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INFOLEHT

Eesti ja Vietnami Osteogenesis Imperfecta patsientide COL1A1 ja COL1A2 geenide

mutatsioonianaliiiis

Kokkuvote

Antud magistritod peamine eesmirk on tuvastada Ol mutatsioone Eesti ja Vietnami péritolu
patsientide COL1A1/2 geenides. Vietnami populatsioonis oli 59% ja Eesti 88% patsiente
COL1A1/2 gmutatsioonidega. Kdige sagedasemad mutatsioonide tekkemehhanismid oli Eesti OI

populatsioonis splaiss-saitide muteerumine ja Vietnami Ol populatsioonis missenss-mutatsioonid.

Conclusion

In our study we analysed 91 Vietnamese ja 26 Estonian Ol patients for mutations in COL1A1/2
genes. We found that 59% of Vietnamese and 88% of Estonian patients collagen | mutations. In
Vietnamese patients we discovered mainly missense mutations which cause severe Ol forms. In

Estonian population we found mostly splice site mutations giving a rise to milder Ol.

Mairksonad: Kollageen I, Osteogenesis Imperfecta, Sangeri sekveneerimine

CERCS: B600 — Kirurgia, ortopeedia, traumatoloogia
B790 — Kliiniline geneetika

B580 — Skeleti ja lihassiisteemi haigused
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SISSEJUHATUS

Osteogenesis Imperfecta on haruldane haigus, mille kdige iseloomulikum tunnus on haprad luud.
Haigus on levinud iile-maailmselt ja selle esinemise vormid on véga erinevad varieerudes alates
tosistest letaalsetest vormidest, kus surm voib saabuda juba enne siindi vdi esimeste pievade
jooksul kuni vormini kus haigusekandja isegi ei tea, et selline hdire nende perekonnas iildse
esineb. Kéesoleval ajal on Osteogenesis Imperfecta diagnoosimine ning Kklassifitseerimine
killaltki keerukas, paljuski tuleb ldhtuda patsientide individuaalsest isedrasustest, tihti esinevad
erinevad haigust iseloomustavad karakteristikud ka iihe perekonna siseselt viga erinevalt.
Peamiseks OI pdhjustajaks on siiski mutatsioonid kollageeni tiitip I geenides. Soltuvalt
mutatsiooni iseloomust ja asukohast geenis voib patsientidel, kellel on mutatsioon kollagen tiiiip
I-s areneda vilja viga erinev fenotiilip, mis ulatub letaalsetest vormidest kergemate vormideni.
Sellega on kaasa tulnud probleem, genotiilip-fenotiilip korrelatsioone ei ole veel leitud.
Osteogenesis Imperfecta geneectiline taust on vaatamata kollageeni hdirete domineerimsele OI
tekkimise poOhjustajana, siiski vdga mitmekiilge. Ténaseks pdevaks on lisaks | kollageeni
geenidele teada veel 17 erinevat geeni, mis seda haigust pdhjustavad, peamiselt on need geenid
seotud luude arengu ja homdostaasiga.

Osteogenesis Imperfecta patsientide elukvaliteet on kiillaltki halb, sest iihtegi ravimit mis toimiks
koigile patsientidele, veel leitud ei ole. Seetdttu ongi oluline kokku koguda infot geneetiliste ja
fenotiiiibiliste muutuste kohta, et arusaada molekulaarsetest mehhanismidest ja fenotiiiip-
genotiiiip suhtest antud haiguse puhul, seda koike selleks, et leida efektiivne ravim.

Antud magistritod peamine eesmirk on tuvastada Ol mutatsioone Eesti ja Vietnami péritolu
patsientide COL1A1 ja COL1A2 geenides. Antud uuringu tulemused laiendavad meie teadmisi
fenotiiibilisi-genotiitibilisi korrelatsioonist, Ol geneetikast ja annavad infot Eesti ja Vietnami Ol

populatsioonide geneetilise epidemioloogia kohta.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1 Osteogenesis Imperfecta iillevaade

Osteogenesis Imperfecta (OI) on kaasasiindinud geneetiline haigus, mis avaldub lébi ebatéieliku
luutekke. Haigust kirjeldas esimesena rootsi teadlane Olof Jakob Ekman 1788 aastal, kes jalgis
haiguse kulgu iihes peres kolme polvkonna viltel (Peltier 1981, Baljet 2002). Sellest ajast alates
on Ol-le omistatud tle 40 eri nimetuse, ent esimesena vottis OI kui meditsiinilise termini

kasutusele hollandi professor Willem Vrolik 1849 aastal (Baljet 1984).

Ol on geneetiliselt heterogeenne haigus, mille pirandumismuster on kas autosomaalne
dominantne (AD) voi autosomaalne retsessiivne (AR). Tdnaseks hetkeks on tuvastatud iile paari
tuhande mutatsiooni 19 erinevas geenis’. Umbes 90% Ol patsientidest on kvalitatiivsed vdi
kvanitatiivsed dominantsed mutatsioonid COL1Al1 ja COL1A2 geenides, mis kodeerivad
kollageen I pro al ja pro a2 ahelat (Byers ja Pyott 2012, Bodian et al., 2009), voi IFITM5 geenis
(Lazarus et al., 2014). Ulejiinud isikud on OI périnud retsessiivsel kujul libi mittekollageensete

geenide hairumise tottu (Van Dijk ja Sillence 2014).

Kollageeni I geenide mutatsioonide tulemuseks on fenotiilibilt ja geneetiliselt erinevad héired.
Defektid esinevad peamiselt kudedes kus kollageeni | on peamine esindaja ekstratsellulaarse
maatriksi valguline esindaja (luudes, hammastes, silma sarvkestas, kodlustes). Fenotiiiibilt on
haiguse vormid killaltki varieeruvad ulatudes perinataalselt surmavast vormist Kkerge

osteopeeniani (Basel et al., 2009 Kocher et al., 1998).

Luude hapruse kdrval on Ol-le vdga iseloomulikud tunnused ka patsiendi lithike kasv (Ben Amor
et al., 2011), ning sagedased on ka luustiku deformatsioonid (skolioosi ja kiifoosi esinemine).
Skeletivilised tunnused on tavaliselt tisnagi individuaalsed, iiks tiilipilisemaid on silma sarvkesta
erinev vérvus, mis vOib varieeruda normaalsest valgest kuni halli voi hele/tume sinise vérvini.
Sinine sarvkest esineb ligi 50% OI vormidest ja see on ilmselt seotud Shukese sarvkesta
paksenemisega, (Evereklioglu et al., 2002, Dimasi et al,.2010), sellega omakorda arvatakse
kaasnevat ka glaukoomi teket (Dimasi et al, 2010, Wallace 2014). Lisaks on kirjeldatud ka kae
tekkimist, silmaldétse ektoopiat ja presbiioopiat (Chau et al., 2014).

! https://oi.gene.le.ac.uk/home.php
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Dentinogenesis Imperfecta (DI) esineb OI tiiiip III puhul enamikel haigusekandjatest, tulemuseks
ebanormaalne hambumus. Ligi 50% iile 50 aastastest Ol patsientidest esineb kuulmislangus
(Santos et al., 2012, Paterson et al., 2001). Kuulmislangus vd&ib olla konduktiivne,
sensorineuraalne voi segatiiiipi, ent molekulaarsed uurimused on nédidanud, et kuulmiskadu ei ole
otseselt seotud OI tiitipidega ega mutatsioonidega COL1AL ja COL1A2 geenides (Hartikka et al.,
2004).

Kuna tiitip 1 kollageen on peamine ekstratsellulaarse maatriksi valguline komponent siidame-
veresoonkonna kudedes, on Ol patsientidel suurenenud oht mitraal- ja trikuspidaalklapi
haigustele (Bonita et al., 2010). Ol-ga seostatakse veel viga kergelt tekkivaid verevalumeid ja
songa tekkega (Hansen ja Jemec 2002). Halb kopsude talitlus voib olla veel iiks morbiiduse
allikaks. Kui skolioos ning selgroo ja rinnaku luumurrud siivenevad, tekib suurem tdenédosus
kopsupdletiku tekkele, samuti soodustab lithike rindkere respiratoortrakti infektsioonide tekkimist

(Marini et al., 2000, LoMauro et al., 2012).

Koige sagedasem on iildises demograafilises jaotuses OI tiitip I 16 juhtumiga miljoni elaniku
kohta. Sellest erineb Louna-Aafrika regioon, kus tiiiip III on kdige sagedasem (Beighton ja
Versfeld 1985). OI juhtumeid on esinenud igal pool iimber maailma, rassist ja soost sdltumatult.
Hinnanguliselt on Osteogenesis Imeperfecta 0,008% ehk ligi poolel miljonil inimesel maailma
populatsioonist. (Shapiro et al., 2014). Viimaste andmete pdhjal on OI iildine esinemissagdus
1:10000-20000 (Stevenson et al., 2012).

1.2 Osteogenesis Imperfecta klassifikatsioon

OI klassifitseerimine on komplitseeritud erinevate heterogeensete fenotiilipide ja patogeenste
mehhanismide geneetilise laiaulatuslikuse tottu. Fenotiitibilised erinevused vdivad juba iihe tiiiibi
ulatuses olla védga erinevad nii perekondade siseselt kui perekondade vaheliselt (Basel et al,
2009).

1979. aastal defineeris Sillence Ol nelja kategoorisasse (numeratsioon tulenes Kkirjeldamise
jarjekorrast), mis pohines luumurdude sagedusel ja deformatsioonide arvul, silma sarvkesta
véarvusel, parandumismustril ning kuulmislanguse olemasolul vdi puudumisel, aga ka kliinilise,
radioloogilise ja geneetilise analiiisi pdhjal (Sillence, 1979) (Tabel 1). Ehkki seda

klassifikatsiooni kasutatakse {ipris laialdaselt on see védga subjektiivne ja soltub kittesaadava info



iseloomust ning diagnostikat labiviiva arsti kompetentsidest. Ka tdnapdeval kasutatakse OI
kategoriseermiseks Sillence siisteemi, mis 2000. aastal tdienes Ol tiilip V vormiga (Glorieux et al,
2000). Taip V OI on samuti autosomaalse dominantse paritavusega, mida iseloomustab
kollageeni tootmise hidirumine, tingides ebatavalises luude mineraliseerumise (Shapiro et al.,
2013).

Tabel 1. Ol nomenklatuur (International Nomenclature Group for Constitutional Disorders of
the Skeleton, INCCDS) 2010

Ol vormi nimetus OI numbriline tiiiip
Klassikaline mitte-deformeeruv Ol sinise sarvkestaga I
Perinataalselt letaalne Ol I
Progresseeruvalt deformeeruv Ol tavalise vdi sinise sarvkestaga I
Varieeruv Ol tavalise sarvkestaga v

Ol interosseus membraanide kaltsifitseerumisega \

1.2.1. Ol Tiiiip I

OI I tiiiip1 korral kollageen on normaalse kvaliteediga, aga seda toodetakse ebapiisavas koguses,
kdige kergem ja sagedasem OI vorm, mille tulemuseks muutused COL1AL vdi COL1A2 geenides
(raamnihke-, nonsenss- ja splaiss-saidi mutatsioonid), mis viivad mMRNA ebastabiilsuseni ja
haplopuudulikusele (Marini et al., 2007) vahest harva ka kogu COL1A1/2 geeni deletsioonini
(Van Dijk et al., 2010).

Ol tiitip I on kdige sagedasem europiidide hulgas ja selle esinemissagedus siinnil on 1:25000
(Steiner et al., 2013). I tiitipi OI indiviidid on tavaliselt natuke alla normaalset kasvu. Esimesed
luumuurud kaasnevad kas siinnituse v01 midhkmete vahetamisega, sagedamini aga siis kui imik
hakkab kédima ja kukkuma. Luumurdude tekke sagedus vdheneb peale puberteeti ja hakkab taas
suurenema peale 50 eluaastat, seda on tdheldatud just menopausi jargselt naistel ja meestel kes on
tiletanud 50 eluaasta kiinnise. Haiguse mojul voib patsiendil olla luumurde paarist kuni iile saja,
aga need paranevad tavaliselt normaalselt kui kasutada ortopeedilist abi. Liigeste hiipermobiilsus

vOib pohjustada varajast liigeste degeneratsooni pdhjustades osteoartriiti ja kroonilist liigeste valu

10




(Basel et al., 2009). Kuulmiskadu algab vanusest 25 eluaastat ja peale, patsientidel on kas

konduktiivne vdi sensorineuraalne kuulmiskadu, hiljem segatiiiipi kuulmislangus (Kuurila et al.,

2002, Swinnen et al., 2011).

Taheldatud on ka teisi siimptomeid: kerge selgroo kdverdust, kehva lihastoonust, silmade
sarvkest ei ole valge, vaid sinakas-hall ja silmad on kergelt viljaulatuvad (Evereklioglu et al.,
2002). Oodatav eluiga sarnane iildpopulatsioonile, surm tuleneb tldjuhul Ol-ga mitteseotud

pOhjustest. (Freemont 1996)

IA ja IB variandid erinevad iiksteisest Dentinogenesis Imperfecta olemasolust/puudumisest (1B
vormil olemas). IB tiiiibi patsientide puhul on ndidatud suuremat murdude arvu, lithemat kasuv ja
suuremat arvu skeleti deformatsioone. Modlemal alamgrupil on sarnane sagedus liigeste

hiipermobiilsuse, sinikate, kurtuse ja liigeste dislokatsiooni suhtes (Paterson et al., 1983).

1.2.2. OI Tiiiip 11

Ol 1l titp on letaalne vorm. Kollageeni ei toodeta piisavas koguses ega ka normaalse
kvaliteediga. Enamikel juhtudel sureb patsient esimese eluaasta jooksul hingamispuudulikkusesse
vO1 ajusisese verejooksu tottu. 60% imikutest sureb esimesel pédeval, iilejddnust sureb 80%
esimese nddala jooksul.(Byers et al., 1988). Kui tildine levimus OI puhul on hinnanguliselt
1:10000-20000 siis levimus OI tiip II on teadmata. Sillence hinnagute kohaselt on
esinemissagedus 1-2:100000 (Sillence et al., 1979).

Defektid on jélgitavad juba siinnitusele eelnevas ultraheliuuringus. Loote kaal ja pikkus on viga
véiksed vorreldes loote normaalse arenguga. Silma sarvkest on tavaliselt tumesinine, kolju on
vorreldes kehaga suur ja vdhese mineralisatsiooni tottu kompimisel pehme (tegemist on nn
“nahkpeaga”). Esinevad intrauteriinsed, skeleti deformatsioonid, lithenenud jasemed, lithike kasv,

viike mass ja murrud iile keha (Basel et al., 2009).

OlI tiitip II on {ildjuhul autosomaalse dominantse parandumisega, ent kirjeldatud on ka iduliini
rakkudes mosaiiksust antud haiguse suhtes. Mitmed uued avastatud OI vormid on ndidanud
tilekatvust seoses teiste retsessiivsete mutatsiooni vormidega, mis samuti tingivad OI tiiip 11
sarnaseid stimptomeid. (Basel et al., 2009). Autosomaalsed retsessiivsed mutatsioonid geenides,

mis on seotud kollageen tlilip I posttranslatsioonilise modifikatsiooni, voltimise, transpordi,
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osteoblastide proliferatsiooni ja raku signaalidega vGivad samuti pohjustada Ol tiitip II-le sarnast
fenotiitipi. (Basel et al., 2009, Marini et al., 2007)

Tulip II saab samuti jagada alamgruppideks A, B ja C, mida eristatakse radiograafiliste
hinnangutega pikkadele luudele ja ribidele. 11A laiad ja liihikesed toruluud ja 6hukesed ribid. 11B-
| on toruluud laiad ja lithikesed, ent ribid on ohukesed, nn “akordioni sarnased”. Tiiiip IIC-I

ohukesed ning pikemad pikemad toruluud ja akordioni sarnased ribid. (Sillence et al., 1984)

1.2.3. OI Tiniip 111

Koige raskem vorm Ol-st, patsientide eluiga on normaalne voi veidi liihem, mis on tingitud
siseorganite defektidest vOi eluohtlikkest luumurdudest. Kollageen on ebakorraparaselt
formeerunud, seda toodetakse kiill piisavalt, aga see on defektne. Diagnoosi on sageli voimalik
kinnitada juba siinnil, sest murrud esinevad ainuiiksi imikuga tegeldes. Siiski surm esimeste
elunddalate jooksul on haruldane. Antud héiiret tuntakse ka kui progressiivselt deformeerivat
vormi Ol-st, kus patsientidel vdib olla iihtekokku 200 luumurdu elu jooksul ja sinna hulka muid
erinevaid progressiivsid deformatsioone, mis vdivad edasi areneda, olles isegi mitteseotud mone
Ol-st tingitud luumurruga (Basel et al., 2009). Sillence andmete kohaselt on OI tiitip III
esinemissagedus sama mis tiiiip Il puhul ehk 1-2:100000 (Sillence et al., 1979), hiljuti ldbiviidud
uurimuses saadi Rootsis sageduseks 0,89:100000 (Lindahl et al., 2015). OI tiiiip IIT pdhjustavad
de novo autosomaalsed dominantsed mutatsioonid COL1Al1 ja COL1A2 geenides ja
autosomaalsed retsessiivsed mutatsioonid geenides, mis on seotud kollageeni moditseerimise

ning transpordiga, aga seotud ka signaalide radadega luukudedes.

Enamik antud haigusvormiga patsiente ei suuda iseseisvalt piisti seista ja kasutavad litkumiseks
ratastooli. Kasvukiirus on neil vdhenenud, tiiskasvanud on tavaliselt viaga lithikesed, moned ei
tiletagi 1 meetrit pikkuses (Joonis 1). Intellekt on normaalse tasemega, kui varasemalt ei ole

esinenud koljusiseseid verejookse (Basel et al., 2009).

Ka OI tiiip III esineb teatav heterogeensus kliinilisel tasemel. Stimptomite esinemine on
individuaalne ja sageli erinevad need isegi lihe ja sama mutatsiooni kandjate vahel. Esineb
variatsioon hambumuse osas st on nii normaalse hambumusega indiviide, aga esineb ka DI.
Liihike kasvu korval esineb sageli ka, kdver selgsus, kiifoskolioos, iseloomlik on tiinnikujuline

rinnakorv ja tdheldatud on ka kolmnurkset ndokuju. Silma sarvkest voib siindmisel olla sinakas
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aga vanuse kasvades sinakus kaob (Sillence et al., 1979). Kuulmiskadu algab tavaliselt teismelise
eas (Basel et al., 2009).

1.2.4. OI Tiiiip IV

Kollageeni siinteesitakse piisavalt, aga selle kvaliteet on madal. Tiitip IV on kdige varieeruvam
Ol vorm, mille siimptomid voivad ulatuda kergetest rasketeni. Varieeruvus on ka iiks peamisi
faktoreid mis eristab seda tiilip I-st, olles sellest veidi raskema loomuga. Korduvad luumurrud,
osteoprooos ja erineva astmega toruluude ning selgroo deformatsioon, ent normaalne silma
sarvkest on selle tiiiibi patsientide tiilipilisemad stimptomid. Kuulmiskadu esineb harva. (Basel et
al., 2009)

Rootsis labiviidud uurimuse jargi on levimus hinnanguliselt 1,35:100000 (Lindahl et al., 2015)
Sarnaselt tiilip I-le saab tiitip IV jagada IV A ja IV B alamgruppi Dentinogenesis Imperfecta
puudumise jargi (IVA) voi olemasolule (IVB). Haiguse pédrandumismuster on enamasti
autosomaal dominantne aga on tiheldatud ka autosomaal retsessiivset parandumist (van Dijk et
al., 2010). Antud vormi tdsidus on erinev, ka {ihe perekonna sees voib kergemate vormi kandjate

korval olla ka tdsisemat siimptomitega indiviide (Seedorff 1949).

(b) (c)

Tiiip] Taiipl Tiiiip IV Tiidp IV Tisiip I Tiiiip I
Naine Naine Mees Naine Naine Mees
Vanus, 38 a Vanus.63a  Vanus, 40 a Vanus, 35 a Vanus, 27 a Vanus, 40 a

Pikkus. 171 cm Pikkus, 137 cm Pikkus, 90 cm Pikkus, 124 cm Pikkus, 94 cm Pikkus. 84 cm

Joonis 1. Rontgen tilesvote tdiskasvanud OI tidp I (a), 11 (c), 1V(b) patsientidest. (Reeder ja
Orwell, 2006; modifitseeritud joonis)
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1.2.5. OI Tiiiip V

2000. aastal kirjeldas Glorieux kaasautoritega esmakordselt autosomaalset dominantset vormi Ol-
st, mis sarnanes Sillence siisteemis Ol tiilip IV, ent oli siiski erinevate kliiniliste, histoloogiliste ja
molekulaarsete karakteristikutega (Glorieux et al., 2000). Erinevalt tiitipidest I-IV on tiiiip V
tingitud mutatsioonist interferooni poolt indutseeritud transmembraanse valgu 5 (IFITM5) geenis
(Shapiro et al., 2013), mis paikneb 5’transleerimata regioonis (IFITM5 c¢.—14C > T). Ehkki
enamikul OI V vormi kandjatel on sarnane fenotiilip, siis mutatsioonidel IFITM5 geeni
kodeerival alal on fenotiiiibiliselt laiem varieeruvus. Tédpne levimus antud tiilibi puhul on
teadmata, ent arvatakse Ol tiilip V esineb kuni 5 protsendil Ol patsientidest. (Basel et al., 2009).
Ol tiitip V viib kahe kiitinarvarre luudevahekile (membrana interossea antebrachii) lupjumiseni,
mis muudab keeruliseks randmete pooramise. Teine siimptom on ebanormaalselt suur kogus
hiiperplastilist kallust paraneva luumurru piirkonnas. Stimptomite hulgas on veel ka radiaalne pea
dislokatsioon, toruluude kumerdumine ja segatiiiipi kuulmislangus (Shapiro et al., 2013, Marini
ja Blissett 2013).

1.3. Osteogenesis Imperfecta geneetika

Ténaseks pdevaks on leitud 19 geeni, mille mutatsioonid on seotud OI kujunemisega, enamiku
puhul on tegu just retsessiivse vormi tekkega. (LISA Tabel 1). Iga uus haiguse pdhjustanud geen,
mis tuvastati, sai omale erineva OI tiilibi geneetilises klassifikatsioonis ja oma numbri OMIM
andmebaasis. Kollageen tiilip I kodeerivate COLIA1/2 korval on seal geene, mis on seotud
kollageni I post-translatsiooniliste modifikatsioonidega (CRTAP, LEPREI, PPIB, SPARC,
PLOD?2), (Ishikawa et al, 2009,Barnes et al., 2006, Marini et al, 2010b, Pyott et al., 2011,
Cabral et al., 2007, Willaert et al., 2009, Van Dijk et al., 2009, Ha-vinh et al., 2004, Van der Slot
et al., 2003) voltimisega ja transportiga (SERPINHI, FKBP10, SEC24D) (Alanay et al., 2010,
Shaheen et al., 2010, Kelley et al., 2011, Christiansen et al., 2010), geenide transkriptsiooniga
osteoblastides ja osteoblastide proliferatsiooniga (OSX, CREB3LI) (Lapunzina et al., 2010,
Symoens et al.,. 2013), luukoe mineralisatsiooniga (SERPINFI, IFITM5) (Becker et al., 2011,
Cho et al., 2012) ja raku signalisatsiooniga (WNT1, TMEM38B) (Fahiminiya et al., 2013, Keupp
et al., 2013, Laine et al., 2013, Shaheen et al., 2012).

Sangeri sekveneerimise, reaalaja poliimeraas ahelreaktsiooni, aheldus analiilisiga, homosiigootide

analiilisi ja teise generatsiooni sekveneerimisega (Next Generation Sequencing, NGS) on
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tuvastatud 14 OI-d pohjustavad geeni. Mdningate OI patsientide puhul ei leita haiguse pohjuseid

seni lildteada pOhjustajate geenide hulgast, mis omakorda sunnib teadlasi tegema suuremaid

joupingutusi nende vormide iiles leidmiseks. Mdningad uued OI-d tekitavad geenid on suudetud
idenfitseerida eksoomi sekveneerimisel. Nende hulgas SERPINF1 (Becker et al., 2011), WNTI
(Pyott et al., 2013), IFITM5 (Cho et al., 2012), ja PLOD2 koos BS/OI {ilekatvuse fenotiiiibiga
(Puig-Hervas et al., 2012).

Tabel 2. Osteogenesis Imperfecta’ga seotud geenid.

Geen Valk, valgu funktsioon Pirandumismuster

BMP1 Luu morfogeneetiline proteiin 1, metalloproteaas. AR

COL1A1 I kollageni al ahel. Sidekudede struktuurne valk. AD, AR

COL1A2 I kollageni o2 ahel. Sidekudede struktuurne valk AD, AR

CREB3L1 OASIS (Old Astrocyte Specifically Induced Substance), AR
endoplasmaatilise retiikulumi stressi transdutseeriv proteiin

CRTAP Kohrega seostunud proteiin, heterotrimeerse proliil-3- | AR
hiidroksiilisatsiooni kompleksi abiproteiin.

FKBP10 Kodeerib FKBP65 valku, Saperoon, mis osaleb I prokollageni | AR
voltimisel.

IFITM5 Interferooniga indutseeritud transmembrane protein 5, kodeerib BRIL | AD
valku (bone-restricted Ifitm-like protein). Kaasatud kollageeni
mineralisatsiooni.

LEPRE1 Leprekaan (P3H1) proteiin. Proliil-3-hiidroksiilisatsiooni kompleksi | AR
komponent, ensiimaatilise aktiivsusega.

OSX/SP7 Osteriks, transkriptsiooni faktor AR

P4HB Kodeerib valk disulfiid isomeraasi(PDI) AR

PLOD?2 Kodeerib liisiiiil hiidroksiilaas-2, mis vastutab Tiitip [ kollageeni | AR
telopeptiidi liisiinijadgi hiidroksiilisatsiooni eest

PLS3 Asub X kromosoomis ja kodeerib valku plastiin-3(T-plastiin), osaleb AR
aktiini tsiitoskeleti kokkupanekul ja lahti votmisel

PPIB Peptidiiiil-proliiiil tsis-trans isomiiraas B, tsiiklofiliin B, CyPB. AR
Proliil-3-hiidroksiilisatsiooni kompleksi komponent.

SEC24D COPII kompleksi komponent, kaasatud prokollageeni | AR
transpordimises endoplasmaatilisest retikulumist

SERPINF1 = Serpiin peptidaas inhibiitor, F (pigment epithelium-derived factor, AR

PEDF). Kaasatud matriksi remodulleerimisse, luu homdostaasi.
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SERPINH1 = Serpiin peptidaas inhibiitor, H. Prokollageeni Saperoon valk. AR

SPARC Sekreteeritud happeline tsiisteiini rikkas proteiin (osteonektiin), AR
gliikkoproteiin. Seondub I kollageniga ekstratsellulaar maatriksis.

TMEM38B | Transmembraanne proteiin 38B, kaltsiumi transmembraannse kanali | AR
komponent.

WNT1 WNT1 (Wingless-type MMTYV integration site family, member 1) on AR
sekreteeritud signalproteiin

1.4. COL1A1/2 geenid

COL1A] ulatus on 18 kb ja koosneb see 51 eksonist, normaalsetes tingimustes siinteesitakse selle
pealt 1464 aminohappega produkt, 2 pro al ahelat tiiiip I kollageenile.

COL1A2 ulatus on umbes 38 kb ja see koosneb 52 eksonist. Tavatingimustes siinteesitakse sellelt
1366 aminohappest koosnev pro a2 ahel kollageen 1-le.

Mutatsioonid COLI1A1 ahelas on kahjulikumad kui COLIA2, sest A1 kompleks moodustab igast
kollageeni fibrill kompleksist kaks kolmandikku (Van Dijk ja Sillence 2014, Harrington et al.,
2014).

Kaks peamist tagajidrge mutatsioonile COLIAI geenis on kas tiilip I kollageeni produkti koguse
vihenemine vO0i ebanormaalse prokollageeni tootmine. Valdaval enamikul juhtudest on
klassikaline mitte-deformeeriv OI (tiilip I) on seotud mutatsioonidega COLIAI geenis, mille
tulemuseks on enneaegsed terminatsiooni koodonid. Enamik neist mutatsioonidest on véikese
arvu koodonite deletsioonid vO1 insertsioonid. Need mutatsioonid ja moned splaiss-ingu saidi
mutatsioonid, mille tulemusel tekivad kriipteeritud saidid ja raamivélised transkriptid, viivad koik
enneaegsete terminatsiooni koodoniteni. Enneaegse terminatsiooni koodoni kohalolu, mis on
eraldunud iihest voi rohkemast intronist geenis toob kaasa mutantsest alleelist tuleneva mRNA
ebastabiilsuse. Selle tulemusel on COLIAI mRNA kogus vihenenud poole vorra normaalsest.
Enamik COL1A41 mutatsioonidest on gliitsiini vahetuse tulemus kolmikhelikaalses domeenis pro
o ahelas, tagajirjeks kas siinnituseelselt surmav OI II, progressiivselt deformeeriv OI III ja

ildiselt muutlik OI IV (Van Dijk, 2014).
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1.5. Kollageen tiiiip I

Kokku on olemas 19 erinevat tiiiipi kollageene, mis kdik eerinevad iiksteisest primaarstruktuuri
poolest. Tiitip I kollageen on kodige kiilluslikumalt esinev valk kdikides selgroogsetes. See
koondub kiududesse, mis moodustavad erineva struktuuri ja mehaanikaga luude, naha,
veresoonte seinte, kodluste, silma sarvkesta ja teiste sidekudede maatriksi. Kollageen tiitip I
struktuur koosneb kahest alfa 1 ahelast ja iihest alfa 2 ahelast, mis on kodeeritud COLIA]I ja
COLI1A2 geenide poolt. Inimese tiilip I kollageen kolmikheeliksi koosneb 338 hdirumata Gly-X-
Y kordusest kodigis kolmes ahelas. Pro haarab hdlmab 1/3 X positsioonidest, 4-Hyp holmab 1/3 Y
positsioonidest ja Arg holmab 1/8 Y positsioonidest.

COLI1A41/2 geenide produktid koosnevad: signaalpeptiidist, N terminaalsest propeptiidist ja
kollageen alfa I/II kolmikahela domeenist ja C-terminaalsest propeptiidist (Joonis 2). C-
terminaalne propeptiid omab kontrolli prokollageeni rakusisese ja kollageeni fibrillide
ekstratsellulaarse kokkupaneku eest. Propeptiidid on vajalikud pro-alfa ahela assotsieerumiseks ja
komikheeliksi formeerimiseks, mis omakorda ulatub tombluku laadselt karboksiitermiinuse

propeptiidist aminoterminaalse propeptiidini (Ben Amor et al., 2011).

Klassikaline Osteogenesis Imperfecta

¥ i
) Edres lus massiza
Ostenzenasis Imperfacta Osteogenssis Imperfacta
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Joonis 2. Mutatsioonid tiilip I prokollagenis pdhjustavad erinevaid kliinilisi fenotiiiipe.
Mutatsioonid mis mojutavad alfa ahelate heeliksi regiooni ja C propeptiidi domeeni on tavaliselt
Ol pohjustajaks. Molekulaarsed defektid N propeptiidide 10ikesaidis pohjustavad suure
luumassiga OI. Kuusnurgad esindavad suhkrumolekule mis on seotud hiidroksiileeritud liisiini
jadkidega. OH hiidroksiiiil grupp mis seotud Pro voi Lys jadkidega. (Forlino ja Marini 2016,
modifitseeritud joonis)
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1.5.1. Kollageeni I biosiintees

Kollageen tiiiip I siinteesitakse kareda pinnaga endoplasmaatiline retiikulum (rER) prokollageeni
heterotrimeerina (Joonis 3). Kollageeni kolmikheeliks Gly-X-Y aminohappeline jirjestus on
Gliitsiini (Gly) ja Proliini (Pro) jadkide rikas. rER ribosoomide mRNA-st transleeritakse
preprokollageen, mille N ja C terminaalsete otstes on signaal propeptiidid, mis eemaldatakse
signaal peptidaaside poolt, kui preprokollageen siseneb rER luumenisse (Boedtker ef al., 1983;
Cundy, 2012).

Moodustunud prokollageen 14bib Pro ja Liisiini(Lys) aminohapete jadkide hiidroksiilatsiooni. Pro
modifitseeritakse propiiiil-4 hiidroksiilaasi ja propiiiil-3 hiidroksiilaasi abil hiidroksiiproliiniks ja
Y positsioonil olev Lys hiidroksiileeritakse liisiililhiidroksiilaas-1-ga hiidroksiiliisiiniks.
Spetsiifilistele hiidroksiiliisiinidele lisatakse hiidroksiitil gliikostiiiltransferaasi ka hiidroksiiiil
galaktostiiiltransferaasi abil gliikkoos ja galaktoos (Prockop ja Kivirikko 1995, Gelse 2003; Cundy,
2012; Currey, 2012). Hiuidroksiilatsioon on vajalik rakusisese ristsidemete stabiilse struktuuri
loomiseks, vastutades luukoe tugevuse eest.

Pérast neid modifikatsioone transporditakse prokollageeni molekulid Golgi kompleksi, kus need
pakitakse vesiikulitesse ja sekreteeritakse rakust (Joonis 3). Pidrast sekreteerimist
mittekollageensed propeptiidid eemaldatakse prokollageen peptitaaside poolt. Toéodeldud
kollageeni molekulid assotsieeruvad iildiselt paralleelselt jirk-jarguliselt, pohjustades lindi
taoliste fibrillide tekkimise, mis on ndhtavad ka elektronmikroskoobiga. Post-translatsioonilised
modifikatsioonid ja teiste maatriksi elementide sidumine nagu nditeks leutsiini-rikkad
proteoglilkaanid (PG) mdjutavad oluliselt seda protsessi. Kollageeni fibrilli formeerumist
stabiliseerib liisiililoksidaaside ja kollageenide vaheliste ristsidemete teke. (Prockop ja Kivirikko
1995)

Kodige sagedamini toimuvad muutused kollageeni struktuuris kui toimub gliitsiini vahetus mone
suurema aminohappe vastu, mis omakorda hdirib kollageeni voltimise protsessi. Asendus
véljendub ebanormaalse inhibeeritud voltumisega kollageeni moodustumises. Ebanormaalne
kollageen toimib negatiiv-dominantselt héirides tiilip I kollageeni heeliksi kokkupanekut,

norgestades sellega ekstratsellulaarset maatriksit (Van Dijk ef al., 2014, Harrington ef al., 2014).
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Joonis 3. Kollageen tiilip I biosiintees. Pérast translatsiooni, pro alfa 1 ahelad ja pro alfa 2 ahelad
toodeldakse karedapinnalises endoplasmaatilises retiikulumis (rER). Voltimise protsessi jooksul
viiakse ldbi post-translatsioonilisi modfikatsioone ldbi spetsiifiliste valkude. Geenid mis on
seotud posttranslatsioonilise modifikatsiooniga ja on ndidatud OI pdhjustajatena on antud pildil
dra toodud. Pidrast prokollageen tiilip I transporti Golgi kompleksi ja sellele jargnevat
eksotsiitoosi ekstratsellulaarsesse maatriksisse, C ja N-propeptiidide ldikamise tulemusena
saadaksegi kollageen tiilip 1. Jargnevalt ristsidemed kollageen tiilip I molekulide vahel, viib
fibrillide tekkeni. Mitmed kollageen tiitip I fibrillid moodustavad kollageeni kiu, mis on
luukoostises ddrmiselt vajalik (Van Dijk et al., 2014, modifitseeritud joonis).
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1.5.2. Kollageeni struktuursed domeenid

Kollageeni fibril koosnen kahest domeenist, esimene korraldab rakk-kollageen interaktsioone,
teine vastutab sruktuursete iilesannete eest. Raku interaktsiooni domeenis seovad kollageen tiiiip 1
rakuga molekulid nagu integriinid, PG-d, diskoidiini domeeni retseptorid, molekulid mis
ulatuvad raku pinnale ja ekstratsellulaarsesse maatriksisse, nagu fibronektiin ja SPARC (eritatud
valk, happeline ja tsiisteiini rikas). Integriinide sidumine on iiks rakk-kollageeni olulisemaid
elemente. Intergriinide a1p1, o2B1ja ol 1B1 retseptorid seovad kollageen tiiiip 1. (Sweeney et al.,
2008)

Integriine siduvaid saite on kollageenis 10, iiks oluliseim neist on GFPGER (Gly-Phe-Hyp-Gly-
Glu-Arg) mis omab Kkriitilist rolli integriinide sidumisel. Integriinid on heterodimeersed
retseptorid mis asuvad raku pinnal ja seovad ekstratsellulaarses maatriksis olevaid molekule
maéngides olulist rolli koe morfogeneesis, maatriksi kokkupanekul ja raku signaalides. GFPGER
jarjestus seob alPl, a2Pl, allpl integriine, toetab angiogeneesi, endoteelset aktivatsiooni,
osteoblastide diferentseerumist ja raku adhesiooni. GFPGER jérjestus paikneb suurima PG-dest
vabas tsooni keskmes ja GFPGER jirjestuses on leitud védga vahe mutatsioone. (Sweeney et al.,
2008)

Ligand-siduvad saitide jaotus kollageen tiiiip I on jargmine N terminaalses osas MLBR1 (80-200)
ja tilejadnud on kaks C terminaalses osas MLBR2 (680-830) ka MLBR3 (920-helikaalse regiooni
16puni). Enamik ligande siduvaid saite asub kollageeni ahela C terminaalses osas. Ol-le
iseloomulikumad tagajérjed on tingitud pigem muutustest kollageeni volitmisel ja stabiilsusel,
kui ligand-fibrill interaktsioonidel. Kollageeni heeliksi voltimine toimub C terminaalsest otsast N
suunas, mutatsioonid C terminuses poolses otsas mojutavad kollageeni modifitseermist ja kokku
panekut mojusamalt, pShjustades tdsisemaid tagajargi (Byers et al., 1992). Ent sellele on leitud
ka erandeid alfa 2 ahelas langevad OI letaalsed mutatsioonid kokku proteogliikkaanide PG-fibrill
interaktsioonidega. (Marini et al., 2007)

Maatriksi interkatsiooni domeen koosneb fibrilli ristseondumise regioonidest ja struktuursete
valkude sidumiskohtadest, “vahe” regioonides on seondumissaidid hiidroksiiapatiidile. Antud

domeeni iilesanne on kontrollida koe mineraliseerumist (Sweeney et al., 2008).
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1.5.3. Kollageeni mutatsiooni mehhanismid

Kaks peamist klassi mutatsioone kollageen tiilip I on seotud OI-ga. Esimene klass mutatsioone on
kvantitatiivsed haplopuudulikkusele viivad mutatsioonid, mis avalduvad tavaliselt kergema Ol
tiitip I vormina (Byers 2000). Haplopuudulikkus on tavaliselt nonsenss v0i raamnihke
mutatsiooni tagajarg, mille tulemusel on ithes COL1A1l kodeerivas ahelas enneaegne
terminatsiooni koodon, mis initseerib mMRNA lagunemise (Byers 2002, Marini ja Blissett 2013).
Moned splaiss-saidi mutatsioonid ja C-propeptiidi mutatsioonid COL1A1 geenis vdivad samuti
viia haplopuudulikkusele (van Dijk et al., 2012). Splaiss-saidi mutatsiooni tagajarg on kriiptiline
splaiss-sait, mis seisneb eksoni vilja loikamises voi introni kaasamises. Nende mutatsioonide
tulemuseks on kvantitatiivne defekt kollageeni tiilip I-s, mille tulemusel siinteesitud valk on
normaalse struktuuriga, aga mutatsiooni tottu siinteesitakse ainult pool normaalsest valgu
kogusest. Ulejisinud osa eksratsellulaarsest maatriksist koosneb struktuurilt korrektsetest
kollageeni fibrillidest, kus ahelatelt siintees toimub hédirumata pro-al ja pro-a2 ahelatelt.
Vihenenud kollageeni fibrillide arv ekstratsellulaarses maatriksis, pohjustab selle struktuuri
muutumist ja terviklikkuse vahenemist.

Teine Kklass mutatsioone seisneb jarjestuse ebakorrapdrasustes, mis viivad struktuursete
mutatsioonideni kollageen tiitip I, pdhjustades OI tiiiipe II-1V. Need sisaldavad spiraalseid
gliitsiini mutatsioone, mis on koige tavaparasem OI mutatsioonitiiiip. Sellise mutatsiooni puhul
asendatakse gliitsiini Gly-X-Y jérjestuses teise aminohappega, Selle tulemuseks on kahjustatud
kollageen. Sellised mutatsioonid kahjustavad kolmikheeliksi teket, stabiilsust ja interaktsioone
ekstratsellulaarse maatriksiga. Multimeeride struktuuri hdirimiseks piisab vihestest mutantsetest
monomeeridest pro-al ja pro-o2 ahelates (Joonis 4). Gliitsiini mutatsioonid kollageen tiiiip 1
pohjustavad dominantset negatiivset efekti (Ben Amor et al, 2011).

Enamik Pohja-Ameerikas ja Euroopas esinevatest OI tiitip II-1V vormidest on tingitud
heterrosiigootsete geenide COL1A1/2 mutasioonidest, tdpsemalt gliitsiini asendustest. OI tiiiip II-
IV pdhjustajaks on 80% juhtudest gliitsiini asendused, sest gliitsiini asendused héirivad heeliksi
korrapérast volitimist, mis viib translatsiooni jargse timbermodifitseerimiseni (Marini et al.,

2007, Raghunath et al., 1994)
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(a) COL1A1 geen COL1A2 geen

HIHEE e oo

(b) metsiktiitp «1(l) ahel metsiktiiiip «2(l) ahel mutantne «1(l) ahel

Joonis 4. Skemaatiline esitus COL1A1/2 geenidest (a) promootor(kollane), TATA-
jarjestus(sinine) 52 eksonit ja intronit (roheline) polii a signaali ala (roosa) 3'UTR transleerimata
region (untranslated region UTR)(roheline joon) (b) Tiiip I kollageeni kolmikheeliks koosneb
kahest alfa 1 ja tihest alfa 2 ahelast. Kolmikheeliksi formeerumine ja stabiilsus sdltub G-X-Y
aminohapete kordustest ahelates (G-gliitsiin, X tihti proliin ja Y-hiidroksiiproliin). Gliitsiini
asendus mis pildil on vélja toodud punase kuusnurgaga, hairib heeliksi formeerimist ja stabiilsust
ning on ilmselt ka Ol tekke aluseks. (Millington-Ward 2005 modifitseeritud joonis)

Gliitsiin, mis on vdikseim aminohape, peab olema kolmandal positsioonil, et tagada korrektne
ahela voltimine. Vilja vahetatuna liikkkub kolmikheeliksi paljundamine edasi, toimub lisa post-
translatsiooniline modifitseerimine ja moningaid seotud trimeere ei eritata kunagi. Gliitsiinid
(Gly) on darmiselt vajalikud kolmik heeliksi formeerimiseks. Gly asendus keset kolmikheeliksit
teise aminohappega ei voimalda Gly NH grupil luua ahelatvahelist vesiniksidet naaberahela CO-
grupiga, héirides heeliksi teket ja selle stabiilsust (Engel ja Prockop 1991, Engel ja Bachinger
2005, Marini et al., 2007 Harrington et al., 2014).
X ja'Y positsioonid Gly-X-Y ahelas on hdivatud erinevate aminohapete poolt ja varieeruvad iile
kolmikheeliksi. Uurimused on nididanud, et kollageeni kolmikheeliksit stabiliseerivad 4-
hiidrokstiproliin (4-Hyp) ja arginiin (Arg) Y positsioonis, aga ka proliin (Pro) X positsioonis
(Engel ja Bachinger 2005, Brodsky et al., 2008, Shoulders ja Raines 2009). Stabiilsus on
omakorda védga vajalik prokollageeni korrektseks voltimiseks. Néiteks Y positsioonis paikneva
Pro puudlik hiidrokiilatsioon 4-Hyp-iks kollageen proliin 4-hiidroksiilaasi poolt askorbiinhape
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puudumisel vilistab normaalse prokollageeni siinteesi ja voltumise (Gorres ja Raines 2010,
Myllyharju 2008).

1/3 Gly asendustest pro-al ahelas ja 1/5 Gly asendustest pro-o2 on letaalsed, kui vahetus toimub
mittepolaarse vOi laetud aminohappe vastu (Glu, Arg, Asp, Val) (Marini et al., 2007). Ol
raskusaste on vastavalt vahetuse teinud aminohappele jargnev - Ala < Ser < Cys < Arg < Val <
Glu < Asp (Beck et al, 2000). Mida suurem aminohape Gly vilja vahetab seda
ebakorrapdrasemaks muutuvad kollageeni fibrillid, selle tulemusena on ka luud ndrgemad.
Letaalsed Gly mutatsioonid paiknevad pr oal MLBR2 ja MLBR3 saitides (Makareeva et al.,
2008). Pro-02 ahelas asuvad letaalse tagajirjega asendused protegliikaane siduvates saitides. On
tdheldatud ka seda, et sarnase positsioonil toimunud Gly vahetus voib omada erinevat tagajarge
naiteks p.Gly1088Glu pdhjustas Ol tiitip I ja p.Gly1088Ala letaalset O tiitip Il (Xia et al., 2014)
Harvemini esinevad mutatsioonid on splaiss-saidi muudatused, insertsioonid, deletsioonid ja
duplikatsioonid, mis viivad raamisiseste muutusteni (Van Dijk et al., 2012). Sairased
heterosiigootsed mutatsioonid héirivad tiitip [ kollageeni poliipeptiididel kolmikheeliksi
formeerumist, mille tulemuseks on pro kollageen tiilip I iletodttlemine posttranslatsioonilise
modifikatsiooni teostavate valkude poolt ning tagajérjeks on ebanormaalsne kollageen tiitip 1.
COL1A1 geeni deletsiooni tulemuseks on haplopuudlikuus ja véljendub see OI tiitip I kujul.
Multiekson deletsioonid COL1AL positsioonidel 23 kuni 25 (Barsh et al., 1985; Chu et al., 1985)
ja 39 kuni 39 kuni 48 (Bodian et al.,.,2009) ning COL1A2 positsioonidel 34 kuni 40 (Willing et
al.,1988) on ndidatud pohjustavat OI tiitip II. Kollageeni splaiss-saidi mutatsiooni tulemuseks on
eksonite vahele jdtmine, introni kaasalugemine, introni voi eksoni kriiptilise splaiss-saidi

aktivatsioon, mille tagajérjeks on kergemat sorti OI vormid. (Marini et al., 2007)

1.6. Ol geneetiline diagnostika

Ol-d iseloomustab suur ja lai valik erinevaid hiireid, nt luumurrud, DI ja kuulmiskadu on vaid
jaamade tipp, tdnaseks pdevaks on selge, et OI kujutab endast kliinilist kontiinumi perinataalselt
letaalsusest peaaegu puuduvate siimptomiteni. Patogeneetiline lahenemine OI-le on muutunud
uute haigust pohjustavate geenide tottu. Mutatsioonid koikides teistes hiljuti avastatud geenides

peale OI V tiiiibi pohjustavad retsessiivselt paritud OI-d.

Geneetiliselt testitakse COL1AL ja COL1A2 geene, kuna liigikaudu 85-90% OI juhtumitest on
seotud mutatsioonidega kollageeni geenides (Van Dijk et al., 2011).
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Indiviidil kellel kahtlustatakse Ol-d viiakse 14bi jargnevad protsessid:

1. COL1A1/2 sekveneerimine.

2. Kui haigust tekitavat mutatsiooni ei leita COL1A1/2 sekventsianaliiiisil, siis tuleb ldbi viia
deletsiooni/duplikatsiooni analiiiis.

3. Kui endiselt iihtegi pdhjustavat COL1A1/2 vormi vilja ei ilmu, siis tuleb uuesti iile
vaadata kliinilised andmed. Kindlate toendite puhul mis viitavad OI, moddukast kuni
raske faasini, tuleb jatkata analiiisidega non-COL1A1/2- seotud geneetiliste
ebakorrapdrasustega.

Kollageeni I sekveneerimine on laborites erinev, lihed kasutavad ekson haaval amplifikatsiooni
millele jargneb jada méddramine, teised multickson substraati. Kui digesti valideerida annavad
mdlemad sama eduka mutatsiooni tabamise tdendosuse. Splaisivariantide identifitseerimiseks
tuleb PCR reaktsioonil praimerite disainida nii et intron-ekson piir oleks kaugel, et analiitisil
saaks detekteerida mutatsioonid ka intronites (van Dijk et al., 2012).

Deletsioon ja duplikatsioonianaliiiis on testid, mis identifitseerivad genoomse DNA kodeerivatelt

ja kiilgnevatelt intronite regioonidelt deletsioone ning duplikatsioone sekventsianaliiiisidest.

1.7. Sangeri sekveneerimine

Didesoksii sekveneerimise meetod, mida tuntakse tdnapdeval Sangeri meetodina pohineb
Atkinsoni leiul, mis kirjeldas kuidas 2°,3"-dideoksiitiimidiin-5"-trifosfaat (ddTTP) suudab DNA
poliimeraasi aktiivsuse inhibeerida, kui see {iihineb deoksiiadeniiiil-timidiil happega (dT)
oligonukleotiidi pikendamisel, sest ddT pole 3 -hiidroksiiiil gruppi (Sanger 1977, Atkinson
1969). Meetod pohineb in vitro DNA siinteesil radioaktiivselt maérgistatud nukleotiidide ja
spetsiifiliste DNA-ahela terminaatornukleotiidide juuresolekul. Vilja tootamisest alates on
Sangeri sekveneerimise ehk ahela termineerimise metoodika olnud pdhilisemaid DNA
sekveneerimise meetodeid (leides laialdast kasutust tidnapdevalgi). Selle meetodiga on

sekveneeritud suurem osa erinevate liikide genoome, sealhulgas ka inimese oma.

1.7.1. Sangeri sekveneerimise toovoog

Sangeri meetod ehk ahela terminatsiooni meetod vajab iiheahelalist DNAd, DNA praimerit,
poliimeraasi, vastavaid desoksiiribonukleotiidtrifosfaate (dNTP) ja ahela terminaatoritena
kasutatakse enamasti 2°,3"-didesokstiribonukleosiidtrifosfaate ¢ ddNTP-sid, kus puudub 3,5'-

fosfodiestersideme moodustamiseks ja DNA poliimeraasi tooks hddavajalik nukleotiidi 3"-OH ots
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(selle asemel on H). Neli reaktsioonisegu sisaldavad kas 2°,3" -didesoksiitlimidiintrifosfaati
(ddTTP), 27,3 -didesokslitsiitidiin-5’-trifosfaati (ddCTP), 2’3" -didesoksiiadenosiin-5’-trifosfaati
(ddATP) voi 2°3" -didesoksiiguanosiin-5’-trifosfaati (ddGTP). DNA ahela siintees termineerub

vaid juhul, kui siinteesitavasse ahelasse liilitatakse didesoksiinukleotiid.

Esiteks liituvad DNA praimerid DNA maatriksmolekuliga spetsiifilise jarjestusega kohaga,
seejarel seondub sinna DNA poliimeraas. Edasine pdhimote seisneb algsele iiheahelalisele DNA
molekulile komplementaarse vastasahela siinteesis sel moel, et vastasahela siintees katkeks

juhuslikul hetkel, kuid kindlat tiitipi nukleotiidi (kas siis A, T, C vdi G) juures.

Kuivord reaktsioonisegudes on dXTP: ddXTP (kus X on iiks neljast N alusest) suhe 1:100,
pdhjustab see ahela terminatsiooni tdendosuse kindlas DNA punktis pérast vastavat nukleotiidi
suhtes 1/100. See fakt voimaldab saada uuritavast DNA-16igust suure parve erineva pikkusega
DNA-fragmente, sest DNA siinteesi terminatsioon vOib toimuda vordse tdendosusega igas
voimalikus DNA ahela punktis. Jargnevalt eraldatakse uuesti siinteesitud DNA ahel
matriitsahelast denaturatsioonil ja iiksikahelalised DNA fragmendid eraldatakse suuruse ja
terminaalse ddNTP jargi 3'-terminuses poliiakriitilamiidgeelektroforeesil (PAAG). Fragmendi
koht geelis detekteeriti algselt autoradiograafia meetodiga. Kui kasutada foreesil paralleelselt
nelja rada, igaiihel tihte reaktsioonisegu neljast, siis saadakse DNA fragmentide jéljendid

foreesigeelili redelina.

1.7.2. Sangeri sekveneerimine virviterminaatoriga

1986 aastal sai Leroy Hood koost6ds Applied Biosiistems-ga (ABI) hakkama esmakordselt DNA
automatiseeritud sekveneerimisega, mis oli virviterminaatoriga variant Sangeri sekveneerimisest
(Joonis 5). Selle meetodi puhul antakse igale neljast ddNTP-st oma védrv vodimaldades
sekveneerimist varasema nelja reaktsioonisegu asemel iithes. Kui DNA matriitsahel, mérgistuseta
primer, dNTP-d, neli fluorestseeruvalt varvitud ddNTP-d ja DNA poliimeraas on kokku segatud,
siis selle tulemusel saadakse erineva pikkusega fluorestseeruvaid DNA fragmente. Iga ddNTP
omab erinevat virvi, seega koik ddNTP-dega determineeritud fragmendid omavad 3’-otstes
kindlat véarvi. Naiteks, kui A on roheline ja peale mitut tsiikklit on DNA fragmendid, mis

fluorestseeruvad roheliselt, omavad ilmselt A-d kui termineerivat nukleotiidi.
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Joonis 5, Virvitud terminaatorpositsiooniga Sangeri sekveneerimine. Lithike oligonukleotiid mis
kéitub nagu praimer uute DNA ahelate siinteesil, mis on komplementaarsed matriitsahelaga. Neli
erinevat ddNTP-d (igaiiks markeeritud erineva fluorestsent virviga). Ahela elongatsioon 16peb
ddNTP lisamisega. Tekib segu erineva pikkusega DNA ahelatest, millele jérgneb erineva
suurusega ahelate eraldamine geel elektroforeesil. DNA sekvents dekodeeritakse saadud

nukleotiidide jéarjestuse varvimustri pohjal. (Fei 2014, modifitseeritud joonis)

Juhuslikult vabalt holjuvad nukleotiidid ja fluorestseeruvalt vérvitud terminaatornukleotiidid
garanteerivad, et iga uus silinteesitud DNA 151k on 10petatud erineva koha pealt. Sel viisil on
reaktsiooni tulem kogum fluorestseeruvaid DNA fragmente, mis erinevad pikkuses iiksteisest
ainult 1 nukleotiidi virra. See vOoimaldaberineva pikkusega ahelate eristamise geelil. [ga DNA
fragmendi labimisel detektorist geeli otsas, saab selle virvust salvestada, saadud varvimustrist

saab tuletada nukleotiidide jarjestuse DNA-s (Smith et al., 1986, Prober et al., 1987).

1.7.3. Kapillaar geelelektroforeesi meetodiga sekveneerimine

Jarjestikused arengud vahetasid geelplaadi elektroforeesi vélja kapillaar geelelektroforeesi vastu,
mis vOimaldab suurema elektrivdlja rakendamist eraldamiseks maatriksis. Selle arengu iiks
peamisi efekte oli see, et kiirenes oluliselt fragmentide eristamine (Cohen et al., 1988).
Kapillaarelektrofreesi voimsus kasvas kapillaaride massiivide tulekuga veelgi, sest see voimaldas
niitid proovide paralleelset analiiiisi (Huang et al, 1992). Lisaks neile saavutustele toimus
arenguid ka biokeemias, tootati vilja lineaarne poliiakriiiilamiid- (Ruiz-Martinez et al., 1993) ja
poliidimetiitilakriitilamiidgeel (Madabhushi 1998), mis vdimaldavad kapillaare kasutada mitme

tsiikli jooksul, suurendades sekveneerimise tohusust.
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Kommertsiaalselt tuli revolutsioon 1996. aastal avalikkusele tutvustatud ABI PRISM 310 genetic
analyser’ga, mis vahetaski vélja geeliplaadi kapillaarelektroforeesi vastu. Geeliplaadil tuli DNA
sekveneerimise produkte eralada kasutades poliiakriiiilamiid geeli, mida pidi manuaalselt
haldama ning oli seetdttu viga aja- ja tdomahukas. Kapillaarelektroforeesis DNA sekveneerimise
produktid sisenevad kapillaari  elektrokineetilise  siistiga. Liihidalt, sekveneerimise
reaktsioonipuhver lilkkkab kdrgpinge laenguga negatiivselt laetud fragmendid kapillaaridesse.
DNA sekveneerimise produktid eraldatakse laengu pdohiselt. Geelile laadimise asendamine
kapillarelektroforeesiga muutis t06voolu kiiremaks ja tdhusamaks. 1998. aasta tuli turule ABI
Prism 3700, millel oli 96 kapillaari, véimaldades 900000 aluspaari analiiiisi pdeva kohta. Sangeri
tehnoloogia voimaldas kahel teadusgrupil paralleelselt sekveneerida inimese genoom 2001-ndal
aastal (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001).

Sangeri sekveneerimine, kus saadud jirjestuse pikkus oli 1000 aluspaari kasutades
varviterminaatoreid, oli domineerivaks sekveneerimise tehnikaks, kuni tuli jirgmise

generatsiooni sekvneeimise tehnika (NGS) pealetung 2005. aastal.

Kuna otsisime Ol patsientidelt mutatsioone COL1A1 ja COL1A2 geenidest, kasutasime oma
uurimuses Sangeri sekveneerimise metoodikat. Sangeri meetodi eeliseks on meetodi tédpsus,
nimetatakse sekveneerimise “kuldseks standardiks”, see vdimaldab sekveneerida splaiss-saite,
mis on mitmete OI juhtumite pohjuseks. Kui sihtmérk regioone on vihem kui 100 ja on vdimalus
tulemusi suuremate sekveneerimisuurimustega korvutada on Sangeri meetod efektiivseim.

Sangeri sekveneerimise protsess lihele proovile kestab umbes 5 tundi ja maksab ainult mdned
dollarid.
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2.  PRAKTILINE OSA

2.1. Uuringu eesméirk

Uurimuse eesmirgiks oli COL1Al ja COL1A2 geenide mutatsiooni analiilis Sangeri
sekveneerimise meetodiga patsientidel, kellel eelnevalt oli Kkliiniselt Osteogenesis Imperfecta
diagnoos kinnitatud.

Uuringu etappid:

1.Perekondades OI haigusndhtude ajaloo fiilogeneetiline analiitis.

2.Haiguse kandjate fenotiitipide kirjeldus.

3.0I-d pohjustavate mutatsioonide tuvastamine COL1A1 ja COL1A2 geenides.

2.2. Materjal ja metoodika

Uurimus viidi libi kooskdlas Helsingi deklaratsiooniga ja sai heaks kiidu Hue Ulikooli haigla
eetikakomisjoni poolt (heakskiit Nr. 75/CN-BVYD) ja Tartu Ulikooli inimuuringute
eetikakomitee poolt (luba Ne 221/M-34). Uurimus viidi 1ibi Biomeedikumis Tartu Ulikoolis.

2.2.1. Materjal ja patsientide valik

Osteogenesis Imperfecta patsiendid geneetiliseks analiiiisiks olid valitud Tartu Ulikooli
Traumatoloogia ja Ortopeedia Kliiniku Ol andmebaasis, kus oli kokku kogutud bioloogiline
materjal, fiillogeneetiline ja fenotiiiibiline info OI patsientidelt umbes 100 perekonnast Eesti ja
Vietnami populatsioonidest.

Uurimuse jaoks andmebaasist olid valitud 26 Eesti péritolu ja 91 Vietnami paritoluga patsienti.
Patsientidelt voi nende legaalsetelt esindajatelt voeti enne uuringuid kirjalik ndusolek uurimuses
osalemiseks. Dr. Katre Maasalu ja Dr. Binh Ho Duy kontakteerusid patsientidega, et ldbi viia
intervjuu, kliiniline tilevaatus ja koguda vereproove patsientidelt ja nende suglastelt. K&ik
patsientid olid Klassifitseeritud vastavalt Sillence klassifikatsioonile.  Perekondade

fiillogeneetilised puud olid koostatud ja OI parandumismuster perekondades oli tuvastatud.
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2.2.2. Proovide kogumine ja DNA eraldamine

Genoomne DNA eraldati EDTA-s sdilitatud verest, vastavalt korge soolsusega sadestus meetodile
ja sdilitati -80 °C ning analiiiisiti Biomeedikumis, Tartu Ulikool.

DNA verest eraldamise protokoll on toodud lisas (Lisa 4).

2.2.3. DNA amplifitseerimine poliimeraasi ahelreaktsiooniga

DNA proovid amplifitseeriti kasutades poliimeraasi ahelreaktsiooni (PCR) kus 25 spetsiaalselt
disainitud praimeri paari katsid 5’UTR, 3’UTR regioonid ja COL1A1 51 eksonit ning 36 praimeri
paariga kaeti COL1A2 geenis 5’UTR, 3’UTR regioonid and 52 eksonit. PCR reaktsioon viidi 1abi
20 pl 16ppkogusega, millesse kuulusid 4 pul 5x HOT FIREPol® Blend Master Mix Ready to Load
with 7.5 mM MgCI; (Solis BioDyne, Eesti), 1 ul nii forvard kui reverse praimerit (5 pmol) ja 1 pl
gDNA (50 ng). PCR reaktsioon viidi 1dbi a Thermal Cycler (Applied Biosystems, USA) PCR
masinaga.

Tépne PCR programm, mida kasutati amplifikatsiooni reaktsioonil, on toodud lisas (Lisa 5).

2.2.4. Sangeri sekveneerimine ja bioinformaatiline analiiiis

Amplifitseeritud PCR produktid kanti 1,5% agaroosi geelile ja nende liitkuvust analiiiisiti
geelelektroforeesil. PCR produktid puhastati eksonukleaas | ja kreveti aluselise fosfataasiga
(Thermo Fisher Scientific, USA). Puhastatud PCR fragmentidega viidi 1dbi Sangeri
sekveneerimine kasutades BigDye® Terminator v3.1 tsiikkelsekveneerimise komplekti (Applied
Biosystems, USA) Reaktsioonid viidi ABI13730xI instrumendil.

Sekveneerimise tulemusi analiiiisiti Sequence Scanner v1.0 (Applied Biosystems) ja joondati
inimese  referents-genoomiga kohalikust refents-genoomi jirjestusest (LGR 1, LGR_2)>2.
Sekveneerimise analiilis ja mutatsioonide identifitseerimine viidi 1dbi Mutation Surveyor DNA
variant analysis software of Softgenetics (USA)®. Mutatsioonide patogeensuse analiiiisimist

voimaldas Alamut Visual software of Interactive Biosoftware (Prantusmaa).

2 http://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/Irgex/

3 http://www.softgenetics.com/
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Koik variandid vorreldi 1dbi ka Osteogenesis Imperfecta mutatsioonide andmebaasiga.
Patogeensust hinnati SIFT skooriga®.

2.3. Tulemused

2.3.1 Vietnami populatsioon

Uuringus osales 91 patsienti Vietnamist, kellel oli varasemalt Ol kliiniliselt identifitseeritud.
Vietnami valimis oli 91 patsiendist kollageen tiitip I mutatsioone 54 inimesel (59,34%), tilejdanud
37 patsiendil oli OI tingitud héiretest muudes geenides. Kokku leiti 54 inimeselt 56 kollageeni
geenide mutatsiooni (Lisa 3). Mutatsioonide jaotus geenides oli jargmine, COL1A1-s esines
mutatsioone (34/91; 37,36%) ja COL1A2 puhul (22/91; 24,17%) (Joonis 6.).

Vietnami Ol populatsioon

m Kollageeni
mutatsioonita

m COL1A1

W COL1A2

Joonis 6. Kollageen | mutatsioonid Vietnami populatsioonis

Mutatsioonide tiiiibid jaotusid jargnevalt: 34 mutatsiooni COL1A1 geenis (missenssmutatsioone-
23 (nendest 17 oli Gly asendused), nonsenssmutatsioone 4, splaissingusaidimuatsioone 7) ja 22
COL1A2 geenis (missenssmutatsioone 21 (nendest 19 Gly asendused), spalisssaidimutatsioone 1)
(Joonis 7). Missensmutatsioonid tingisid enamasti raskemad OI tiitibid III —IV Vietnami

populatsioonis.

4 http://sift.bii.a-star.edu.sq/
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Joonis 7. Mutatsioonimehhanismid Vietnami populatsioonis

Vietnamlaste valimis moodustasid valdava enamuse héireid missenssmutatsioonid 74% (23
COL1A1l ja 21 COL1A2), vdahem esines splaissingusaidimutatsioone 14 % (7 COL1Al ja 1
COL1A2), nonsenssmutatsioone 7% (4 COL1A1). Uusi kollageeni mutatsioone leiti Vietnami
valimist (COL1Al 17/34 50% ning COL1A2 10/22; 45,45%). Vietnamlaste valimis oli Gly
mutatsioonide esinemise sagedus kdrge 36/56 moodustades 64,28% mutatsioonidest.

2.3.2 Eesti populatsioon

Eestlaste valimis oli 26 patsiendil 23(88,46%) OI tingitud mutatsioonist kollageeni geenis ja
kolme patsiendi puhul oli OI tingitud mdne teise geeni hdirumisest (LISA 2.). Koige sagedasem
oli eesti populatsioonis muutus COL1A1 geenis (18/26; 69,23%), vihem esines muutusi COL1A2
(5/26; 19,23%) (Joonis 8). Muutused COL1A2 geenis omasid ka tdsisemat viljundit fenotiiiibis,
pohjustades enamikul juhtudel OI tiitip III. Kokku oli Eesti populatsioonis 23 Ol patsiendil 25
mutatsiooni kollageeni geenides.

Eestlaste populatsioonis leiti COL1A1 geenis 18 mutatsiooni (missenss- 5, splaissingusaidi- 9

nonsenss- 4) ja COL1A2 geenis 7 mutatsiooni (splaissingusaidi- 3, missenss- 3 ja deletsioone- 1).

31



Eesti Ol populatsioon

m Kollageeni
mutatsioonita

mCOL1A1

m COL1A2

Joonis 8. Kollageen | mutatsioonid Eesti Ol populatsioonis

Eestlaste seas oli sagedaseim héire splaissingusaidimutatsioon, mis esines kokku 12 korral (9
COL1A1 ja 3 COL1A2) (48%). Nonsenss- ja missenssmutatsioone oli eestlaste valimis vastavalt
5 (5 COL1Al) ja 7 juhtu (4 COL1Al ja 3 COL1A2), nende korval esines ka iiks raamnihke-
deletsioon (joonis 9).

Mutatsiooni tuitibid EST

10
9
8
7
6
5 B COLIAI
4
3 mCOL1IA2
2
: | B
0

missenss  mutatsioonid  nonsenss deletsioon

splaiss-saidis

Joonis 9. Mutatsioonimehhanismid Eesti Ol patsientides

Antud uurimuse kdigus leiti ka palju uusi mutatsioone eestlaste valimis. 25 mutatsioonist 12
(COL1A1 10/18 55,56% ning COL1A2 2/7; 28,57%) olid seni kirjeldamata.

Gly mutatsioone, mis teatavasti on liks peamisi pohjuseid OI tekkimisel, oli eestlaste valimis 5/25
(COL1A1 2 ja COL1A2 3) moodustades 20% mutatsioonidest.
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3. Arutelu

Meie uurimuses viidi 1dbi mutatsioonianaliiiis 117 inimesele (91 Vietnamist ja 26 Eestist), kellel
oli varasemalt Osteogenesis Imperfecta (Ol) Kliiniliselt diagnoositud. Vietnami patsientidest 33-I
esines kokku 34 mutatsiooni COL1AL geenis ja 22-1 patsiendil kokku 23 mutatsiooni COL1A2
geenis. Eesti patsientidest 17-1 oli 17 mutasiooni COL1A1 geenis ja 5-1 patsiendil 6 mutatsiooni
COL1A2 geenis ning tiihel indiviidil olid mutatsioonid mdlemas geenis. Kdik analiiiisitud
mutatsioonid olid véga patogeense iseloomuga paiknedes korgelt konserveerunud genoomi

piirkondades (SIFT skooriga enamasti 0.0 ja harva ka 0.1).

3.1. COL1A1/2 mutatsioonide tasemete varieerumine

Varasemate uurimuste pohjal on teada, et ligi 90% juhtudest on OI pdhjuseks mutatsiooni
ilmnemine COL1A1/2 geenides. (Pollitt et al., 2006, Shaker et al., 2015) Aasia populatsioonides
COL1A1/2 mutatsioonidega Ol patsientide osakaal aga varieerub suuresti 51% kuni 96%-ni (Lee
et al., 2005, Zhang et al., 2012, Lin et al., 2015, Stephen et al., 2014). Varasemate uuringute
tulemuste varieerumine voib sdltuda valimi suurusest ja uuritud populatsioonist. Meie uurimuses
saadud tulemus nditab, et Vietnami valim omas heterogeenset mutatsioonimustrit, kus 59,34%
patsiendidel on OI tingitud muutustest kollageen tliip I geenides, mis sattub Aasia OI
populatsioonide mutatsioonide osakaalu alampiirile ja viitab mittekollageensete Ol mutatsioonide
levikule.

Kollageeni geenide mutatsioonist tingitud OI tase oli Eesti OI populatsioonis vdga korge
(88,46%). Pohja-Euroopa Ol populatsioonide uuringud on raporteerinud Kkollageeni |
mutatsioonide osakaalu 80-90% (Lindahl et al., 2015, Hartikka et al., 2004). Need tulemused
nditavad seda, et PGhja-Euroopas, sealhulgas Eestis on OI tingitud enamasti kollageeni tiilip I

hiirumisest.

3.2. COL1A1/2 mutatsioonide tiiiibid

Vietnami populatsioonis oli kdige sagedasem OI pohjustaja missenssmutatsioon, mida esines 44
korral. 36 korral 44-st oli missenssmutatsioon seotud Gly asendusega. Eesti Ol populatsioonis on
koige sagedasem haiguse tekke pohjus mutatsioonid splaissaitides, mis pdjustasid 25
mutatsioonist Eesti Ol populatsioonis 12. Vietnamis populatsioonis enamiku mutatsioone

tekitanud missenssmutatsiooni mehhanism oli Eesti populatsioonis sageduselt teisel kohal Ol
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tekitajana (7 juhtumiga, millest 5 olid pdhjustatud Gly asendustest). Vietnami OI populatsioonis
olid splaiss-saidi mutatsioonid OI pdhjustajana teisel kohal pohjustades 8 patsiendil OI. Mdlemas
populatsioonis on nonsenssmutatsioonid OI pohjustajana  kolmandal kohal. Vaatama
populatsioonide suuruste erinevusele on mutatsioonide arvud tipris sarnaned (4-VIE vs 5 EST)
(Joonis 10). Erinevate mutatsioonitiilipide tingitud fenotiilibid olid pehmemad Eesti
populatsioonis, kus OI kdige kergemat OI tiilip I vormi esines pooltel OI patsientidest (48
%).Vietnami populatsioonis olid erinevate fenotiiiipide esinemissagedused tipris sarnased (koik
Ol vorme (1, 1L, IV) oli iile 30%), kdige rohkem esines Ol tiilip IV 36%.

Meie andmed on kooskolas varem publitseeritud uuringute tulemustega, kus Aasia
populatsioonides on rohkem missenssmutatsioone tingivaid Gly asendusi (70-80%), ning PSdhja-
Euroopa populatsioonides suurim osa mutatsioone on splaissaitide mutatsioonid (Stephen et al.,
2014, Marini et al., 2007).

Kollageeni mutatsioonid EST ja VIE Ol
populatsioonides
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Joonis 10. Eesti ja Vietnami Ol patsientides esinenud mutatsiooni mehhanismide vordlus

Samuti leidsime, et kdige sagedamini esines vietnamlaste valimis Gly asendus Seriini (Ser) vastu
63,9% (23/36), vihem oli asendusi valiini 11,1%(4/36) ning tsiisteiini ja asparagiinhappe vastu,
molemat 8,3% (3/36). Marini et al., on tdheldanud, et kdige raskemad OI fenotiiiiblised tagajarjed
olid tingitud Gly vahetustest valiini, asparagiinhappe ja arginiini vastu. Uhtlasi moodustavad just

need aminohapped 2/3 Gly asendustest (Marini et al., 2007). Kooskdlas meie poolt 1dbi viidud
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uurimusele Vietnami populatsioonis, leidus teistes Aasia populatsioonides sarnaseid mustreid,
nditeks Hiina OI patsientide uurimuses moodustasid enamiku (72%) Gly asendustest seriini vastu
(Zhang et al., 2012) ja Taivani Ol patsientidel 40% asendustest asparagiinhappe vastu (Lin et al.,
2015).

Eesti Ol valimis oli kokku 12 splaiss-saidi mutatsiooni, millest % asusid COL1A1 geenis ning pea
pooltel kordadest pohjustasid Ol tiiiip I, mis on sarnane Marini et al., (2007) uurimuses leitule,
kus ta kirjeldas, et iile poolte splaiss-saidi mutatsioonide tagajarjeks on OI tiitip I. Nonsenss- ja
splaiss-saidi mutatsioonid on modlemad haplopuudulikkuse tekitajad, mille tagajirjeks on

kollageen tiitip I kvantitatiivne hdire (Marini et al., 2014).

3.3. Sama mutatsiooni juhuslik tekke mittesugulastel patsientidel

Vietnami valimis oli Ol patsientidel VN013012, VN344012, VN403012 ja VN493012 COL1A1
37 eksonis koigil sama mutatsiooni ¢.2461G>A (p.Gly821Ser) ning patsiendid omasid kliiniliselt
sarnaseid omadusi OI tiip I ja IV. Varasemad uurimused aga Kkirjeldavad c.2461G>A
mutatsiooniga patsiente vdga erinevate kliiniliste omadustega. Vietnami valimis oli kahel
perekonnal VN883012 ja VN 893012 sarnane mutatsioon COL1A1 geeni 30 eksonis ¢.2005G>A
(p.Ala669Thr), mis tingis mdlemal OI tiitip IV. Sarnaseid mutatsioone omavaid, suguluses
mitteolevaid juhtumeid, on ka varem kirjeldatud, néiteks Lee et al., uurimuses, kus 5 patsienti
kandsid ¢.982G>A (p.Gly328Ser) COL1A2 geenis (Lee et al.,, 2005). Antud mutatsioonid
paiknesid geenide mutatsiooni “kuumades” regioonides. Mutatsioonide seos kergete
fenotiiiipidega viitab vihem konserveerunud geeni alale, mis taluvad kergemini muutumist.

Eesti valimis oli kolmel patsiendil (34012, 123012, 204012) mutatsioon COL1A2 18 intronis
€.937-3C>T mis mdjutas splaissaiti, varasemates uurimustes on seda kasitletud kui patogeenset
mutatsiooni. Kahel perekonnal Eesti valimist 214012 ja 224012 omasid COL1A1 geenis 46
eksonis nonsens mutatsiooni, mis tingisid vastavalt OI tiilip IV ja 1. Varasemalt on teada, et
nonsenss mutatsioon on haplopuudulikkuse tekke pdhjuseks, tuues kaas enneaegse terminatsiooni

koodoni tekke ja sellega mMRNA lagunemise initsieerimise (Marini ja Blissett 2013)

3.4. Topelt mutatsioonid

Meie uurimuses olid nii Vietnami kui Eesti valimites molemas 2 isikut, kellel analiiiis leidis 2

mutatsiooni. Vietnami populatsioonis oli patsiendil VN013012 Kliiniliselt identifitseeritud Ol
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titip I. Geneetiline analiiis leidis aga kaks mutatsiooni COL1A1 geenis ekson 37-ndas
€.2461G>A (p.Gly821Ser) ja ekson 30-ndas ¢.2005G>A (p.Ala669Thr). Huvitav on siinjuures
see, et sarnaseid mutatsioone omasid meie vietnamlaste valimis suguluses mitteolevad patsiendid.
Patsient VN474012 oli kaks mutatsiooni COL1A2 geenis eksonis 46, ¢.3034G>GA
(p.Gly1012Ser) ja eksonis 41, ¢.2569C>CA (p.Pro857Thr). Topelt mutatsioone on Ol seotud
kirjanduses iildjuhul presenteeritud vdhe, niiteks Takagi et al., raporteeris juhusest, kus viga
tosise OI tiitip II-111 oli patsiendil, kellel esines kaks Gly vahetusega mutatsiooni COL1A2 geeni
samas alleelis (p.Gly208Glu and p.Gly235Asp) (Takagi et al., 2015). Meie uurimuses oli
Vietnami valimis molemal patsiendil Gly mutatsioon COL1A1 geenis, mille tottu VN474012
omas IV tiiiipi OI ja VNO13012 I tiitipi OL.

Eestlaste valimis oli patsiendil 34012 mutatsioon nii COL1Al geenis 26-ndas eksonis
€.1897G>GT (nonsenss) kui ka COL1A2 18-ndas intronis ¢.937-3C>T (splaiss-saidi mutatsioon).
Kliiniliselt oli patsiendile diagnoositud OI tiiiip IV. Teisel patsiendil Eesti valimist 204012 oli
mdlemad  mutatsioonid  COL1A2  geenis  23-ndas  eksonis  ¢.1268 1269delGT
(raamnihe/deletsioon) ja 18-ndas intronis ¢.937-3C>T. Kliiniliselt oli patsient Ol tiiiip I kandja.
Huvitav antud leidude juures Eesti populatsioonis on see, et mdlemad topelt mutatsioone omanud

isikud omasid kumbki iiht sarnast mutatsiooni omamata sugulust.

3.5. Uued mutatsioonid

Meie uurimusest vietnamlastelt leitud 56 mutatsioonist 27 (17 COL1A1 ja 10 COL1A2) olid
varasemalt Dalgleishi Ol mutatsioonide andmebaasis Kirjeldamata. Uute leitud mutatsiooni
variantide protsent (48%) on korgem kui mitmes muus Aasias 1dbi viidud uurimuses (Stephen et
al., 2014, Lin et al., 2015, Yang et al.,, 2011) ja sarnaselt Taivani (Lin et al., 2015) Ol
populatsiooni uurimusega on leitud, et kollageen I hdirumisega otseselt mitteseotud retsessiivset
OI vormi pohjustavate mutatsioonide protsent on molemas valimis suhteliselt sarnane (40%
Vietnam vs 49% Taivan). See nditab meile seda, et aasialaste puhul on Ol epidemioloogia
mitmekiilgsem ja fenotiilip-genotiilip korrelatsioonid Aasia OI populatsioonis vajavad
pohjalikumat uurimist. Eestlaste valimis oli 25 mutatsioonist 12 (52%) varem kirjeldamata, ent
nditeks soomlaste 2004 aastal ldbiviidud uurimusele olid 49 mutatsioonist 41 (84%) uued.
(Hartikka et al., 2004).
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3.6. Mutatsioonide nn “kuumad kohad”

Mutatsiooni “kuumad” kohad ehk kohad kollageeni ahelas kus esines Ol-d pdhjustavaid

mutatsioone kodige rohkem oli vietnamlaste valimis COL1A1 geenis intron 1, eksonites 8, 14-15,
17-18, 30, 33/34, 37 ja COL1A2 geenis eksonid 17-18, 37, 40-41, 43.

Eestlaste valimis olid mutatsiooni “kuumad” kohad COL1A1 geenis eksonites 26 ja 45-46 ning
COL1AZ2 geenis 18-ndas intronis.

Eestlaste valimis olid mutatsiooni “kuumad kohad” COL1Al geenis eksonites 26 ja 45-46,
COL1A2 geenis 18 intronis.

Antud mutatsioonide kuumad kohad on seotud jargmiste saitidega COL1AL ja COL1A2 geenides.

Kohre maatriksi oligomeerse valgu siduv sait (cartilage oligomeric matrix protein
COMP) paikneb MLBR sees ja on ligande siduv sait (Rosenberg et al., 1998). COMP on
kohre iseloomustav marker, seda esineb suurtes kogustes fibrootiliste armide ja siisteemse
skleroosi korral (Halper ja Kjaer 2014)

HSP 47(heat shock protein 47) HSP47 on SERPINH1 geenilt kodeeritud prokollageeni
tSaperon, mille peamine eesmérk on véltida liiga varast kollageeni voltimist (Ishida and
Nagata, 2011) Kollageen I suutmatus HSP47 tsaperone siduda voib 16ppeda prokollageeni
enneaegse voltimise ja raske Ol-ga.

ENDO 180 — kollageeni siduv faktor, Endo180 on oluline komponent kollageen-raku
vahelisel interaktsioonil ja edendab fibroplast-kollageen adhesiooni (Engelholm et al.,
2003)

alBl/a2B1 integriine siduv sait. Integriinid on peamised raku retseptorid valgu
ekstratsellulaarses maatriksis, koosnedes transmembraansestest alamiihikutest a ja 3, mis
on tihendatud mittekovalentse sidemega. «lPl funktsioonide hulka kuuluvad:
fibroplastide proliferatsioon, kollageeni siinteesi regulatsioon ja MMP ekspressioon. 0231
integriin funktsiooniks.

SPARC-iga (eritatud valk, happeline ja tsiisteiini rikas) raku interaktsiooni domeen.
Defektne SPARC voib pdhjustada probleeme Ca?* sidumisel kollageeniga (Yiu et al.,
2001).

Diskoidiin domeeni retseptor 2- (DDR-2). DDR2 toimib kui ekstratsellulaarse maatriksi
sensor, mis kontrollib raku proliferatsiooni (Labrador et al., 2001)

Fibronektiin on integriine siduv gliikoporotiin kollageeni ekstratsellulaarne maatriksis

(Fedarko 2014). Fibronektiin siduvate saitide kaotus voib mojutada fibrillide ristsidemete
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loomist (Kadler et al.,., 2008).Fibronektiin seondub kollageenile ja ka teistele maatriks

valkudele ning v3ib mojutada osteoblastide diferentseerumist(Salasznyk et al., 2004)
Muutused eelmainitud saitides toovad endaga kaasa, kollageeni valesti modifitseerimise, héireid
kollageenide vaheliste ristsidemetega fibrillide loomisel, rakk-ligand suhete hairumise. Nendest

héiretest tuleneb omakorda erineva astmega luude haprus.

3.7. Uuringu piirangud

Mutatsioonide hotspotid antud katses asuvad regioonides, mis vdimaldavad aminohapete
vahetusi, mille tulemuseks on teistsugune valk, ent organism suudab vaatamata sellele ellu jaada.
Mutatsiooni hotspotide vahele jadvad alad aga vodivad olla seotud regioonidega millede
funktsioon vdib olla otsustav ja selle muutmisel voivad olla letaalsed tagajarjed. (Marini et al.,
2007, Sweeney et al., 2008)

Antud uurimuses tuleb arvestada ka sellega et Sangeri meetodi tipsus on 99,9% lubades
identifitseerida splaisssaite, raamnihke, missens ja nonsense mutatsioone COL1A1/2 geenides,
ent esinevad ka teatud piirangud. Sangeri sekveneerimine ei suuda identifitseerida kogu geeni voi
eksoni duplikatsiooni voi deletsiooni, seetdttu voivad COL1A1/2 esinenud mutatsioonide arv
jédda alahinnatuks

Teiseks suuremaks piiranguna tuleb arvestada, et kollageeni pdhjustatud mutatsioonid erinevad
Osteogenesis Imperfecta uurimustes, sageli on pohjuseks erinev valimi suurus, samas ei saa
tdiesti vilistada, et erinevalt Eesti valimist, kus antud uurimuse pdhjal voib viita, et kollageenist
tingitud OI on koige sagedasem vorm, voibki vietnami populatsioon heterogeensem antud

haiguse suhtes.
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KOKKUVOTE

Osteogenesis Imperfecta(Ol), mida tuntakse ka kui habraste luude haigus tingib patsientidel
sagedased luumurrud, skeleti deformatsioone ja silma sarvkesta vérvi muutuse. Siimptomite
nimekirja kuuluvad veel ka vihenenud luude mass(osteoporoos voi osteopeenia), Dentinogenesis
Imperfecta(DI), kasvupeetus, kuulmiskadu, liigeste 16tvus, ning voib esineda ka skolioosi. Ol st
tulenevad fenotiilibid on individuaalsed, erinedes sageli sama mutatsiooni kandjate vahel ning
isegi sama perekonna sees. Véga heterogeense haigusena esineb vorme perinataalselt letaalsusest
kuni kerge osteopeeniani.

Ol-d pohjustavad teadaolevalt 19 erinevat geeni, sealhulgas ligikaudu 90% juhtudest on OI tekke
pOhjus mutatsioon kollageeni I al ja o2 ahelates (COL1Al, COL1A2 geenid). Ol
esinemissagedust on kajastatud erinevalt, ent {ildine esinemissagedus arvatakse jadama 1/10000-
20000.

Kéesoleva to0 eesmérgiks oli 1dbi viia Sangeri sekveneerimine 91 Ol patsiendile Vietnamist ning
26 Ol patsiendile Eestist ja tuvastada OIl-d pohjustavaid mutatsioone COL1Al ja COL1A2
geenides.

Vietnami populatsioonis oli 54 patsiendil Ol tingitud mutatsioonidest COL1A1/2 geenides, mis
moodustab 59,3% kdist juhtudest. Kdige sagedasem mutatsioonide tekkemehhanism oli gliitsiini
missenss mutatsioonid mis antud populatsioonis pohjustas 79% mutatsioonidest, pdhjustades
enamasti Ol tiitip III-1V. Eesti populatsioonis oli 26-st Ol patsiendist 23 puhul haigus tingitud
mutatsioonidest COL1A1/2 geenides. Kdige sagedasem mutatsioonide tekkemehhanism Eesti Ol
populatsioonis oli splaiss-saitide muteerumine, mille tagajirgedeks on enamasti OI tiiiip I.
Téahelepanuvédrne oli ka fakt, et Vietnami populatsioonis oli kollageen tiiiip I hdirumisest tingitud
OI 59% OI patsientidest, Eesti populatsioonis aga 88% OI patsientides, siit voib jireldada, et
Vietnami populatsioonis on OI tekke pohjused heterogeensemad kui Eesti populatsioonis. Antud
uurimuses tuleb arvestada ka Sangeri sekveneerimise isedrasuste ja erinevate populatsioonide
suurustega. Jargmises sammuks antud uurimuse juures oleks 1abi viia eksoomianaliiiis kollageen

tiitip I suhtes negatiivsete Ol patsientide puhul, et leida mutatsioone teistes geenides.
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SUMMARY

Osteogenesis Imperfecta (Ol) is a genetic disorder characterized by bones that break easily, often
from little or no apparent cause. Previously, the disorder was thought to be an autosomal
dominant bone dysplasia caused by defects in type I collagen, but in the past 10 years discoveries
of novel (mainly recessive) causative genes have lent support to a predominantly collagen-related
pathophysiology and have contributed to an improved understanding of normal bone

development.

Defects in proteins with very different functions, ranging from structural to enzymatic and from
intracellular transport to chaperones, have been described in patients with Osteogenesis
Imperfecta. The characteristic features of Ol vary greatly from person to person, even among
people with the same type of Ol, and even within the same family. The classic symptoms are blue
sclera, multiple bone fractures and early hearing loss. Because type | collagen is also found in
ligaments, persons with Ol often have loose joints (hypermobility) and flat feet. Some types of Ol

also lead to the development of poor teeth.

The overall prevalence of Ol is estimated to be 1 per 10,000-20,000 live births. Four types of
osteogenesis imperfecta were originally described by Sillence in 1979, and are now used broadly

as the Sillence Criteria.

In 85-90% of cases, the gene mutation occurs in the region where the exon and intron splice sites
are sequenced. All current mutations for type 1 collagen and their associated phenotypes can be

found in the Human Type 1 Collagen Mutation Database.

The gene sequence coding for the triple-helix domain has a repeating motif of (Gly-X-Y),, where
X is commonly hydroxyproline and Y is commonly hydroxylysine. Glycine, being the smallest of
all amino acids, fits into the core of the superhelix when the chains wind around each other;
therefore, glycine plays an important role in the superhelix formation.

There is not a perfect correlation between genotype and phenotype, but a few observations have
been made. First, generally speaking mutations in the COL1A1 gene will tend to be more severe
than a mutation in the COL1A2 gene, likely due to the fact that that two alpha 1 chains and only
one alpha 2 chain are required to make the procollagen | heterotrimer.

40



Collagen gene mutations are divided into two types — quantitative and qualitative defects. In the
case of quantitative defect, haploinsufficiency (caused by frameshift, nonsense, and splice-site
mutations) takes place. Collagen structure is normal but there is a lack of collagen in bone matrix.
Mild Ol is usually caused by quantitative collagen defects, whereas severe Ol is caused by
qualitative collagen defects.

In our study we analysed 91 Vietnamese ja 26 Estonian Ol patients for mutations in COL1A1/2
genes. After sequencing the COL1A1/2 genes, we found 56 mutations in 54 Ol patients. Main
mutation mechanism was missense mutation that occurred 44 times, out of those 44 mutations 36
were Gly substitutions. Missensmutations led mostly to severe Ol types IlI-IV in Vietnamese
population. In among Estonian population we found 25 mutations in COL1A1/2 genes in 23

patients, half of those mutations were splice site mutations giving a rise to mildest type of Ol.

It must be taken into consideration, that the percentage of collagenous mutations in Osteogenesis
Imperfecta varies from study to study due to very different sample sizes of the studies. However,
we cannot exclude probability, that Vietnamese population indeed has decreased rates of
collagenous Ol mutations and unique Ol mutational profile with higher level of rare non-

collagenous mutations compared to other populations.
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LISAD

Lisa 1. Ol geneetiline klassifikatsioon

Ol Taup Kliinilised omadused | Paritavus | Defektne geen/valk
ollageenil pohinevad Ol vormid
I Normaalne kasv, vaheldane voi puuduv deformsus, sinine silma kdvakest, kuulmi AD COL1A1/kollageen | (alfal)

skadu 50% perekondades. Alamtiilip A-l on normaalsed hambad, alamtiilp B-l on
dentinogenesis imperfecta(Dl)

Il Perinataalselt letaalne, minimaalne kolju mineralisatsioon,toruluude
deformatsioonid, kokkusurutud reieluud

AD/Mosaikism

COL1A1/kollageen | (alfal)

1 Progressiivselt luid deformeeriv, tavaliselt siindimisel deformatsioonid m&ddukad.
Kovakest ldheb vanusega heledamaks. DI on tavaline, nagu ka lihike kasv ja
kuulmiskadu

AD

COL1A1/kollageen I(alfa 1) voi
COL1A2/kollageen I(alfa2)

v Kerge kuni méddukas luude deformatsioon, lihike kasvu varieerumine, ménigates
peredes kuulmiskadu. Valge voi sinine silma kdvakest. Alamtiiip A-l on
normamaalsed hambad, alamtttp B-l on DI

AD/Mosaikism

COL1A1/kollageen I(alfa 1) voi
COL1A2/kollageen I(alfa2)

Kollageeniga mitte seotud Ol tilbid

Mineralisatsiooni defektid

Vv Fenotidbiliselt sarnane Ol titp lv, iseloomuliku histoloogiaga. AD IFITM5/BRIL
Retsessiivne Ol

Vi Diagnoos pohineb unikaalsetel histoloogilistel omadustel Kalasoomuste sarnane AR SERPINF1/PEDF

ilming: Korgendatud alkaliin fosfataasi aktiivsus
Defektid kollageen propiiil 3-hiidroksiilatsiooni kompleksi komponentides

Vil TOsine voi isegi letaalne luude diispalaasia, sarnane tilpidele Il ja lll. Pea AR CRTAP
mbermaoot vdike, silma kdvakest sinine voi valge, lihenenud jasemed

Vil TOsine voi isegi letaalne luude dispalaasia, sarnane tidpidele Il ja lll, IGheneud AR LEPRE/P3H1
jasemed, silma kdvakest valge, pea imbermdot vaike

IX Moddukast tdsise luude diisplaasia sarnane Ol Il ja IV, valge kdvakest AR PPIB/CyPB
Defektid kollageenid chaperonides ja foldaasides

X [Gsine luude displaasia, sinime kévakest, makrotsefaalia, DI, Gldine hiipotoonia AR SERPINH/Hsp47




XI

Deformeeriv diisplaasia ja kiifoskolioos(mdlemad progressiivsed). Hallikad-valged
kévakestad. Normaalne kuulmine, Coxa vara, Haprad luud. Mutatsioonid FKBP10
pdOhjustavad ka | tlitipi Bruck stindroomi.

AR

FKBP10/FKBP65

Defektid kollageeni tootlemisel

Xl

Mooddukast tésiseni. DI puudub, Gldine hiipotoonia ja luude deformatsioon,
liigeste hiperliikuvus, véimalik toruluude kaardumine, haprad luud, valge kdvakest

AR

BMP1/mTLD

Defektid osteoblastide diferentseerumisel

Klassifitseerim
ata tldbid

Mooddukas kuu diisplaasia: Normaalne kuulmine ja kdvakest, haprad luud,
mikrognaatia, DI puudub, kerge skolioos, tildine osteoporoos

AR

SP7/Osterix

Mooddukast tsiseni, progressivselt deformeeriv. Sinakas kdvakest monedel
patsientidel, toruluude kaardumine, skolioos, selgroo murrud, haprad luud, Gldine
demineralisatsioon hdirumine, osteopeenia, lihaste hiipotoonia

AR/AD

WNT!

Mooddukas luude displaasia. Kergelt sinakas-hallid kévakestad, tldine
osteopeenia, 6hukesed ribid, moned indiviidi lGhikest kasvu, haprad luud

AR

TMEM38/TRIC-B

Tésine. Ohukesied ribid, mitmed murrud juba siinnieelselt ja paranemine
deformatsioonidega, kaardus reie- ja d0levarreluud

AR

CREBL1/0ASIS
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Lisa 2. COL1A1/2 mutatsioonid Eesti Ol patsientides (sinine taust — uus mutatsioon)

Patsient ID | Geen Mutatsiooni positsioon | Ekson Mutatsiooni efekt | Valk Ol tiilip
1 13012 | COL1A2 | c. 1630G>GT Exon 28 | Missense p.Gly544Cys I
2 24012 | COL1A1 | c.1821+1G>A Intron 26 | Splice site - I
3 34012 COL1A1 | c.1897G>GT Exon 26 | Nonsense p.Glu633* v
COL1A2 | c.937-3C>T Intron 18 | Splice site - \Y
4 44012 | COL1A1 | c.750+2T>TA Intron 10 | Splice site - v
5 54012 | COL1A1 | c.1821+1G>GA Intron 26 | Splice site -
6 83012 | COL1A1 | c.3217G>GA Exon 45 | Missense SIFT 0.0 p.Gly1073Ser [
7 94012 | COL1A1 | c.1155+2T>TG Intron 17 | Splice site -
8 104012 | COL1A1 | c.1128delT Exon 17 | Nonsense p.Gly377Alafs*164 | |
9 114012 | COL1A1 | ¢c.3235G>GA Exon 45 | Missense, SIFT O p.Gly1l079Ser
10 123012 | COL1A2 | c.937-3C>T Intron 18 | Splice site - Il
11 134012 | COL1A1 | c.2089C>TC Exon 31 | Nonsense p.Arg697* \
12 153012 | COL1A2 | c.1009G>GA Exon 19 | Missense p.Gly337Ser Il
13 164012 | COL1A2 | c.2324G>GA Exon 38 | Missense p.Gly775Glu [
14 174012 | COL1A1 | c.3045+1G>A, Intron 42 | Splice site - v
15 184012 | COL1A1 | c.505G>GA Exon 6 Missense SIFT 0.22 | p.Glul69Lys
16 193012 | COL1A1 | c.299-1G>C Intron 3 | Splice site - v
COL1A2 | c.1268_1269delGT, het | Exon 23 | Deletion, Frameshift | p.Arg423Argfs*11
17 204012 I
COL1A2 | c.937-3C>T Intron 18 | Splice site =
18 214012 | COL1A1 | c.3262G>GT Exon 46 | Nonsense p.Gly1088* v
19 224012 | COL1A1 | c.3262G>GT Exon 46 | Nonsense p.Gly1088*




20 243012 | COL1A1 | 1767+5G>GA Intron 25 | Splice site - v
21 253012 | COL1A1 | c.1354-2A>AG Intron 20 | Splice site -

22 263012 | COL1A1 | c.3223G>GA Exon 45 | Missense SIFT 0.0 p.Alal075Thr 1]
23 274012 | COL1A1 | c.3208-1G>GA Intron 44 | Splice site - I

Lisa 3. COL1A1/2 mutatsioonid Vietnami Ol patsientides (sinine taust — uus mutatsioon)

Patsient ID | Geen Mu?at'smom Ekson Mutatsiooniefekt | Valk Ol tiiiip
positsioon
COL1AI |c.2461G>GA | Exon 37 g/'(')ssense’ SIFT 1 5 Glys21ser
1. VNO013012 - |
COL1A1 |c.2005G>GA | Exon 30 (I;/Illsasense, SIFT 1 1 Ala669Thr,
2. VN024012 | COL1A1 |c.1200+1G>GT |Intron 18 | Splice site - |
.1072del

3. VN053012 | COL1A1 f\eto delc, Exon 17 | Frameshift p.Glu358Lysfs*26 1]}

4. VNO093012 | COL1A2 |c.3305G>GT Exon 49 | Missense p.Gly1102>Val |
Missense

5. VN133012 | COL1A1 |c.4391T>C Exon 52 p.Leul464Pro |
SIFT 0.01,

6. VN184012 | COL1A1 |c.103+2T>TC Intron 1 | Splice site - \%

4352dupA Nonsense
7. |VN214012 |cor1A1 |© UPR 1 Exon 52 . 0.Asp1451Glufs*100 | IV
het. Frameshift

8. VN233012 | COL1A2 |c.2261G>GT Exon 37 Missense p.Gly754Val |

9. VN253012 | COL1A2 |c.1072G>GT Exon 37 | Missense p.Gly358Ser 1

10. |VN263012 |COLIAI |c.3226G>GA | Exon 45 g/'(')ssense’ SIFT 1 5 Gly10765er IV

11. |VN294012 |COL1A2 |c.1630G>GA Exon 28 | Missense p.Gly544Ser Y
Mi SIFT

12. |VN344012 |COLIAI |c2461G>GA |Exon37 | g’sense’ 0.Gly821Ser, IV

13. |VN383012 |COL1A1 |c.959G>GA Exon 15 | Missense SIFT 0.0 | p.Gly320Asp 1\
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14. |VN393012 |COL1A1 |c.630delG, het | Exon 8 Frameshift p.Glu210Aspfs*3 [}
Missense,

15. |VN403012 |COL1A1 |c.2461G>GA Exon 37 p.Gly821Ser Y,
SIFT 0.0
Missense,

16. |VN413012 |COL1A1 |c.1102G>GA Exon 17 p.Gly368Ser Y,
SIFT 0.0

17. |VN454012 | COL1A2 |c.1090G>GA Exon 21 | Missense p.Gly364Ser 1l

¢.3034G>GA Exon 46 | Missense p.Gly1012Ser
18. |VN474012 | COL1A2 v
c.2569C>CA Exon 41 | Missense p.Pro857Thr

19. |VN484012 |COL1A2 |c.1451G>GA Exon 25 | Missense p.Gly484Glu Y,
Missense,

20. |VN493012 |COL1A1 |c.2461G>GA Exon 37 p.Gly821Ser v
SIFT 0.0

21. [VN504012 |COL1A1 |c.932G>GT Exon 14 | Missense SIFT 0.0 | p.Gly311Val 1

22. |VN513012 |COL1A1 |c.949G>GA Exon 14 | Missense SIFT 0.0 | p.Gly317Ser \Y)
Frameshift

23. |VN524012 |COL1A1 |c.2523delT, Exon 37 N p.Gly842Alafs*266 ||

onsense

24. | VN564012 |COL1A2 |c.1729G>GA Exon 30 | Missense p.Gly577Ser 1

25. |VN584012 | COL1A1 |c.2236-2A>AG |Intron 32 | Splice site - |

26. [VN604012 |COL1A2 |c.1009G>GA Exon 19 | Missense p.Gly337Ser Y]

27. |VN624012 |COL1A2 |c.1378G>GA Exon 24 | Missense p.Gly460Ser Y

28. | VN643012 |COL1A2 |c.1964G>GT Exon 32 | Missense p.Gly655Val Y

29. [VN653012 |COL1A2 |c.1981G>GC Exon 33 | Missense p.Gly661Ser 1

30. |VN664012 | COL1A1 |c.2596G>AG Exon 38 | Missense SIFT 0.0 | p.Gly866Ser 1

Exon .

31. |VN684012 |COL1A1 |c.2299G>GA 33/34 Missense SIFT 0.0 | p.Gly767Ser |

32. |VN693012 |COL1A2 |c.874G>GA Exon 17 | Missense p.Gly292Ser 1

33. |VN704012 |COL1A1 |c.2281G>GA Exon Missense SIFT 0.0 | p.Gly761Ser 1\
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33/34

34, |VN713012 |COL1A1 |c.1002+2T>C |Intron 15 |Splice site - \Y)
35. |VN723012 |COL1A1 |c.1165G>GT Exon 18 | Missense SIFT 0.0 | p.Gly389Cys |
36. |VN764012 |COL1A1 |c.1165G>GA Exon 18 | Missense SIFT 0.0 | p.Gly389Ser 1
37. |VN784012 |COLIAI |c.3766G>GA | Exon 49 OM(')szs‘fense SIFT | 5 Ala1256Thr |
38. |VN814012 |COL1A2 |c.982G>GA Exon 19 | Missense p.Gly328Ser 1
39. |VN823012 |COL1A2 |c.2503G>GA Exon 40 | Missense p.Gly835Ser Il
40. [VN833012 |COL1A2 |c.792+1G>GA |Exon 16 | Splice site - 1l
41. | VN843012 |COL1A2 |c.2791G>GA Exon 43 | Missense p.Gly931Arg Y
42. | VN854012 |COL1A2 |c.838G>GT Exon 17 | Missense p.Gly280Cys Y,
43. | VN863012 | COL1A1 |c.977G>AG Exon 15 | Missense SIFT 0.0 | p.Gly326Asp |
44, | VN874012 | COL1A2 |c.2791G>GA Exon 43 | Missense p.Gly931Arg Y
Missense
45. | VN883012 |COL1A1 |c.2005G>GA p.Ala669Thr v
Exon 30 |[SIFTO0.13
Missense
46. |VN893012 | COL1A1 |c.2005G>GA p.Ala669Thr v
Exon 30 |[SIFTO0.13
47. |VN913012 |COL1A1 |c.1299+1G>C |Intron 19 | Splice site - \Y)
Exon .
48. [VN924012 | COL1A1 |c.2299G>GA 33/34 Missense SIFT 0.0 | p.Gly767Ser 1
49. |VN954012 | COL1A1 |c.590G>GA Exon 8 Missense SIFT 0.0 | p.Gly197Asp |
50. [VN964012 |COL1A2 |c.892G>GT Exon 18 | Missense p.Gly298Cys 1
51. |VN974012 | COL1A2 |c.2538G>GT Exon 40 | Missense p.Lys846Asp |
52. |VN994012 |COL1A1 |c.103+2T>TC |Intron1 |Splice site - |
53. |VN1043012 | COL1A1 |c.3369+1G>GC | Intron 46 | Splice site - |
54. | VN1063012 | COL1A1 |c.1350G>GC Exon 20 | Missense SIFT 0.0 | p.Glu450Asp 1
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Lisa 4. DNA eraldamine verest protokoll

— Valati veri 50 ml tuubi. Kui veri oli kiilmunud lasti sel sulada toatemperatuurini 18-25°C.

— Lisati liiisipuhver A kuni 15 ml. Raputati tuubi hoolega ja jieti see jadle 30 minutiks.

— Tsentrifuugiti 4700 RPM 15 minutit +4°C.

— Ettevaatlikult kallati dra supernatant ja lisati Liilisi puhver A 20 ml. Segati hoolega.

— Tsentrifuugiti 4700 RPM juures 15 minutit +4°C

— Eemaldati supernatant ettevaatlikult. Lisati 3 ml TKM1 puhvrit ja sega vortexiga.

— Lisati 250 ul Triton-X(25%) ja segati vorteksiga.

— Jéeti lile6o -20 °C

— Sulatati segu aeglaselt toatemperatuuril.

— Tsentrifuugiti 4700 RPM 15 minutit +4 °C juures.

— Ettevaatlikult kallati dra supernatant, lisati 4 ml TKM2, segati vorteksiga ja lisati 200 pl
10% SDS. Segati pohjalikult vorteksiga.

— Asetati tuubid veevanni +56 °C juures 20 minutiks.

— Lisati kiirelt 1 ml 5M NaCl. Segati koheselt vorteksiga 30 sekundit.

— Tsentrifuugiti 4700 RPM 15 minutit +4 °C juures.

— Valati supernatant uude 50 ml tuubi. Vilditi sademe kaasa valamist. Visati tuub koos
sademega minema. Lisati isopropanool (hoia 4 °C) kuni 15 ml. Segati ornalt, kuni DNA
niidi ilmumiseni. See piiiiti kinni Pasteuri pipetiga.

— Pesti DNA 1ml 70% etanooliga. Jéeti see Shu kitte kuivama (2-3 minutiks).

— Voeti 1,5 ml tuub, mérgista need ja lisa neisse 500 pl TE puhver. Pandi DNA tuubidesse,
et see seal lahustuks.

— Eemaldati Pasteuri pipetid kui DNA oli eemaldatud.

— Asetati tuubid termaalblokki 37°C 10 minutit.

— Jdeti DNA proovid iiledo +4°C

— Moddeti Nanodropiga proovide kontsentratsioon.

— Siilitati DNA proovid -20°C v6i1 -80°C(pikemaks séilitamiseks).
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Lisa 5. PCR programm amplifikatsiooni reaktsioonil

1=95,0°; 15:00 min
2=95,0°; 0:25 min
3=64,0°; 0:30 min
4=72.0°; 0:40 min
5=mine 2 etappi, 4 korda
6=95.0°; 0:25 min
7=62.0°; 0:30 min
8=72.0°; 0:40 min
9=mine 6 etappi, 30 korda
10=72.0°; 5:00 min
11=6.0° igavesti
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1.1 reprodutseerimiseks siilitamise ja tildsusele kéttesaadavaks tegemise eesmargil, sealhulgas
digitaalarhiivi DSpace-is lisamise eesmargil kuni autoridiguse kehtivuse tdhtaja 16ppemisent;

1.2 iildsusele kittesaadavaks tegemiseks Tartu Ulikooli veebikeskkonna kaudu, sealhulgas
digitaalarhiivi DSpace’i kaudu kuni autoridiguse kehtivuse tihtaja ldppemiseni.

2. olen teadlik, et punktis 1 nimetatud digused jddvad alles ka autorile.

3. Kkinnitan, et lihtlitsentsi andmisega ei rikuta teiste isikute intellektuaalomandi ega
isikuandmete kaitse seadusest tulenevaid digusi.
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