ieklauti talakaja analizg, jo netika

noteikti pacientiem ar homozigotisku genotipu (p.[His1069GIn];[His1069GIn]. No visam

pacientu ATP7B géna alélém ka patogénas vai iesp&jami patogenas tika identifictas 83,59 %,

bet 16,41 % al€lu palika neidentificétas. Analiz&jot al€lu sastopamibas biezumus, tika atrasts,

ka tikai tris al€liskie varianti bija sastopami vairak neka vienam individam: c.3207C>A

(p.-His1069GlIn); ¢.2304dupC (p.Met769Hisfs*26) un c.213 214del (p.Val73GlufsX4). Alelu

procentualo sadalijumu skat. 3.4. tabula.
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ATP7B geéna patogeno alelisko variantu procentualais sadalijjums

3.4. tabula

% no alélem

Aléliskais variants* ATP7B eksons Al€élu skaits
¢.3207C>A (p.His1069GIn) 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.Val1036lle ) 14. 1 0,78
¢.2293G>A (p.Asp765Asn) 8. 1 0,78
¢.2305A>G (p.Met769Val) 8. 1 0,78
¢.3402delC (p.Alal 135GInfsX13) 15. 1 0,78
c.3472 3482del (p.Gly1158Phefs*2) 16. 1 0,78
¢.3800A>G (p.Asn1267Gly) 18. 1 0,78
¢.3971A>C (p.Asn1324Thr) 19. 1 0,78
¢.4106C>T (p.Ser1369Leu) 20. 1 0,78
¢.2605G>T (p.Gly869%*) 11. 1 0,78
€.3649 3654del (p.Vall217 Leul218del) 17. 1 0,78
¢.2817G>T (p.Trp939Cys) 12. 1 0,78
Neidentificets - 21 16,41

*References secibas: NM_000053.3 un NP_ 000044.2.

Algliskie varianti ATP7B géna tika atrasti 12 (no 21) eksonos. Visbiezak al€liskie

varianti bija sastopami tris eksonos: 14., 8. un 2., sastadot 76,56 % no atklatajiem variantiem.

Variantam ¢.3620A>G (p.His1207Arg) 17. eksona ieprieks aprakstita patogenitate tika

verteta ka pretruniga — tas ir aprakstits gan ka patog€ns (Abdelghaffar et al., 2008), gan ka

labdabigs (Loudianos et al., 1999), bet péc ACMG kritérijiem ming&tais variants tiek klasific&ts

ka labdabigs (patogeénie pieradijumi — P, labdabiguma pieradijumi — B):

1) PP2 (atbalstoS$s patogenitates pieradijjums) — nesinonims variants géna, kura

labdabigi nesinonimi varianti ir reti sastopami, bet nesinonimi varianti biezak ir

zinami ka slimibu izraisosi;

2) BAI (unikals, lietojams ka atsevisSks labadiguma pieradijums) — aléliska varianta

bieZums populacija ir > 5 %; konkréta varianta biezums GnomAD datubaze —

0,148 (GnomAD, n.d.);

3) BP4 (atbalstoss labdabiguma pieradijums) — vairaki skaitloSanas riki — “DANN”,

“EIGEN”, “MutationAssessor”, “PrimateAl” un “REVEL” $o variantu prognozé

ka labdabigu (Varsom, n.d.);

4) BP6 (atbalsto$s labdabiguma pieradijums) — vairakos avotos miné&tais variants tiek
klasificéts ka labdabigs — datubazes ClinVar (BLAST: Basic Local Alignment
Search Tool, n.d.) un UniProt (Blastp on UNIPROTKB _HUMAN, n.d.).
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Pacientiem identific€to al€lisko variantu atraSanas vietu géna saistiba ar proteina

strukturu skat. 3.3. attéla.

3.3. attels. ATP7B gena alelisko variantu atbilstiba proteina struktarai
Ar sarkanu atzZiméti patog€nie varianti; ar zilu — nepatogenie; ar melnu — variants ar pretrunigi
aprakstttu patogenitati; ar violetu — jauni, ieprieks neaprakstiti, patogéni varianti.

Lielaka dala no aléliskajiem variantiem ir iepriek§ aprakstiti literatira, bet divi no

atrastajiem variantiem — c¢.3800A>G (p.Aspl267Gly) 18.eksona un ¢.3971A>C

(p.Asn1324Thr) 19. eksona nav ieprieks aprakstiti. Abu iepriekS minéto alélisko variantu
patogenitates parbaudei tika izmantotas ACMG jaunu sekvences variantu interpretacijas
vadlinijas (Richards et al. 2015). Pie patogenitates kriterijiem tika izmantotas Cetras
patogenitates paredzeéSanas (prognozeésanas) programmas: Polyphen-2, SIFT, Mutation Taster

un Panther software, kas uzradija abu minétos variantus ka iesp&jami patogénus vai slimibu

izraisoSus (skat. 3.5. tabulu).

3.5. tabula
Alelisko variantu kaitiguma parbaudes rezultati
ﬁléh\fg 2:21:’1111.111211:::1'1(1'1:3 Aleliska varianta kaitiguma paredzeSanas riki
Reference: | Reference: Mutation
NM_00005 | NP_00004 | Polyphen-2 SIFT Panther software
Taster
3.3 4.2
Prognoze Prognoze Prognoze | Prognoze
c.3800A>G | p.Aspl267 | lespgjams, | Slimibu Patogéns | Iesp&jams, patogens
Gly patogens izraisoss
c.3971A>C | p.Asnl324 | lespgjams, | Slimibu Patogéns | Iesp&jams, patogens
Thr patogens izraisoss
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Abi jaunie varianti tika parbauditi ari kontroles grupai. Neaprakstitais variants
18. eksona tika atrasts viena kontroles grupas al€lé (ar retak sastopamas al€les biezumu —
0,005), kas neatskiras no aleles biezuma pacientu grupa (p > 0,05). Savukart, 19. eksona

aleliskais variants netika atrasts nevienam no kontroles Alélisko variantu

grupas.

patogenitates parbaudes rezultatus skat. 3.6. un 3.7. tabula.

3.6. tabula

Neaprakstita ATP7B gena aléliska varianta (c.3800A>G; p.Asp1267Gly) patogenitates

raksturojums péc ACMG vadlinijam

Patogenitates pieradijums

Patogenitates pieradijuma paskaidrojums

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

P=0,5163; OR =2,2990

PMI1 (pieradijums izpildas)

Variants izmaina proteina metalu saistoSo doménu (Blastp on
UNIPROTKB HUMAN, n.d.)

PM2 (pieradijums izpildas)

Konkréetais variants netika atrasts /000 genome project datubaze
(NCBI, n.d.)

PMS (pieradijums izpildas)

Atrasti patogéni varianti VS datubaze (University of Alberta, n.d.):
¢.3800A>C (p.Aspl1267Ala) un c.3800A>T (p.Asp1267Val)

PP3 (pieradijums izpildas)

Cetri kaitiguma paredzesanas riki atzist variantu ka iespgjami
patog€nu vai slimibu izraisoSu (skat. 4.5. tabulu)

PP4 (pieradijums izpildas)

Pacientam ir VS raksturigie kliniskie simptomi, un ir atklats ar
patoggnais variants p.H1069Q

(likely pathogenic)

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

3.7. tabula

Neaprakstita ATP7B gena aleliska varianta (¢.3971A>C; p.Asn1324Thr) patogenitates raksturojums péc

ACMG vadlinijam
Patogenitates pieradijums Patogenitates pieradijuma paskaidrojums
(piezime)
PS4 (pieradijums Biezums VS pacientu grupa
neizpildas) 0,0078

P =0,2038; OR = nedefinéts

PMI1 (pieradijums izpildas)

Variants izmaina proteina transmembranozo doménu (Blastp on
UNIPROTKB HUMAN, n.d.)

PM2 (pieradijums izpildas)

Konkréetais variants netika atrasts Exome Aggregation Consortium
datubaze, bet tur ir cits variants $aja pasa pozicija — ¢.3971A>G
(p-Asn1324Ser) — rs760285767, ar retakas aléles biezumu 0,000008
(Reference SNP (RefSNP) Cluster Report: Rs760285767, n.d.)

PP3 (pieradijums izpildas)

Cetri kaitiguma paredzesanas riki atzist variantu ka iespgjami
patogeénu vai slimibu izraisoSu
(skat. 4.5. tabulu)

PP4 (pieradijums izpildas)

Pacientam ir V'S raksturigie kliniskie simptomi, un ir atklats art
patogénais variants p.H1069Q

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

pathogenic)
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3.3.2. ATP7B géna promotera analize

Analiz&jot ATP7B géna promoteru, tika atrasti pieci al€liskie varianti: rs28362532,
1s9563084, rs145371060, rs749629764 un rs1055659322, no kuriem neviens nav patogeéns.

3.3.3. ATP7B gena parbaude ar MLPA

Veicot MLPA visiem pacientiem, kuriem Iidz tam nebija identificéti divi patogénie
ATP7B géna aléliskie varianti, tika iegiiti rezultati ar aizdomam par ATP7B géna 16. eksona
kopiju skaita izmainam (duplikaciju) vienam pacientam (relativa fluorescenta signala
koeficients = 1,31), ka ar1 par 18. un 19. eksona kopiju skaita izmainam (duplikaciju) citam
pacientam (relativa fluorescenta signala koeficients = 1,34). legiitie rezultati tika parbauditi,

izmantojot gPCR.

3.3.4. ATP7B gena parbaude ar gPCR

Veicot qPCR ieprieksgja punktd minétajiem diviem pacientiem, dati par ATP7B géna

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

3.3.5. ATP7B gena alelisko variantu saistiba ar VS fenotipu

Lai 1zvertetu ATP7B géna alélisko variantu saistibu ar fenotipu, varianti tika iedaliti
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 kliniskajam izpausmém
un laboratoriskajiem raditajiem. Sikak rezultatus skat. 3.8. tabula.

Salidzinot viena nukleotida nomainu ar termin€joSu vai ramja nobides variantu,
statistiski nozimiga atSkiriba tika atrasta starp ATP7B géna genotipu un ceruloplazmina [imeni
asinis — ceruloplazmina Itmenis asinis bija vairak samazinats pie termingjoSa varianta

kombinacijas ar ramja nobides alélisko variantu.
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3.8. tabula

ATP7B gena alelisko variantu saistiba ar VS kliniskajiem simptomiem

un laboratorisk:

ajiem raditajiem

Kliniskie un biokimiskie ATP7B genotips* p vértiba
raditaji V/IV* V/S** vai S/S*%*
(n=49) (n=9)
Kopgjais biezums; absolitais 42 (82,35%) 9 (17,65%) nav noteikta
skaits (%)
Ceruloplazmina Itmenis asinfs,
g/dL (mediana (/QR)) 0,11 (0,08 -0,14) 0,068 (0,02 —0,10) 0,015
Vara limenis dn urina, pg 264 (160 — 389) 156 (94 — 438) 0,332
(mediana (/QR¥))
Pirmo simptomu paradiSanas 24,24 (£11,20) 18,11 £7,36) 0,101
vecums (gadi = SD)
Hepatologiskie simptomi, 30 (58,82%) 8 (15,69%) 0,571
absolutais skaits (%)
Neirologiskie simptomi, 7 (13,73%) 1 (1,96%) 0,417
absolitais skaits (%)
Jauktie simptomi, absoliitais 5(9,80%) 0 (0%) 0,206
skaits (%)

*V/V — aminoskabes nomaina/ aminoskabes nomaina; **V/S — aminoskabes nomaina / termingjoss vai ramja
nobides variants; ***S/S — termin&jos$s vai ramja nobides variants / termingjoss vai ramja nobides variants

Salidzinot H1069Q aléliska varianta klatbiitni genotipa ar citiem variantiem, statistiski

nozimiga atSkiriba tika atrasta starp vairak samazinatu ceruloplazmina limeni asinis un

ne-H1069Q aléliska variantu genotipa (skat. 3.9. tabulu).

3.9. tabula

ATP7B gena alelisko variantu (pec H1069Q klatbiuitnes) asociacija ar VS kliniskajiem
simptomiem un laboratoriskajiem raditajiem

Kliniskie un ATP7B genotips* p vértiba
biokimiskie raditaji H1069Q/cits variants (n = 12)
H106(?1Q=/I;;)0 69Q vai cits variants/cits variants
(n=3)

Kopgjais 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,
IOR)
Vara ltmenis dn urina, 268 (161-470) 188 (125—85) 0,263
ug (mediana, IOR*)
Pirmo simptomu 24,889 (+10,980) 19,000 (£9,502) 0,064
paradisanas vecums
(gadi + SD)
Hepatologiskie 26 (68,42%) 12 (31,58%) 0,488
simptomi, n (%)
Neirologiskie 7 (87,50%) 1(12,50%) 0,569
simptomi, n (%)
Jauktie simptomi, n (%) 3 (60,00%) 2 (40,00%) 0,654
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3.4. ATOXI geéna analize

Analizgjot ATOXI] géna kodg€josas dalas un tam blakus esoSos nekodgjosos rajonus
(eksonu — intronu robezas), Cetriem pacientiem tika atrasts viens al€liskais variants —
1s571657964 (NM_004045.3:¢c.7-15delC) heterozigotiska stavokli (MAF pacientiem = 0,023;
MAF igaunu populacija = 0.012 (NCBIL n.d.). Mingétais al€liskais variants atrodas géna
nekodgjosa 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 iesp&jams atrast alé€lisko variantu
iesp&jamo ietekmi uz splaisingu, tika secinats, ka al€liskajam variantam nav ietekmes uz
splaisingu. Nemot véra visu iepriek§ minéto, al€liskais variants netika ieklauts talakaja

statistiskaja analiz€, jo tam ar lielako varbiitibu nav ietekmes uz A7OX! géna ekspresiju.

3.5. COMMDI1 gena analize

Analizéjot COMMDI géna kodgjosas dalas, tika identificeti tris al€liskie varianti:
1$569267407, rs55677935 un rs9096. Talak tika salidzinata atrasto COMMDI géna alélisko
variantu biezums S$aja pétijuma ar GnomAD datu bazi (GnomAD, n.d.). Rezultatus skat.

3.10. tabula.

3.10. tabula
COMMDI1 gena atrastie varianti VS pacientiem
. NM_ NP_ AtraSanas vieta " o o
Variants 1525163 | 689729.1 | commpi | MAF™ | MAF™ | p vertiba

r$s569267407 c.-68 67 |- 1. introns 0,0088 0,0020 0,1469

del TT
rs55677935 c.358 p.-Arg 2. eksons 0,0440 0,0215 0,1553

C>T 120Trp
rs9096 c.492 p-Asp 3. eksons 0,0968 0,1263 0,3247

C>T 164=

*MAF — retak sastopamas al€les biezums $aja pétijuma; ** MAF — retak sastopamas aléles biezums GnomAD —
eiropiesu (nesomu) populacija) (GnomAD, n.d.)

Visu tris géna COMMND] variantu retas aléles biezumi statistiski nozimigi neatskiras
no GnomAD datubazé minétajiem biezumiem. Ta ka variants rs569267407 atrodas gena
nekodgjosa dala — introna, tika parbaudita ta iesp&jama ietekme uz gé€na 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
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tika parbauditi, vai atbilst Hardija—Veinberga lidzsvaram. Ta ka pie visiem variantiem

p vertiba bija > 0,005, tad to sadalijums atbilst Hardija—Veinberga Iidzsvaram (p veértibas un

genotipu sadalijumus skat. 3.11. tabula).

3.11. tabula
COMMDI gena aléelisko variantu atbilstiba Hardija-Veinberga Iidzsvaram VS pacientiem
Variants Aleles Genotipi p vertiba
rs55677935 C/T 1/3/58 (TT/TC/CC) 0,0803
rs9096 T/C 1/10/51 (CC/CT/TT) 0,4444

Talak tika salidzinati al€lisko variantu vai genotipu biezumi (péc dazadiem

iedzimSanas modeliem) pret VS pacientu pirmajiem kliniskajiem simptomiem (nemot véra

tikai tos pacientus, kuriem VS bija molekulari apstiprinata, n = 49) un ATP7B géna genotipa

(nemot véra visus pacientus ar kliniski apstiprinatu VS vai aizdomam par to, n = 62).

Salidzinajumu skat. 3.12. tabula.

3.12. tabula
COMMDI gena alélisko variantu saistiba ar VS fenotipu un ATP7B genotipu
Al | a2 Neirologiskie Hepatologiskie
Variants | ~ o Modelis simptomi simptomi p vertiba
n="7 n=42

C T | Genotipu (TT/TC/CC) 0/0/7 1/2/39 0,9999

C T | Algliskais (T/C) 0/14 4/80 0,9999
rs C T | Dominantais (TT+TC/CC) 0/7 3/39 0,9999
55677935 C T | Recesivais (TT/TC+CC) 0/7 1/41 0,9999

T C | Genotipu (CC/CT/TT) 0/1/6 1/6/35 0,9999

T C | Algliskais (C/T) 1/13 8/76 0,9999
rs T C | Dominantais (CC+CT/TT) 1/6 7/35 0,9999
9096 T C | Recesivais (CC/CT+TT) 0/7 1/41 0,9999

Variants | Al | A2 Modelis Ne-VS#** VS*ikkk p vertiba

w | e n=13 n=49

T C | Genotipu (TT/TC/CC) 0/1/12 1/2/46 0,6202

T C | Algliskais (T/C) 1/25 4/94 0,9999
s T C | Dominantais (TT+TC/CC) 1/12 3/46 0,9999
55677935 T C | Recesivais (TT/TC+CC) 0/13 1/48 0,9999

C T | Genotipu (CC/CT/TT) 0/3/10 1/7/41 0,5510

C T | Aléliskais (C/T) 3/23 9/89 0,7142
s C T | Dominantais (CC+CT/TT) 3/10 8/41 0,6847
9096 C T | Recesivais (CC/CT+TT) 0/13 1/48 0,999

* — alele 1; ** —al€le 2; ***Ne-VS — pacienti, kuru ATP7B géna genotipa netika atrasti divi patogénie
varianti; ****VS — pacienti, kuru ATP7B géna genotipa tika atrasti divi patog€nie varianti.

Starp alélu un genotipu biezumiem un VS pirmajam kliniskajam izpausmém netika

atrastas statistiski nozimigas atSkiribas. Salidzinot abu variantu sastopamibas biezumu (p&c
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dominanta iedzim$anas modela) un pirmo simptomu paradiSanas vecumu, netika noverotas

atsSkiribas (rs9096 —p = 0,112; rs55677935 — p = 0,146).

3.6. CP géna analize

Analizéjot CP géna nekod&josas dalas (promoteru), tika mekl&ti septini al€liskie
varianti: rs66508328, rs67870152, rs16861642, rs73020328, rs73166855, rs66953613 un
rs11708215. Visi varianti tika parbauditi, vai atbilst Hardija—Veinberga lidzsvaram. Ta ka pie
visiem variantiem p veértiba bija > 0,005, tad to sadalijums atbilst Hardija—Veinberga
lidzsvaram (p veértibas un genotipu sadalijumus skat. 3.13. tabula). Ta ka pirmie seSi no
mingtajiem variantiem parmantojas kopa un starp to al€lu biezumiem netika noverotas
atSkirbas (aleélu biezumu skat. 3.13. tabula), tad analizei tika izv€lets viens no tiem —

rs66508328, ka art rs11708215, kuru bieZums at$kiras no pargjiem minétajiem variantiem.

3.13. tabula
Vilsona slimibas pacientiem identificéto CP géna promotera alélisko variantu
raksturojums
1 *%

Variants Aleles | MAF* MAF p vértiba Genotipi p vértiba
rs66508328 | G>A 0,0902 | 0,1068 0,5500 2/7/52 (AA/AG/GQG) 0,0608
rs11708215 | A>G 0,175 10,2078 0,3771 2/17/41 (GG/GA/AA) 0,9999
rs67870152 | C>T 0,0902 | 0,1069 0,5541 2/7/52 (TT/TC/CC) 0,0608
rs16861642 | G>A 0,0902 | 0,1071 0,5485 2/7/52 (AA/AG/GG) 0,0608
rs73020328 | C>T 0,0902 | 0,1072 0,5430 2/7/52 (TT/TC/CC) 0,0608
rs73166855 | G>A 0,0902 | 0,1070 0,5485 2/7/52 (AA/AG/GQG) 0,0608
rs66953613 | T>G 0,0902 | 0,1069 0,5485 2/7/52 (GG/GT/TT) 0,0608

* MAF — retak sastopamas al€les biezums $aja petijuma; **MAF — retak sastopamas aléles biezums GnomAD —
eiropiesu (ne-somu) populacija) (GnomAD, n.d.).

Neviens no variantiem starp VS pacientiem statistiski nozimigi neat$kiras no GnomAD
datubazeé aprakstitajiem. Talak tika salidzinati alélu un genotipu biezumi (péc dazadiem
iedzimSanas modeliem) attieciba pret VS pacientu pirmajiem simptomiem (nemot veéra tikai
tos pacientus, kuriem VS bija molekulari apstiprinata) un A7TP7B geéna genotipa.
Salidzinajumu skat. 3.14. tabula.

Starp al€lu biezumiem un VS pirmajam kliniskajam izpausmém netika atrastas
statistiski nozimigas atSkiribas. Tika atrastas statistiski nozimigas atSkiribas starp abiem
analizétajiem variantiem un ATP7B genotipu — rs66508328 varianta AA genotips un
rs11708215 varianta GG genotips (abi — péc recesiva iedzimSanas modela) biezak bija

sastopami starp pacientiem, kuriem VS nebija apstiprinata péc ATP7B géna genotipa.
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3.14. tabula

CP géna promotera alélisko variantu saistiba ar VS fenotipu un A7P7B genotipu

Variants | Al | A2 Modelis Neirologiskie | Hepatologiskie p vértiba
S simptomi simptomi
n=8§ n=41

rs66508328 | A | G | Genotipu (AA/AG/GG) 0/1/7 0/6/35 0,9999

A | G | Aleliskais (A/G) 1/15 6/76 0,9999

A | G | Dominantais 1/7 6/35 0,9999
(AA+AG/GG)

A | G | Recesivais (AA/AG+GG) | 0/8 0/41 0,9999

rs11708215 | G | A | Genotipu (GG/GA/AA) 0/2/6 0/15/25 0,6938

G | A | Alcliskais (G/A) 2/14 15/65 0,4998

G | A | Dominantais 2/6 15/25 0,7290
(GG+GA/AA)

G | A | Recesivais (GG/GA+AA) | 0/8 0/40 0,6938

Ne_VS‘k‘k* VS****
n=12 n =49

rs66508328 | A | G | Genotipu (AA/AG/GG) 2/0/10 0/7/42 0,0289

A | G | Alcliskais (A/G) 4/20 7/91 0,2240

A | G | Dominantais 2/10 7/42 0,9999
(AA+AG/GG)

A | G | Recesivais (AA/AG+GG) | 2/10 0/49 0,0361

rs11708215 | G | A | Genotipu (GG/GA/AA) 2/0/10 0/17/31 0,0016

G | A | Alcliskais (G/A) 4/20 17/79 0,9999

G | A | Dominantais 2/10 17/31 0,3059
(GG+GA/AA)

G | A | Recesivais (GG/GA+AA) | 2/10 0/48 0,0373

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

3.7. HFE gena variantu parbaude

HFE gena tika analizéti divi patogénie varianti: C282Y un H63D. Genotipu

sadalfjumu skat. 3.15 tabula.

Analizgjot HFE géna bieZzakos 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 diagnosticéta 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).
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3.15. tabula

HFE genotipu sadalijjums VS pacientiem atkariba no pirmajiem slimibas izpausmes

simptomiem
Genotips pec HFE VS pirmas izpausmes (n = 61)
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 aléle HFE géna attieciba uz C282Y un H63D variantiem

Veicot kliisko un biokimisko datu salidzinasanu ar HFE géna genotipiem, statistiski

nozimigas atSkiribas netika atrastas (rezultatus skat. 3.16. tabula).

3.16. tabula
VS pacientu pirmo simptomu paradiSanas vecuma un seruma ceruloplazmina limena saistiba ar
HFE genotipu
. . e Simptomu Ceruloplazmins
Dzimums HFE genotips Raditajs pari diéall:ﬁs vecums serun?ﬁ (g/L)
N/N Vidgjais 21,67 0,11
(n=12) aritmétiskais
Standarta novirze 10,72 0,05
(SD)
Patogenais aléliskais | Vidgjais 23,71 0,11
variants /N aritmétiskais
n=17) Standarta novirze 15,41 0,04
(SD)
VirieSi | Patogenais aléliskais | Vidgjais 35,00 0,05
variants/ patogénais | aritmétiskais
al€liskais variants Standarta novirze - -
(n=1) (SD)
p vértiba 0,596 0,512
Vidgjais 22,31 0,09
aritmétiskais
N/N Standarta novirze 9,30 0,05
(n=13) (SD)
Patogénais aléliskais | Vidgjais 17,82 0,12
variants /N aritmétiskais
(n=11) Standarta novirze 7,73 0,04
(SD)
Sievietes | Patoggnais aléliskais | Vidgjais 24,00 0,09
variants/ patogénais | aritmétiskais
aleliskais variants Standarta novirze - -
(n=1) (SD)
p veértiba 0,421 0,367

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

Darba mérkis bija izpétit VS raksturojoSos gené&tiskos faktorus, ka ari noteikt to
asociaciju ar slimibas kliniskajam izpausmém. Darba rezultati liecina, ka VS Latvija ir
sastopama salidzinosSi biezi, to izraisa dazadi patogénie al€liskie varianti ATP7B géna, bet,
lielakoties, netiek noverota fenotipa / genotipa saistiba, kas liecina, ka, VS kliisko simptomu
un laboratorisko izmekl€jumu variabilitati varétu ietekmét citu génu al€liskie varianti, bet Saja
petijuma minéta hipotéze neapstiprinajas.

Vilsona slimibas prevalence jaundzimso kohortas Latvija ir apméram 1 : 21 800 dzivi
dzimuSajiem. Janem veéra, ka prevalences aprékins ir aptuvens, jo $1 pétjjuma jaunakais
pacients ir dzimis 2012. gada. Nemot véra, ka vidgjais VS pirmo simptomu izpausanas
vecums ir 16 gadi (Coffey et al., 2013), tad minétaja perioda dzimusie bérni ar VS potenciali
vel ir asimptomatiski un nediagnosticéti, kas liecina, ka prevalence varétu but vel lielaka.
Literatiira VS prevalence vari€ dazadas populacijas. Tas svarstas no 1 : 7 000 Iidz 1 : 100 000,
bet visbiezak citéta VS prevalence ir 1 : 30 000 (Czlonkowska et al., 2018). Gadiem ejot,
VS prevalence, lielakoties, palielinas, ko varétu skaidrot ar miusdienas pieauguso genétisko
testu pieejamibu un klinisko arstu lielaku izglitotibu par genétiskajam slimibam, t.sk., Vilsona
slimtbu (Czlonkowska et al. 2018). Latvija VS prevalence ir biezaka neka 1 : 30 000, kas
liecina, ka Latvija VS diagnostika ir laba lItmeni. 2013. gada p@tijuma Lielbritanija VS divu
patogéno alélisko variantu nes€ju skaits tika noteikts ka 1 : 7000 (Coffey et al., 2013).
Mingétaja petijuma VS patogenie varianti tika mekl&ti 1000 veseliem individiem, sekvengjot
ATP7B genu. Latvijas VS pacienti tika diagnosticeti sakotn&ji péc kliniskajiem simptomiem
vai tikai molekulari starp pacientu radiniekiem, tapéc bieZumu nesakritibas varétu izraisit:
1) VS nepietickama atpaziSana péc kliniskajiem simptomiem; 2) VS patogéno alélisko
variantu nepilniga penetrance; 3) dazads VS simptomu paradiSanas vecums (Czlonkowska,
Gromadzka, and Chabik, 2009; Czlonkowska, Rodo, and Gromadzka, 2008).

Latvijas pacientiem VS visbiezak manifest€jas vecuma no 25 lidz 30 gadiem, ar vid€jo
vecumu — 24,00 gadi (SD = 11,55 gadi), turklat jaunakais pacients Latvija diagnosticéSanas
bridi bija tris gadus vecs, bet vecakais — 54 gadus vecs. Vecumu sadalijums Latvijas
pacientiem atbilst literatlira aprakstitajam — lielaka dala gadijjumu pirmie VS simptomi
paradas vecuma no pieciem lidz 35 gadiem. Jaunakais aprakstitais pacients ar izmainitam
aknu funkcijam Vilsona slimibas d€] bija astonus mé&nesSus vecs (Abuduxikuer et al., 2015).
Apméram 3% pacientu simptomi paradas péc 40 gadu vecuma (Ferenci et al., 2007), bet
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vecakajiem pacientiem pirmie simptomi paradijas vinu dzives astotaja dekade (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 diagnosticét simptomatiski un kliniski, bet molekulara diagnostika
var bt arkartigi nozimiga, lai atklatu asimptomatiskos VS pacientus, 1pasi starp radiniekiem,
tade] ir svarigi atklat biezakos aléliskos 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 algliskais variants
ar1 bija ¢.3207C>A (p.His1069Gln), atklats 69,53 % al€lu, kas atbilst ieprieks aprakstitajam
biezumam lielakaja dala Eiropas populaciju t.sk., Poliju (72 %). Kucinskas et al aprakstija loti
lielu §1 varianta biezumu Lietuva — 92,3 % (Kucinskas et al., 2008), bet petijuma bija ieklauti
tikai 13 pacienti, kas varétu dot nepatiesus rezultatus. Citi patog€nie varianti $aja p&tijuma
bija sastopami daudz retak — tikai tris varianti bija sastopami biezak neka vienam individam:
ATP7B gena 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 pédgjais gan bija
sastopams tris sibiem. Viss iepriek§ mingtais liecina par lielu alg€lu heterogenitati Latvijas
populacijas VS pacientiem. Al&liskie varianti A7TP7B gena tika atrasti 12 no 21 eksona.
Visbiezak aléliskie varianti bija sastopami tris eksonos: 14., 8. un 2., sastadot 76,56 % no
atklatajiem variantiem. Sie dati liecina, ka mingtie tris eksoni biitu japarbauda vispirms,
analiz€jot jaunus VS gadijumus Latvija. Bet, nemot véra lielo al€lu heterogenitati, neatrodot
biezako variantu (H1069Q), ekonomiski izdevigak un racionalak butu sekvenét visus pargjos
géna eksonus.

Lielaka dala no atrastajiem variantiem ir aprakstiti iepriekS. Pieméram, 16. eksona
esoSais variants (c.3472 3482del; p.Gly1158Phefs*2) ir aprakstits tikai divas populacijas —
poliem (Gromadzka et al. 2005) un lietuvieSiem (Kucinskas et al., 2008).

Divi varianti, kas tika atrasti $aja petijuma, nebija aprakstiti ieprieks: ¢.3800A>G
(p-Aspl267Gly) un c.3971A>C (p.Asn1324Thr), bet, izmantojot ACMG jaunu sekvences
variantu interpretacijas vadlinijas (Richards et al., 2015), tika pieradits, ka abi varianti ir
“visticamak, patogéni”, tad¢] tie tika ieklauti talakaja analize.

Variantam ¢.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 2017. gada augusta tika papildinata datubaze ClinVar,
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un minétais variants atzits ka labdabigs / visticamak, labdabigs (BLAST: Basic Local
Alignment Search Tool, n.d.), tadel tas netika ieklauts talakaja datu apstrad€ un analizg.

No visam pacientu 4A7P7B gena alélém ka patog€nas vai iesp&jami patog€nas tika
identific€tas 83,59 %, bet 16,41 % al€lu palika neidentific€tas, tadel petijuma tika ieklauta ari
ATP7B gena nekod€josa rajona — promotera analize, ka arT iesp&jamas lielas (vairaku eksonu)
duplikacijas vai delécijas tika mekletas, izmantojot MLPA metodi. Diemzel pedgjas divas no
mingtajam metodém neuzlaboja identificéto alelu biezumu. Neatklato al€lisko variantu
iemesli varétu but dazadi: 1) iesp&ami al€liskie varianti dzili intronos vai 3’UTR
(3’ netransléjama 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) “al€lu izkriSana” jeb t.s. allelic dropout — labdabigi
aleliskie varianti praimeru piesaistes vietas, kas nelauj pavairot konkréto géna kopiju, tade] ar
tieSo sekvenéSanu var nolasit tikai vienu géna kopiju (mantotu no viena no vecakiem)(Stevens
et al., 2017); 4) VS Iidzigu fenotipu varétu izraisit izmainas citos génos; 5) Cita slimiba, kas
kltiski tiek interpretéta ka VS. Pirmie divi no mingtajiem punktiem gan ir loti maz ticami, jo
Coffey sava petijuma identificgja 98 % al€lu no kliniski apstiprinatiem VS pacientiem, un
secindja, ka “varbitiba, ka VS izraisa al€liskie varianti citos génos, ir loti maza” (Coffey et
al., 2013). Citos pétijumos gan atklato al€lu biezumi atSkiras: Beom H. Lee zinojusi par
84,6 % atklatajam al€lem liela Korejas VS pacientu pétjjuma (izmantojot gan tieSo
sekvenésanu, gan MLPA) (Lee et al. 2011); cita pétijuma tika identificetas 68,5 % al€lu
(Okada et al., 2000); Turcijas pétijuma 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 ari ATP7B geéna promotera un MLPA analizi
(Mukherjee et al., 2014). Atklato aleélu biezumu atskiribas liecina par iesp&jamam populaciju
atskiribam.

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 meta-analizes pétijuma, kur analizéti rezultati no
11 dazadiem centriem, variants ¢.3207C>A (p.His1060GIn) bija saistits ar velinakiem un,
galvenokart, neirologiskiem simptomiem (Stapelbrock et al., 2004). Citos pé&tijumos,
savukart, ¢.3207C>A (p.His1069GIn) varianta statistiski nozimiga saistiba 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
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hepatologiskie, kas sakrit ar citiem pé&tijumiem (Stapelbrock et al., 2004), bet dati nav
statistiski nozimigi. ST pétfjuma ietvaros arl nebija statistiski nozimiga saistiba starp VS
izraiso$o variantu un kliniskajiem simptomiem vai slimibas pirmo izpausmju vecumu.

Cita petjuma Gromadzka klasificeé ATP7B variantus divas grupas: ‘“nopietnie”
(ieklaujot ramja nobides un termingjosos variantus) un “vieglie” (ieklaujot nesinonimus jeb
missense variantus) (Gromadzka et al., 2005). Mingtaja petijuma autori atrada izteiktu saistibu
starp genétisko variantu tipu un VS fenotipu, secinot, ka “nopietnie” al€liskie 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 izpausSanos, bet rezultati nebija
statistiski nozimigi (p = 0,101). Statistiski nozimiga atskiriba tika noverota starp “nopietno”
variantu esamibu genotipa un ceruloplazmina [imeni asinis — ja genotipa bija kaut viens ramja
nobides vai termingjoSais variants, ceruloplazmina Iimenis bija zemaks, neka pie
homozigotiska genotipa tikai ar “vieglajiem” variantiem. Dati dalgji sakrit ar Gromadzka
(2005) petijuma secinajumiem, bet janem véra, ka $aja petijjuma abu veidu genotipu grupas
bija skaitliski loti atSkirigas (42 pacienti pret 9 pacientiem). Lidzigu p&tijumu veica ari Cocos,
kura zinots par ramja nobides variantu saistibu ar VS agrinaku izpausmi (Cocos et al., 2014).

Nemot véra ATOX1 proteina svarigo mijiedarbibu ar ATP7B protenu, ir bijusi vairaki
petijumi, kur mekl&tas iespgjamas izmainas ATOX1 géna Vilsona slimibas pacientiem, bet
rezultati visur ir bijusi negativi (Simon et al., 2008; Lee et al., 2011; Czlonkowska et al.,
2018). Saja pétijuma ATOXI géna ari netika atrastas izmainas, kas ietekmétu proteina
aktivitati, Iidz ar to neizdevas pieradit, ka izmainas A7OX] géna varétu modificét VS
fenotipu.

Meklgjot izmainas citos génos, kas varetu ietekmét VS kliniskas izpausmes, p&tnieku
uzmanibas centra nokluva COMMDI géns, kura patogénie varianti ir pieraditi ka vara
toksikozi izraisoSi Bedlingtonas terjeriem, kas kliniski izpauZas lidzigi ka Vilsona slimiba
cilvékiem (van De Sluis et al., 2002). Ir bijusi vairaki pé€tijumi, kuros analizéta §1 géna
variantu iesp&jama ietekme ar cilveékiem. Stuehler atklaja, ka 492. pozicija esoSa nukleotida
nomaiga no T uz C (p.Asnl64=) saistas ar agrinaku (apméram par 10 gadiem) VS klinisko
simptomu izpausmi. Ta ka variants neizmaina aminoskabi proteina (klus€joSs variants), tad
autori ka iesp€jamos skaidrojumus min varianta varbiitg§jo ietekmi uz mRNS struktiru,
stabilitati un proceséSanu, kas var ietekmét talako géna ekspresiju. V&l minéta pétijjuma autori
raksta, ka atrastais variants, iesp&jams, ir kadas citas izmainas, kas varétu ietekmet vara

metabolismu, markieris. (Stuehler et al., 2004). Saja pétfjuma ari tika atrasts ieprieks
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aprakstitais variants starp Latvijas VS pacientiem. Analiz&jot ta iesp&jamo saistibu ar slimibas
kliniskajam izpausmem, saistiba netika atrasta, 1idz ar to neapstipringjas iepriek§ minéta
hipotéze.

Cita pétijuma 2010.gada Gupta et al rakstijusi par kada cita varianta c.521C>T
(p.Thr174Met) ietekmi uz VS fenotipu — vini saista So variantu ar vairak paaugstinatu vara
Iimeni urina, ka ar1 ar pastiprinatu Stnu apoptozi VS pacientiem (Gupta et al., 2010).
Pasreizgja pétijuma sads variants COMMD]I géna netika atrasts nevienam no Latvijas VS
pacientiem.

Vel ir bijusi vairaki pétijumi ar COMMD] géna variantu ietekmi uz VS, bet diemzel
nekada saistiba Sajos petijumos neapstiprinajas (Lovicu et al., 2006; Weiss et al., 20006).

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

HFE gena biezako patog€no variantu heterozigotitates ietekme uz VS gaitu ir
pretruniga: Hafkemeyer aprakstija pacientu ar VS un heterozigotu (attieciba uz biezakajiem
variantiem) genotipu HFE géna, kuram noveroja dzelzs uzkrasanos aknas (Hatkemeyer et al.,
1994), bet Erhardt nenovéroja nozimigu saistibu starp dzelzs raditdjiem un HFE g€na
patog€najiem variantiem (Erhardt et al., 2002). Sorbello ir pieradijusi HFE géna patogéno
variantu ietekmi uz papildus dzelzs uzkraSanos VS pacientiem, kas ietekm& aknu slimibas
attistibu. Saja pasa pétijuma secinats, ka medikamentu devu korigéSana VS arsté$ana, 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 izvert€Sanai, bet, vértejot HFE géna divu biezako variantu ietekmi uz VS pirmos
simptomu paradiSanas vecumu un ceruloplazmina Itmeni asinis, statistiski nozimigas
atSkiribas netika atrastas, kas neapstiprina izvirzito hipotézi, ka HFE géna varianti varétu
ietekmét aknu iekaisuma attistibu. P&tijjuma dati tikai parada tendenci, bet, lai sikak analizetu
aknu iekaisuma izmainas pie dazadiem HFE géna genotipiem, biitu nepiecieSams paplasinat
petijuma pacientu grupas, ka ar1 izvéleties papildus kliniskos un biokimiskos markierus.

Saja pétijuma no VS pacientiem ar kliniski apstiprinatu VS diagnozi tika identificéti
83,59 % ATP7B gena al€lu, bet 16,41 % palika neidentificétas. Dazi iesp&jamie skaidrojumi

jau tika pieminéti iepriekS diskusija, bet ka v€l viens skaidrojums varétu but fakts, ka,
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iespejams, VS pacientiem ar kliniski apstiprinatu VS diagnozi nemaz nav VS, bet gan Vilsona
slimibai lidziga slimiba. VS kliniskie un laboratorie diagnostikas kriteriji ir izstradati
2001. gada, un kops ta laika nav mainijusies. Ir publicéti vairaki p&tijumi par vadliniju un
kritériju parskatiSanu (Hedera, 2017), bet Eiropas limeni tas palikuSas nemainigas (EASL
Clinical Practice Guidelines: Wilson’s Disease, n.d.). Ka divi no kritérijiem VS diagnostika ir
mingti samazinats ceruloplazmina Iimenis asinis un neirologiskie simptomi. Pie VS
ceruloplazmina Itmenis ir samazinats vara uzkrasanas dél, bet samazinatu ceruloplazmina
limeni asinis var izraisit ar1 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
Iimeni asinis nepietiek diagnozes apstiprinasana, lai gan S$aja pétjjuma nevienam no
pacientiem netika konstatéts normals seruma ceruloplazmina limenis. Seruma ceruloplazmina
Iimenis <20 mg/dL ir izmantojams VS diagnostika, bet kopgja testa diagnozes paredzosa
vertiba ir loti zema — 5,9% (Cauza et al., 1997). Ceruloplazmins ir galvenais varu saistosais
proteins plazma (ar to saistas >90% no vara). Tas pastav divas formas — ka
holoceruloplazmins ar piesaistito varu un apoceruloplaznins, kur§ nesatur varu (Hellman and
Gitlin, 2002). Gandriz vienm@ to méra, izmantojot uz antivielam balstitos,
radioimunologiskos testus, kas nespgj atskirt abas ceruloplazmina izoformas, izraisot varu
saisto$a proteina limena asinis parveért€Sanu. Seruma ceruloplazmina Itmeni var ari noteikt
enzimatiski, nosakot ta vara atkarigas oksidazes aktivitati. Sis tests spgj at3kirt
apoceruloplazminu no holoceruloplazmina, bet netiek plasi pielietots. [oti samazinats
ceruloplazmina Itmenis asinis ( < Smg/dL) ir ]oti saistits ar VS, bet tik zemi raditaji var arT tikt
atrasti pie citam slimibam, piem., aceruloplazminémijas, ko izraisa patogéni al€liskie varianti
CP geéna. Neirologiskie simptomi pie aceruloplazminémijas var atdarinat VS, bet tam par
iemeslu patiesiba ir dzelzs uzkrasanas (Hedera, 2017). Tados gadijumos, lai apstiprinatu
aceruloplazmin€miju, japarbauda pirmas pakapes radinieku seruma ceruloplazmina Iimenis
(heterozigotiskiem patogéna aléliska varianta nesgjiem tas ir arl samazinats), ka arT parasti
atrod samazinatu dzelzs limeni seruma, paaugstinatu ferritina Iimeni, diab&tu un pieradijumus
par dzelzs uzkrasanos galvas smadzenu magnétiskas rezonanses izmekl&jumos (Hellman and
Gitlin, 2002). Nemot véra tikko minéto simptomu un laboratorisko raditaju izmainu tritkumu
VS pacientiem bez molekulari apstiprinatas diagnozes, aceruloplazminémijas diagnoze ir
apSaubama, bet izmainas jeb aléliskie varianti CP géna ir aprakstiti dazados pétijjumos: gan

par Parkinsona slimibu (Zhao et al., 2015b), gan sirds priekSkambaru mirdzaritmiju
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(Adamsson Eryd et al., 2014; Arenas de Larriva et al., 2017), kuros secinats, ka izmainas CP
géna promotera (nekodgjosaja dala) var biit saistitas ar izmainitu ceruloplazmina Iimeni. Saja
petijuma tika atklats, ka CP g€na promotera rs66508328 varianta AA genotips un rs11708215
varianta GG genotips (abi — péc recesiva iedzimsanas modela) biezak bija sastopami starp
pacientiem, kuriem VS nebija apstiprinata péc ATP7B géna genotipa. Tas varétu liecinat, ka
iepriek§ minétie varianti CP gg€na vartu ietekm@ gena ekspresiju, izraisot samazinatu
ceruloplazmina ltmeni asinis, kas, savukart, izraisa dzelzs pastiprinatu uzkrasanos galvas
smadzengs, izraisot Parkinsona slimibai Iidzigus simptomus, kas ir raksturigi ari Vilsona
slimibai. Protams, ka datiem ir ieteicoSa daba — tie liecina par pétijuma talako iesp€&jamo
attistibas virzienu, palielinot pacientu grupas lielumu, jo paslaik pacientu grupas bija
salidzino$i mazas, un, lai arT atSkiribas bija statistiski nozimigas, nemot véra mazo grupu
lielumu, rezultatiem vargja biit nejausa atradne. Pe&tnieku grupa ari public€jusi datus par
minétajiem CP ge€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., 2015).

Pétijuma ierobeZojumi
Lielaka dala no pétijuma analiz€m 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 piemin€to prevalenci —
1 : 30 000. Nemot véra minéto prevalenci un vid€jo Latvijas iedzivotaju skaitu
(1,92 miljoni) (LCSP, n.d.), tad Latvija biitu jabiit ap 65 pacientiem;

2. Latvijas Vilsona slimibas pacienti lielakoties bija vérsuSies pie hepatologiem —
pastav varbiitiba, ka, aptverot lielaku specialistu spektru, pacientu grupa biitu
lielaka;

3. nebija ve€rojama liela atsauciba no pacientu pirmas pakapes radiniekiem —
iespe&jams, ar1 tad analiz€amo pacientu grupa biitu lielaka;

4. mnemot vera, ka pacientu paraugi tika savakti salidzinosi liela laika posma, tad
visam molekularajam analizém nebija vairs pieejami visu pacientu paraugi.

Nemot véra nelielo pacientu skaitu, §T petijuma datiem ir virzoSa tendence, ko biitu

velams parbaudit lielaka populacija, piemeram, veicot starpvalstu pétijumus.
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Kliniskas rekomendacijas

1.

Visiem pacientiem ar kliniski apstiprinatu Vilsona slimibu vai aizdomam par to,
sakotngji veikt biezaka al€liska varianta noteikSanu, bet pie negativa rezultata —
veikt ATP7B géna eksonu sekvenéSanu. Ja diagnoze netiek molekulari
apstiprinata, ieteicams parskatit slimibas diferencialdiagnostiku;

Vilsona slimibas pacientiem, 1paSi — molekulari apstiprinatajiem, tiek
rekomendgéts radinieku (ipasi — pirmas pakapes) genétiskais skrinings;

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 A7P7B géna patog€nais aléliskais variants
Latvijas pacientiem ir ¢.3207C>A (p.His1069GIn) — 69,53 % alclu, kas atbilst
vid€jiem Eiropas raditajiem.

. Visbiezak ATP7B geéna patogénie aléliskie varianti ir sastopami tris eksonos —
14., 8. un 2., bet starp Latvijas pacientiem ir verojama liela ATP7B géna al€liska
heterogenitate, tapéc racionali ir sekvenét visus ATP7B géna eksonus, savukart,
ATP7B géna promotera rajona sekvenéSana nepalielina atklato patogéno al€lu skaitu;
Latvijas Vilsona slimibas pacientiem nav vérojamas lielas 4TP7B géna delécijas vai
duplikacijas, noradot, ka MLPA radikali neuzlabo atklato patogéno al€lu skaitu.

. Noteikta Vilsona slimibas prevalence Latvijas jaundzimuso kohortas ir 1 : 21 800
dzivi dzimuSajiem, kas atbilst vid€jiem Eiropas raditajiem.

Latvijas Vilsona slimibas pacientiem nav ve€rojama saistiba starp ATP7B géna
patog€najiem al€liskajiem variantiem un kliniskajam izpausmém, kas liecina par
fenotipa—genotipa saistibas trikumu, kas noraida izvirzito hipotezi.

CP geéna promotera rs66508328 varianta AA un rs11708215 varianta GG genotips
biezak ir sastopami Vilsona slimibas pacientiem ar molekulari neapstiprinatu genotipu
ATP7B géna un neirologiskajiem simptomiem, kas liecina par CP gé€na promotera
variantu iesp&jamo saistibu ar Vilsona slimibas raksturigajiem neirologiskajiem
simptomiem un biokTmiskajam izmainam, savukart tas, ka netika atrasta 470XI,
COMMDI un HFE geéna variantu saistiba ar Vilsona slimibas fenotipu, liecina par So
génu mazsvarigo lomu Vilsona slimibas patogenézg, kas noraida izvirzito hipotézi par

minéto génu ietekmi Vilsona slimibas attistiba.
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Liels paldies visiem, kas ir piedalijuSies promocijas darba formatéSana, 1pasi
liels paldies Ingai Znotinai par palidzibu atsau¢u noformésana.

Paldies velos teikt art RSU Doktorantiiras 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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PIELIKUMI
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1. pielikums
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2. pielikums



94

3. pielikums
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4. pielikums





