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INFOLEHT

ATP7B geen: mutatsioonispekter Eesti Geenivaramu kohordis

Wilsoni tdbi on autosoom-retsessiivne haigus, mida pdhjustab defekt ATP7B geenis. Haigus
on varakult alustatud raviga téiesti kontrollitav, kuid ravimata jatmisel voib tulemus olla
elukvaliteeti oluliselt halvendav voi letaalne. Samas on seniseid (ldisi levimusandmeid
arvestades pOhjust arvata, et Wilsoni t6bi on ka Eestis pigem aladiagnoositud. Antud t66
pohieesmarkideks oli tuvastada Eesti rahvastikku esindava Eesti Geenivaramu biopanga
kohordi andmete pohjal vdimalikud patogeensed ATP7B geeni variandid ning vdimalusel
méaarata hinnanguliselt, kas Geenivaramu fenotlubiandmestik on rakendatav Wilsoni tdve
uurimiseks Eestis. T60 tulemusena Kklassifitseeriti potentsiaalsed patogeensed ATP7B
geenivariandid Geenivaramu kohordis ja fenotulbi andmete alusel defineeriti esmane
minimaalne valim edasisteks uuringuteks.

Mairksdnad: Wilsoni tobi, vase ainevahetushdire, geneetiline tagasiside
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ATP7B gene: mutation spectrum in the Estonian Biobank cohort

Wilson’s disease is an autosomal recessive disorder which is caused by a defect in the ATP7B
gene. The disease is completely manageable with correctly timed treatment; however, without
treatment the consequences may be severely detrimental to one’s quality of life or even lethal.
Additionally, general prevalence data so far strongly suggest that Wilson’s disease could be
underdiagnosed in Estonia. The main objectives of this thesis were to identify the potential
pathogenic ATP7B gene variants based on the data from the Biobank of the Estonian Genome
Center, which is representative of the Estonian population, and, if possible, to determine
whether the Genome Center’s phenotype data set is applicable in order to study Wilson’s
disease in Estonia. As a result of the study, potential pathogenic gene variants of ATP7B in the
Estonian Biobank cohort were selected and classified, and a preliminary minimal cohort for
further studies was defined based on phenotype data.

Keywords: Wilson’s disease, copper metabolism disorder, reporting genetic findings
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KASUTATUD LUHENDID

ACMG Ameerika Uhendriikide Meditsiinigeneetika Kolleegium, American College of
Medical Genetics

ATP7A vase transporter-ATPaas alfa, ATPase Copper Transporting Alpha
ATP7B vase transporter-ATPaas beeta, ATPase Copper Transporting Beta
ATOX1 antioksiidant 1 vase Saperon, antioxidant 1 copper chaperone
CTR1 korge afiinsusega vase transporter 1, high affinity copper transporter 1

*uus nimetus SLC31A1 — perckond 31 alamperekond A soluutkandurvalk 1

DMT1 divalentse metalli transporter 1, divalent metal transporter 1

*uus nimetus SLC11A42 — perekond 11 alamperekond A soluutkandurvalk 2

MLPA ligeerimis-sdltuvate proovide hulgiamplifitseerimine, multiplex ligand-

dependent probe amplification

MRT magnetresonantstomograafia, magnet resonance tomography
NAFLD mittealkohoolse rasvmaksa tobi, non-alcoholic fatty liver disease
NGS jargmise pdlvkonna sekveneerimine, next generation sequencing

OHS oktsipitaalsarve siindroom, occipital horn syndrome

PNPLA3 patatiinisarnane fosfolipaas 3, patatin like phospholipase domain

containing 3

REC suhteline iilekantav vask, relative exchangeable copper
ROS reaktiivsed hapnikuosakesed, reactive oxygen species

SNV iiksiku nukleotiidi variatsioon, single nucleotide variation
XIAP X-liiteline apoptoosi inhibiitor, X-linked inhibitor of apoptosis



SISSEJUHATUS

Wilsoni tBbi on monogeenne autosoom-retsessiivne haigus, mida pdhjustab defekt ATP7B
geenis. ATP7B geen kodeerib P-tlitpi ATPaasi, mis vastutab vase transpordi eest rakus (Bull
jt., 1993). Wilsoni tdbi jaguneb neuroloogiliseks ning hepaatiliseks vormiks, vastavalt on
esiplaanil kas neurodegeneratsioon v8i maksakahjustused (Lorincz, 2018). Kaukaasia paritolu
populatsioonides on sagedaseimaks haigusttekitavaks mutatsiooniks valgus aminohappe
asendusena avalduv muutus H1069Q, kuid Wilsoni tdbe késitledes tuleb silmas pidada tema

variantide suurt geograafilist varieeruvust (Wallace ja Dooley, 2020).

Wilsoni tdve genotulp-fenotlip seost on olnud raske madratleda, kuna haiguse varieeruv
penetrantsus ning mitmekesine Kkliiniline pilt teevad diagnoosimise keeruliseks. Koos
geneetiliste analulside vGimekuse kasvuga ning arvatava aladiagnoosimise tdttu on Wilsoni
tdve levimus viimastel aastatel hinnatud varasemast suuremaks, uus hinnanguline
esinemissagedus on umbes 1:7 000-8 000 (Gao jt., 2019) ning globaalne kandlus 1:90 (Kumar
jt., 2020). Wilsoni tdbi on véimalik raviga kontrolli alla saada, kuid ravimata jatmisel 16peb
haigus surmaga (Collet jt., 2018), mistdttu on oluline haiguse varajane avastamine. Pusib terav
vajadus tavapraktikas kasutamiseks vélja arendada spetsiifilisi Kkliinilisi teste ning haiguse

diagnoosi kuldstandardiks peetavaid geneetilisi analtitse (Guillaud jt., 2017).

Ké&esoleva t60 eesmargiks on koostada kaasajastatud eestikeelne kokkuvote Wilsoni tdbe
késitleva teaduskirjanduse pohjal, mis vdiks olla alusmaterjaliks seda haigust kasitleva
pilootprojekti planeerimisel, lisaks tuvastada Eesti rahvastikku esindava Eesti Geenivaramu
biopanga kohordi andmete pdhjal vOimalikud patogeensed ATP7B geeni variandid ning
vOimalusel mé&arata hinnanguliselt, kas Geenivaramu fenotiiibiandmestik on rakendatav

Wilsoni tdve uurimiseks Eestis.

Kéaesolev uurimus on labi viidud Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu meditsiinigenoomika ja
tagasiside toogrupi teadustoo raames vastavalt Tartu Ulikooli Inimuuringute eetika komitee

loale ,,Meditsiinilist sekkumist vajavate geenivariantide leidmine ja nende osas tagasiside

andmine® (258/T-22, 18.04.2016; 256/T-19, 19.12.2016 ja lisad).



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 WILSONI TOBI JA ATP7B GEEN

Wilsoni tove ehk hepatolentikulaarse degeneratsiooni pohjustajaks peetakse defektset ATP7B
geeni. Tegemist on autosoom-retsessiivse haigusega, mille globaalne levimus arvati olevat
Scheinbergi ja Sternliebi (1984) jargi pikka aega 1 : 30 000, kuid mis viimaste uurimuste alusel
on hinnatud palju kdrgemaks - pigem vahemikku 1:7 000 — 8 000 (Gao jt., 2018; Poujois jt.,
2018; Coffey jt., 2013). Globaalne haigusseoseliste variantide kandlus on viimastel aastatel

médratud kui 1:90 (Kumar jt., 2020).

Andmebaasi Ensembl jéirgi (vaadatud 29.07.2020) paikneb inimese ATP7B geen 13ql14.3
lookuses, tema kogupikkus genoomis on 80 kb. Geen sisaldab 20 intronit ning 21 kodeerivat
eksonit, millelt toodetakse 1465 aminohappest koosnevat P-tiilipi ATPaasi (Bull jt., 1993;
Petrukhin jt., 1993; Tanzi jt., 1993). Eksisteerib ka homoloogne ATPaas ATP7A, mille

funktsioon on samuti tihedalt seotud vase transpordiga organismis.

Enamik Wilsoni tbve haigetest on ATP7B geeni alternatiivsete variantide suhtes kas
liitheterosligoodid (neil asub geenis kaks erinevat retsessiivset alleeli) voi homosiigoodid
(Coffey jt., 2013). Wilsoni tove alleelidel on suur geograafiline varieeruvus. Sagedaseimad on
eksonis 14 paiknev H1069Q mutatsioon kaukaasia paritolu inimestel ning eksonis 8 kodeeritav
R778L mutatsioon Aasia regioonist pGlvnevatel inimestel (Wallace ja Dooley, 2020).
Patogeenseid mutatsioone on leitud kdigist ATP7B eksonitest peale 21. eksoni ning Euroopa
populatsioonide geneetilisteks sGlmpunktideks (ingl hotspot) vaiks Uhendkuningriigi naitel
olla eksonid 2, 8 ja 14 (Kirk, 2019).

Uurimistod kirjutamise ajaks oli leitud ATP7B geenis iile 1 000 erineva mutatsiooni Human
Gene Mutation Database (HGMD) Professional jirgi (vaadatud 19.07.2020). Kirjanduse
kohaselt on valdav enamus neist iiksiku nukleotiidi variatsiooni tiiiipi (ingl single nucleotide
variation, SNV) missenss- v0i nonsenssmutatsioonid (proportsionaalselt ligi 60%), sageduselt
jargnevad insertsioonid ja deletsioonid (26%) ning splaiss-saidi mutatsioonid (9%) (Kaler ja

Packman, 2013).

ATP7B valk siinteesitakse hepatotsiititide endoplasmaatilises retiikulumis ja viiakse sealt trans-



Golgi vorgustikku. GTEx (Genotype-Tissue Expression) andmebaasi (vaadatud 31.07.2020)
kohaselt on ATP7B geeni ekspressiooni leitud arvestataval méaéral ka niiteks testises, rasvkoes,

ajus, peensooles, emakas ja siiljenddrmetes.

Homoloogne ATP7A geen paikneb Ensembl andmebaasi jargi Xq21.1 lookuses. Tema
mutatsioonidest tingitud vase defitsiit pdhjustab haigusi nagu Menkese tdbi, oktsipitaalsarve
stindroom (ingl occipital horn syndrome, OHS) ja ATP7A-seoseline distaalne motoorne
neuropaatia. Neist sagedaseim on Menkese tobi, kuid ka seda loetakse haruldaseks haiguseks
(levimus on hinnatud 1:100 000-250 000 elussiinni kohta). Menkese tobi avaldub tavaliselt
lastel kahe kuni kolme kuu vanuselt ja enamasti nédrvisilisteemi stiimptomitega nagu
arengupeetus, krambihood ja hiipotoonia. ATP7A mutatsioonid OHS korral on erinevad
Menkese tovega seonduvatest, nende puhul sdilib ATP7A mdningane funktsioon ning seega on

OHS palju kergema fenotiilibiga kui Menkese tdbi (Lorincz, 2018).

ATP7B valk sisaldab fosfataasi domeeni (A-domeen), fosforulatsiooni domeeni (P-domeen),
nukleotiide siduvat domeeni (N-domeen) ja 8 transmembraansest ioonkanalist koosnevat M-
domeeni (Cater jt., 2004, 2007; Lenartowicz and Krzeptowski, 2010). Enamik patogeenseid
geneetilisi muutusi on leitud N- ja M- domeenidest, eriti presumptomaatilistel vdi hepaatilise
sumptomaatikaga patsientidel (Lee jt., 2011; Park jt., 2007). ATP7B domeenide struktuur on

naidatud joonisel 1.
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Joonis 1. ATP7B valgu domeenid ja nende paigutus rakus, Arioz jt. (2017) jargi. MBD — metal

binding domain (metalle siduv domeen), LL — leutsiini muster.

H1069Q mutatsioon tekib siis, kui N-domeeni SEHPL mustri histidiin asendatatakse
glutamiinhappega. Tulemuseks on valgu N-domeeni vale voltumine, P-domeeni ebaharilik
fosforllatsioon ja ligi poole vaiksem ATP sidumise voime. Lisaks on vahenenud ka ATP7B
termiline stabiilsus. N-domeenis oluline muutus on veel mutatsioon E1064A, mille tagajarjel
kaob taielikult valgu vdime siduda ATP-d ning sellest tulenevalt on haiguse fenottp ka raskem
(Morgan jt., 2004). Uuringud on néidanud, et nii homostigootse kui ka heterosiigootse H1069Q
mutatsiooniga patsientidel ilmnevad neuroloogilised stimptomid hiljem kui neil, kel see
mutatsioon puudub, ning et enneaegse stopp-koodoni téttu trunkeeritud valgud seostuvad
haiguse varajase hepaatilise vormiga (Stapelbroek jt., 2004; Lorincz, 2018). Teiste levinumate
patogeensete mutatsioonide hulgast vdib vélja tuua M875V (pdhjustab valgu stabiilsuse
vahenemist ja podrduvaid ATP7B lokalisatsiooni defekte) ja G875A (valk ja&b pidama
endoplasmaatilisse retiikulumi) mutatsioonid (Dmitriev jt., 2011).

1.2 WILSONI TOVE FENOTUUBI KUJUNEMINE

Kuigi genotiilip-fenotiilip seoseid on Wilsoni tdve puhul olnud keeruline tdestada, on siiski

leitud, et vdhemalt osaliselt sdilunud ATP7B vase sidumise vOime korral on tendents
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moddukama raskusega fenotiilibi poole. Kiill on aga kirjeldatud juhtusid, kus sama
mutatsiooniga indiviidide fenotiilibid oluliselt erinevad (Dmitriev jt., 2011) ning seda ka {ihe

pere liikkmete ja monosiigootsete kaksikute korral (Czlonkowska jt., 2009; Kegley jt., 2010).

1.2.1 Mojutajageenid

Potentsiaalselt voiksid Wilsoni tdve fenotiiiibi véljakujunemisel osaleda ka nn mdjutajageenid
(ingl modifier genes) (Poujois jt., 2018). Neist apolipoproteiin E geenil on leitud olevat
tugevaim seos Wilsoni tdvega. ApoE geenil on kolm peamist alleeli, millest sagedaseim on
ApoE alleel €3. ApoE on oluline lipiidide metabolismis ning tema alleelil €3 arvatakse olevat
neuroprotektiivne toime, samas kui €4 on seostatud erinevate neurodegeneratiivsete haigustega

ning muuhulgas Wilsoni tdve varajase avaldumisega (Chen jt., 2015).

Oletatavate mojutajageenide hulka vdivad veel kuuluda ka ATOX1 (Simon, 2008), XIAP
(Weiss jt., 2010), PNPLA3 ja DMT1 (Przybylkowski jt., 2014). Lisaks on Jayakanthan jt.
(2017) uuringus tdheldatud, et teatud ATP7B poliimorfismid on sagedasemad Alzheimeri
tovega patsientidel ning et ATP7B iileekspressiooni on vdimalik seostada kasvajate esinemisega.
Arvatakse, et lisaks eelmainitud geenidele voib kergemale fenotiilibile kaasa aidata veel ATP7B

mittetdielik penetrantsus (Poujois jt., 2018).

1.3 WILSONI TOVE PATOFUSIOLOOGIA

Vask on inimesele oluline mikroelement ning tal on téahtis roll normaalsetes fusioloogilistes
protsessides, néiteks neurotransmitterite sunteesil, mitokondriaalses hingamisahelas ja raua
metabolismis (Chen jt., 2015). Vask on oluline kofaktor mitmetes ensiiimides nagu
superoksiiddismutaas, tsttokroom c okslidaas, dopamiin-p-hidroksulaas, tseruloplasmiin,
lusullokslidaas, diamiinokstidaas, tiirosinaas ja peptidtulglitsiin alfa-amideeriv monookstidaas
(Kaler ja Packman, 2013).

Vask siseneb rakku l&bi enterotstiiidi apikaalse membraani vase transporter 1 (CTR1, uuem
nimetus SLC31A1) kaudu, Kaler ja Packman (2013) jargi voib rakku sisenemisel osaleda ka
divalentne metallitransporter 1 (DMT1, uuem nimetus SLC11A2). Raku sees aitavad glutatioon
(GSH) ja metallotioneiinid vaske koguda ja ladestada. ATP7A (lesandeks on tagada vase

eritumine enterotsuldi trans-Golgi vorgustikust vereringesse, kust see jouab hepatotsudti
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(Lutsenko, 2014). Maks on peamine vase talletumiskoht, kust vajadusel vaske véljutatakse
vereringesse, et vask jouaks ka ulejadnud organismi rakkudeni. Joonis 2 illustreerib vase
ringlust hepatotsliudis ja ATP7B osa selles.

Joonis 2. Vase ringlus hepatotsiilidis. Lutsenko, 2014. Vask siseneb hepatotsiititi Ctrl kaudu,
seejirel pakitakse Atox1 valgule, mis annab vase omakorda iile ATP7B valgule. MT —
metallotioneiinid, GSH - glutatioon, CP — tseruloplasmiin, Cu/Zn-SOD - Cu/Zn
superoksiiddismutaas, COX — tsiitokroom ¢ oksiidaas. CCS, Cox17, Cox11, Scol ja Sco2 on

Saperonvalgud.

Hepatotsuidis reageerib ATP7B tdusnud rakusisesele vase tasemele ning valjub Golgi
vorgustikust, et vaske siduda (Guo jt., 2005). Vase Saperon, antioksiidantvalk 1 (ATOX1),
annab valk-valk interaktsioonide kaigus vase uUle ATP7B N-terminaalsele metalle siduvale
domeenile (Walker jt., 2004). ATP7B méarab sissetulnud vase edasise saatuse. ATP7B seob
trans-Golgi vorgustikus vase aatomid apotseruloplasmiini kilge, mille I&bi apotseruloplasmiin
aktiveerub ning muutub tseruloplasmiiniks. Tseruloplasmiin eksotsiteeritakse verre ning
uleliigne vask pakitakse tstitoplasmaatilistesse vesiikulitesse, mis eritatakse organismist sapiga.

11



(Guojt., 2005). Defektse ATP7B korral kuhjub vask hepatotsitdis ning kahjustab maksakudet.
Jargneda vOib maksakoe nekroos, sellest johtuv vaba vase kontrollimatu paiskumine
vereringesse ning ekstrahepaatiliste elundite mirgistus (Kaler ja Packman, 2013).

Kui ATP7B struktuur ja funktsioon on puudulikud, siis viheneb aktiivse tseruloplasmiini tase
veres. Uleliigne kuhjuv vask osaleb Haber-Weissi reaktsioonis ning seeldbi kiirendab
reaktiivsete hapniku osakeste (ingl reactive oxygen species, ROS) moodustumist, jargneb
oksiidatiivsete DNA kahjustuste teke ning rakk voib minna apoptoosi (Chen jt., 2015). Vask
hakkab koigepealt kuhjuma maksas ning seejdrel teistes organites, eelkdige ajus, pohjustades

erinevaid Wilsoni tdvega seostatud stimptomeid (Lorincz, 2018).

Homoslgootsetel ATP7B -/- hiirtel tehtud katsed viitavad ka muutustele mRNA (ldises
profiilis haiguse eri staadiumites. Selle foonil algab varajane vase kuhjumine tsiitosoolis
(seotuna metallotioneiinidega) ja rakutuumas (vabas olekus). Haiguse progresseerudes on
ulesreguleeritud lusosomaalsete ja endosomaalsete valkudega seotud mMRNA ning vase
kuhjumine suunatakse pigem membraansetesse rakustruktuuridesse. Seega vdivad nii mMRNA

kui ka vase kuhjumise asukoht rakus anda informatsiooni haiguse kulust (Huster jt., 2006).

1.4 WILSONI TOVE AVALDUMINE

Wilsoni tdve avaldumise vanus voib olla patsientide vahel véga erinev, aga tavaliselt jadb 6. ja
40. eluaasta vahele (Theise, 2015). Wilsoni tdve slimptomaatika vOib hdlmata mitmeid
elundkondi; tihti esineb neuroloogilisi, psiihhiaatrilisi, oftalmoloogilisi v&i hepaatilisi

stimptomeid.

1.4.1 Neuroloogilised ja oftalmoloogilised hdired

Lorincz (2018) jargi esinevad Wilsoni tove neuroloogilise vormi korral kodige sagedamini
diisartria, diistoonia, kdnnaku héired ja lihasvérinad (parkinsonism). Alguses on siimptomid
sageli isoleeritud. Haiguse hilisemas faasis voivad lisanduda miiokloonus, krambihood,
pliramidaalnihud, silma anomaalsed liigutused, ataksia, korea ja muud sundliigutused (Walshe

ja Yealland, 1992).
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Kognitiivsed héired on iildiselt tagaplaanil, nendest esineb peamiselt otsmikusagara stindroom
ja subkortikaalne dementsus. Oftalmoloogiliselt on olulisim pruunikas, vase ladestumisest
tingitud Kayser-Fleischeri ring silma sarvkestas, mis esineb peaaegu 100% Wilsoni tdve
neuroloogilise vormi juhtudest ning hepaatilise ja presiimptomaatilise vormi puhul umbes 50%

juhtudest (Lorincz, 2018).

1.4.2 Psiihhiaatrilised haired

Hinnanguliselt 30-50% patsientidest ilmnevad esimesena psiihhiaatrilised siimptomid.
Sagedaseimad on muutused iseloomus ja kditumises, depressioon, drrituvus (Lorincz, 2018).
Téaheldatud on ka erinevaid foobiaid ning kompulsiivset kditumist (Theise, 2015). Paraku
jaavad nii psiihhiaatrilised kui ka neuroloogilised siimptomid sageli liiga iildiseks, et nende

pohjal {iksi Wilsoni tdve diagnoosi kahtlustada.

1.4.3 Maksakahjustused

Peamisteks kroonilisteks maksahaigusteks peetakse viirushepatiite, mittealkohoolse rasvmaksa
tobe (ingl non-alcoholic fatty liver disease, liihend NAFLD), alkohoolset maksahaigust ja
hepatotsellulaarset kartsinoomi. Maksakahjustusi esineb sekundaarselt ka siidamepuudulikkuse,
vihi vOi ekstrahepaatiliste infektsioonide korral (Theise, 2015). NAFLD avaldub Wilsoni
tovele vdga sarnaselt - molemaid iseloomustab steatoos, poletik ja rakusurm. NAFLD voib
edasi progresseeruda mittealkohoolseks steatohepatiidiks ning viimase aja andmete kohaselt

vOib see iileminek olla seotud just tasakaalustamata iileliigse vasega (Gerosa jt., 2019).

Maksakahjustus on varaseim ning sagedaseim Wilsoni tove siimptom (Czlonkowska jt., 2018).
Wilsoni tdve hepaatiliste vormide seas voib eristada dgedat hepatiiti, kroonilist aktiivset
hepatiiti, maksatsirroosi ja dgedat fulminantset maksapuudulikkust. Ageda maksanekroosiga
kaasneb sekundaarne hemoliiiis ning ikterus. Hemoliilisi koosesinemine maksahaigusega on
tugev argument Wilsoni tove kahtluseks (Lorincz, 2018), hemoliiiitiline aneemia voib olla

tingitud vaba vase otsesest toksilisusest eriitrotsiilitide membraanidele (Theise, 2015).

1.4.4 Muud siimptomid

Wilsoni tobi voib hdlmata ka neerusid, véljendudes nditeks Fanconi siindroomi voi neerukivide
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kujul. Lisaks vOib esineda osteoporoosi voi osteomalaatsiat ning artralgiad. Naistel kaasneb
sageli ka diismenorrda. Kardiovaskulaarsetest siimptomitest voib tdheldada miiokardi
interstitsiaalset fibroosi ja miokardiiti, ortostaatilist hiipertensiooni. Harvem ilmnevad

paratiireoidism, pankrease puudulikkus v3i naha anomaaliad (Lorincz, 2018).

1.4.5 Wilsoni tdvele viitavad histoloogilised leiud

Wilsoni tove patsientidelt voetud maksabiopsiate histoloogiline pilt voib sageli sarnaneda nii
alkohoolse kui ka mittealkohoolse rasvmaksa omaga (Pronicki, 2017). Biopsiatel tdheldatakse
iseloomulikku peroksiisoomide arvu suurenemist ja lipoliisosiiimide esinemist, millega
kaasnevad suured mitokondriaalsed muutused. Lisaks ilmnevad nn gliikkogeen-tuumad (ingl
glycogen nuclei), mis tekivad kariioplasma ja gliilkogeeni inklusioonide segunemisel voi
tsiitoplasmas leitavad rasvatilgad, mis viitavad lipiidide ainevahetuse hiiritusele. Vabast vasest
tingitud oksiidatiivne stress mojub esimesena mitokondritele ning nende membraanid

lagunevad (Gerosa jt., 2019).

Mitokondriaalsed muutused on tavapéaraselt esimesteks patoloogilisteks leidudeks Wilsoni tove
patsientide maksarakkudes (Gerosa jt., 2019). Voib arvata, et mitokondrite hdvimise jarel

touseb ROS tase rakus veelgi, mis nii-6elda teise lainena kahjustab maksa vai teisi organeid.

Ténapdeval peetakse Wilsoni tdvele omasteks histoloogilisteks leidudeks Mallory-Denk’i
kehakesi, lipogranuloome, steatoosi ja gliilkogeenseid tuumasid, millest viimast kahte voib niha
ka juba haiguse algfaasis. Gerosa jt. (2019) lisab veel, et maksa histoloogia Wilsoni tove
patsientidel ei ndita lihest mustrit, vaid pigem mitut, mis osaliselt kattuvad nii alkohoolse

hepatiidi, NAFLD kui ka viirushepatiidiga.

1.5 WILSONI TOVE DIAGNOOSIMINE

Patsiendi kliiniline pilt ja perekondlik anamnees on harilikult esimesteks suunisteks Wilsoni
tove diagnoosimisel, suure tihtsusega on kliinilised uuringud, biokeemilised ja geneetilised

analiitisid.

1.5.1 Biokeemilised analiitisid
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Biokeemilistest analiilisidest on olulisel kohal vase ja tseruloplasmiini kontsentratsiooni
méidramine verest ja uriinist (diferentsiaaldiagnoosi skeem joonisel 3). Isedranis tuuakse vilja
24 tunni uriini vase erituse testi, kus siimptomaatilistel Wilsoni tove patsientidel on eritatav
vase tase alati normaalsest kdrgem — vihemalt 100 mikrogrammi 24 tunni kohta (Brewer jt.,

2001; Czlonkowska jt., 2018).

Uldine vase ja
tseruloplasmiini
tase veres

Vahenenud Téusnud

Vase tase 24h / \
uriinis
Normaalne vdi
vahenenud 5
Tousnud * Rasedus, dstrogeenide
manustamine
< s "P6Ieti!<u|ine reaktsioon,
/ \ infektsioon
*Hepatopaatia
t £3ps b ale W *Age voi krooniline vase toksikoos
N *Wilsoni t3bi g IO
=ATP7B geeni heterosiigootne Reumatoidne artriit
kandlus
*MEDNIK stindroom: vaimne
*ATP7B geeni heterosiigootne *ATP7B geeni heterosiigootne mahajaamus, enteropaatia,
kandlus kandlus kurtus, perifeerne
*Menkese tbi (ATP7A defekt) *Occipital horn syndrome neuropaatia, ihtloos, K /
*Huppke-Brendel siindroom (ATP7A defekt) keratodermia
*Kongenitaalne CDG *Atseruloplasmineemia
gliikostlatsiooni siindroom *Niemann-Pick C
*Niemann-Pick C *Omandatud vasevaegus K /

Joonis 3. Vere ja uriini vase taseme diisbalansi potentsiaalsed pohjused, Poujois jt. (2018) jargi.

Biokeemilistes analliiisides on tseruloplasmiini korval oluline maksaensiiimide taseme
méaaramine verest, kuid Lorinczi (2018) jargi vaib ligi 10% Wilsoni tdve patsientidest olla vere
tseruloplasmiini vaartus terve isiku tasemel voi sellele ligilahedane. Langenud tseruloplasmiini
tase veres koos normaalse voi kergelt tdusnud vase tasemega veres viitab Wilsoni tdvele, kuna
vase taset kompenseerib tseruloplasmiiniga seondumata vaba vase kontsentratsioon veres
(Czlonkowska jt., 2018). Siinkohal on oluline silmas pidada ka vdimalikku erisust Wilsoni tove
neuroloogilise ja maksavormi vahel, nagu seda illustreerib Steindl jt. (1997) uurimus, mille
kohaselt leiti madal tseruloplasmiini tase umbes 85% neuroloogilise Wilsoni tdve patsientidest,

aga ainult 65% maksahaigusega patsientidest.

Viimastel aastatel on esile tdstetud ka veel vahe tuntud suhtelise Glekantava vase (ingl Relative
Exchangeable Copper, REC) fraktsiooni arvutamist, mis néitab labiilse CUEXC (albumiini ja

teiste peptiididega seotud Ulekantava vase kontsentratsiooni) suhet kogu vere vase sisaldusse
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(Guillaud jt., 2017; Woimant jt., 2019). REC véértuse eeliseks diagnostilise markerina on tema
arvutamise lihtne teostus ning vaga korge spetsiifilisus ja tundlikkus (Poujois jt., 2018; Schmitt
jt., 2013).

1.5.2 Kliinilised uuringud

Kliinilistest uuringutest on olulisel kohal Kayser-Fleischeri ringide mé&aramine silmade
labivaatusel pilu-lambiga ja perkutaanne maksabiopsia. Perkutaanne maksabiopsia on meetod,
mille kaudu on vdimalik koguda materjali maksa histoloogiliseks uuringuks ning seeldbi
méaarata vase kontsentratsiooni maksas. Wilsoni tdve geenivariantide heterosiigootsetel
kandjatel on samuti tdheldatud tdusnud vase sisaldust maksas vorreldes tervete isikutega, aga
Wilsoni tove diagnoosi lavendiks peetakse véhemalt 200 pg vaske maksa kuivmassi grammi
kohta, mis on ligi 4 korda kdrgem normaalsest tasemest (Lorincz, 2018). Tegemist on kull
usaldusvaarse, kuid invasiivse meetodiga, mistdttu see analllis pole esmavalikus ning
kasutatakse juhul, kui Kliinilistest sumptomitest ja mitteinvasiivsetest testidest ei piisa vai kui
kahtlustatakse ~ lisaks monda muud maksahaigust (Czlonkowska jt., 2018).
Magnetresonantstomograafia (MRT) uuringud on olnud samuti abiks diagnoosi mé&éramisel,
tuvastades potentsiaalselt Wilsoni tdvest tingitud ajukahjustusi, mis ilmnevad sagedamini

neuroloogliste voi psiihhiaatriliste simptomitega patsientidel (Lorincz, 2018).

1.5.3 Geneetilised analutsid

Geneetilist analutsi peetakse Wilsoni tdve diagnoosimisel kuldstandardiks (Guillaud jt., 2017;
Chang ja Hahn, 2017). Jargmise pdlvkonna sekveneerimine (ingl next generation sequencing,
NGS) on tdnapéeval téhusaim meetod suurte geenide uurimiseks, kuna on hiipoteesivaba,
kiirem ja informatiivsem kui Sangeri sekveneerimine (Poujois jt., 2018). Jatkuvalt on siiski
Sangeri sekveneerimine ks olulisemaid tooriistu geneetiliste analtiiside l1&abiviimiseks Wilsoni
tove kahtluse korral (Coffey jt., 2013; Stattermayer jt., 2019). Bost jt. (2012) toob valja ka
ligeerimis-soltuvate proovide hulgiamplifitseerimise ehk MLPA testi (ingl multiplex ligand-
dependant probe amplification) kasutamise vdimaluse, kui on tuvastatud ainult Uks patogeenne
mutatsioon, aga patsiendi kliiniline pilt viitab tugevalt Wilsoni tdvele. Geneetiliste analliuside

kasutamine vGib oluliselt vahendada vajadust invasiivsemate meetodite jarele.
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1.5.4 Diagnoosi defineerimine

Wilsoni tdve diagnoosi osas on raske miirata rangeid kriteeriume. Niiteks Poujois jt. (2018)
peab Wilsoni tdve klassikaliseks triaadiks tildist hiipokupreemiat, hiipotseruloplasmineemiat ja
hiiperkupruuriat. Lorincz (2018) jérgi oleksid diagnoosi kriteeriumid klassikaline kliiniline pilt,

hiiperkupruuria ja Kayser-Fleischeri ringide esinemine.

Kuigi Wilsoni tdbe kirjeldatakse ametlikult kui autosoom-retsessiivset haigust, siis viitavad
hiljutised uuringud ka pseudodominantse parandumise v8imalusele (Chang ja Hahn, 2017).
Poujois jt. (2018) hinnangul vdiks umbes 2% Prantsusmaa Wilsoni tGve haigetest olla
heterosugoodid, kellel on ainult Giks ATP7B mutatsioon voi siis kellel ei leita Ghtegi ATP7B
mutatsiooni. Espinos ja Ferenci (2020) kohaselt oleks otstarbekas suunata sdeluuringule
indekspatsiendi asumptomaatilisi ddesid-vendi ning Poujois jt. (2018) soovitab sama

indekspatsiendi lahisugulaste (6ed-vennad, lapsed jne.) ringis.

1.5.5 Pseudodominantsus ja heterosiigootne fenotiiiip

Coffey jt. (2013) ning Loudianos jt. (2016) esitatud Wilsoni tdve perekondlikud analusid
osutavad samuti haiguse pseudodominantse parandumise v@imalusele. Loudianos jt. (2016)
kohaselt tuleks Wilsoni tdve patsientide sugulastele, kellel esineb minimaalseid kdikumisi
vasega seotud nditajates vOi naiteks steatoosi, teha geneetiline analliis kogu ATP7B geeni

ulatuses, et vélistada Wilsoni tébi.

Skowronska jt. 2020. aasta artikkel kirjeldab transkraniaalset ultraheliuuringut (ingl
transcranial sonography) Wilsoni téve kahtlusega patsientidel, kus leiti, et heterostigootidel
esines statistiliselt oluliselt ronkem (p < 0.001) bilateraalset laatstuuma (Id nucleus lentiformis)
hiiperenhogeensust, mida ei tuvastatud thelgi kontrollgrupi liitkmel. L&atstuuma bilateraalse
hiperehhogeense piirkonna pindala oli suurim H1069Q mutatsiooniga indiviididel.
Markimisvéarne oli veel, et kdigil uuringus osalenud heterostigootidel oli 24 tunni vase eritus

uriiniga normaalsel tasemel.

17



1.6 WILSONI TOVE RAVI

Wilsoni tobi kuulub véaheste haruldaste geneetiliste haiguste hulka, mida on vdimalik raviga
taielikult kontrolli alla saada, kuid ravi on eluaegne. Raviainetena kasutatakse néiteks vase
kelaatoreid (D-penitsillamiin, trietlileentetraamiin) vO0i tsingisoolasid (nditeks tsinkatsetaat).
Vase kelaatorid toimivad vase eritust uriinis suurendavalt ja tsingisoolad vastavalt vahendades
vase imendumist sooles (Poujois jt., 2018). D-penitsillamiini ja trietuleentetraamiini
tarvitamisel vGib esineda olulisi korvaltoimeid, sealhulgas neuroloogilisi. Tsinkatsetaati on
edukalt kasutatud nii algusstaadiumis neuroloogilise Wilsoni tdve vormi ravis kui ka ennetava
ravina presimptomaatilistel patsientidel, kuid enne ravi alustamist on vajalik juba kuhjunud
vase eritus organismist teiste meetoditega (Lorincz, 2018). Guillaud jt. (2014) pikaajalise
uuringu néitel vOiks hepaatilise Wilsoni tbve vormiga dgeda VvOi kroonilise

maksapuudulikkusega patsientidel haiguse prognoosi parandada ka maksa siirdamine.

Wilsoni tdve ravimata jatmisel voi hilinenud ravi tulemusena vdib naistel valja kujuneda
viljatus vOi esineda raseduse katkemisi, (ihe teooria kohaselt péhjustab viljakuse langust vase
ladestumine emakas, mis simuleerib vasest (sasisese rasestumisvastase vahendi toimet
(Mustafa ja Sharmina, 1998). Reuner ja Dingeri 2019. aastal teostatud uurimus néitas, et kuigi
Wilsoni tdve diagnoosiga ja raviga jatkavatel rasedatel esines sageli rasedusaegseid
komplikatsioone, siis lapsed siindisid elusate ja tervetena. VVottes arvesse eelnevaid nditeid ning
fakti, et Wilsoni tdbi ilmneb harilikult varajases taiskasvanueas, voib jareldada, et 6igeaegne

diagnoos ja ravi aitavad muuhulgas kaasa naispatsientidel raseduste edukale kulule.

Collet jt. (2018) jargi raskendavad Wilsoni tdve diagnoosimist varieeruv penetrantsus ning
eelkirjeldatud mitmekesine fenotlup, kuid artiklis rohutatakse ka, et ravimata jaanud Wilsoni
tobi 16peb harilikult letaalselt. Nii Collet jt. (2018) kui ka Lorincz (2018) toovad Vvélja, et just
Wilsoni tbve ravitavuse tottu on oluline haiguse varajane diagnoos. Usaldusvaarseid
molekulaarseid teste oleks Wilsoni tdve diagnoosimisel tarvis mitte ainult invasiivsemate
meetodite véltimiseks, vaid ka ebakorrektsete diagnooside vahendamiseks, sest véara ravi
maéramisel voivad patsiendil organismis vélja areneda mitmesugused hematoloogilised ja

neuroloogilised kahjustused (Kumar jt., 2004).
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1.7 ATP7B VARIANTIDE RAPORTEERIMINE TAGASISIDES

Ameerika Uhendriikide meditsiinigeneetika kolleegium (ingl American College of Medical
Genetics, ACMG) avaldas 2013. aastal nimekirja geenidest, mille alusel tuleks haigusseoselised
leiud neis geneetilise tagasiside andmisel patsiendile soovituslikult raporteerida juhuleidudena
(ingl reportable secondary findings), kui need ei olnud geneetilise analiilisi esmaseks

sihtmérgiks. 2016. aastal lisati sellesse nimekirja ka ATP7B geen (Kalia jt., 2017).

Nimekirja lisatakse piisavalt korge penetrantsusega geenid, mille leidude raporteerimisega
seotud sekkumine vd3iks oluliselt tdsta patsiendi elukvaliteeti ja -iga. ATP7B geeni soovitatakse
ACMG jérgi raporteerida juhuleidude hulgas, kui tegemist on leiuga, kus on olemas kaks
teadaolevalt patogeenset (ingl known pathogenic) voi eeldatavalt patogeenset (ingl expected
pathogenic) alleeli. ACMG juhiste kohaselt piisab asiimptomaatilistel patsientidel ATP7B leiu
kinnitamiseks Sangeri sekveneerimisest, kusjuures tuleks raporteerida sekundaarse leiuna ka
liitheterosiigootide juhud, kus on frans-asendis vihemalt iiks teadaolevalt patogeenne variant.
Stimptomaatilistel ~patsientidel soovitatakse diagnostilisel eesmairgil lisaks moodta
tseruloplasmiini taset ja vase kontsentratsiooni veres ning vajadusel ka vase eritust uriiniga
(Kalia jt., 2017). Diagnoosimisel ning patsiendi prognoosi hindamisel voib olla abi ka
diagnostiliste skooride nagu UWDRS (ingl Unified Wilsons Disease Rating Scale)
kasutamisest (Volpert jt., 2017).

1.7.1 Kliiniliselt oluliste variantide andmebaasid

ClinVar on avalik National Institute of Health (NIH) hallatav andmebaas, kuhu on koondatud
ligi 842 000 raporteeritud geneetilist varianti ja nende haigusseoselisuse tdlgendused.
Andmebaasis loetletud patogeensuse interpretatsioonid périnevad iilemaailmselt nii kliinilistest
laboritest kui ka teaduslikest uurimisgruppidest. ClinVar omistab variantidele nn {ilevaate

staatuse (ingl review status), mis votab kokku variandi raportite hetkeseisu ja konsensuse

(Landrum jt., 2017).

WilsonGen on CSIR Institute of Genomics and Integrative Biology teadlaste poolt ACMG ja
AMP (A4ssociation of Molecular Pathologists) patogeensuse midramise juhendi jargi (Richards
jt., 2015) koostatud kureeritud andmebaas Wilsoni tove alleelidest ja nende patogeensusest

erinevate allikate (sh ClinVar ja iile 600 teadusartikli) jargi. Variantidele omistati patogeensuse
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tase ACMG liigituse jargi, vottes arvesse muuhulgas mutatsiooni liiki ja tagajdrge ning varem

kirjeldatud funktsionaalseid katseid (Kumar jt., 2020).

1.7.2 In silico meetodid patogeensuse hindamisel

In silico meetodite kasutamine on iiks ACMG ja AMP juhendi kriteeriumitest variandi
patogeensuse madramisel. /n silico meetodid rakendavad algoritme, mis voimaldavad hinnata
toimunud mutatsiooni moju nukleotiidi, aminohappe voi valgu tasemel (Richards jt., 2015).
Missenss-mutatsioonide, mis on iihed sagedaseimad mutatsioonid ATP7B geenis, puhul on in
silico algoritmide tdpsus hinnaguliselt 65-80% teadaolevate haigusseoseliste variantide
analiiisimisel (Thusberg jt., 2011). In silico meetodid ei tohiks olla ainsaks argumendiks
variandi patogeenseks tunnistamisel (Richards jt., 2015), aga nad pakuvad lisavéértust otsuse

tegemisel koos fenotiiiibi andmete ning kirjandusega.

Antud t60s otsustati kasutada CADD ja METALR, mis olid Ghosh jt. (2017) ning Li jt. (2018)
jargi ka iihed vOimekamatest algoritmidest analiilisimaks muuhulgas ClinVar andmebaasi
variante. CADD ning METALR skoor on modlemad kompleksalgoritmid (ingl ensemble
predictors), mis lihendavad endas mitmeid vanemaid algoritme (Ghosh jt, 2017). Erinevalt
METALR-st votab CADD arvesse ka variandi metiilatsiooni taset, GC sisaldust ja
referentsalleeli (Dong jt., 2015). Ghosh jt. (2017) néitas veel, et enim kasutatavad algoritmid
olid omavahel paremini koosk®dlas, kui nende hulgas oli METASVM v6i METALR skoor.

CADD (Combined Annotation-Dependant Depletion) ehk C-skoor on algoritm, mille tagastatav
vadrtus korreleerub analiilisitava variandi funktsionaalsuse, patogeensuse, pohjustatava haiguse
raskuse ning eksperimendi korras vaadeldud regulatoorsete mdjudega. CADD korvutab
fikseerunud ning simuleeritud variandid, leidmaks kahjulikke variante, mis véhendavad
organismi fitnessi. CADD on suuteline analiitisima ni1t SNV kui ka lithikesi indeleid (Kircher

it., 2014).

METALR algoritm on iiles ehitatud logistilisele regressioonile ning kitkeb endas 9 erineva
variandi kahjulikkust maéadravat skoori (FATHMM, GERP++, LRT, Mutation Assessor,
MutationTester, PolyPHen-2, PhyloP, SIFT ja SiPhy) ja alleelisageduse informatsiooni. Nende
nditajate alusel omistab METALR variandile tema voimalikku patogeensust tihistava vaértuse

(Dong jt., 2015).

20



Peale CADD ja METALR kasutati antud t66s ka Ensembli andmebaasi IMPACT skoori, mis
hindab toimunud mutatsiooni raskuse kas HIGH (korge), MODERATE (keskmine), LOW
(madal) voi MODIFIER (mdjutav) vaartuseks. Viirtustele vastavad mutatsiooni tiiiibid on

kittesaadavad Ensembli andmebaasi kodulehe Calculated consequences sektsioonist.
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2. UURIMUS

2.1 TOO EESMARGID

Kéesoleva t00 eesmaérgiks on koostada kaasajastatud eestikeelne kokkuvote Wilsoni tobe
késitleva teaduskirjanduse pdhjal, mis vdiks olla alusmaterjaliks seda haigust kisitleva
pilootprojekti planeerimisel, lisaks tuvastada Eesti rahvastikku esindava Eesti Geenivaramu
biopanga kohordi andmete pdhjal voimalikud patogeensed ATP7B geeni variandid ning
vOimalusel maéidrata hinnanguliselt, kas Geenivaramu fenotiiiibiandmestik on rakendatav
Wilsoni tove uurimiseks Eestis. Antud t60 on eeltod ATP7B geeni puudutava geneetilise

tagasiside raporti jaoks Eesti Geenivaramus.

2.2 MATERJAL JA METOODIKA

2.2.1 Valim

Eesti Geenivaramu (EGV) biopangas on ténase seisuga uurimist60s kasutamiseks korrastatud
199 161 geenidoonori andmed. Neist 162 727 kohta oli kdesoleva t60 tegemisel olemas
fenotiitipi kirjeldavaid andmeid ning 152 357 kohta olid kéttesaadavad EGV protokollide jargi
kvaliteedikontrolli 1dbinud ja annoteeritud genotiipiseerimisandmed analiiiisist lilegenoomse
mikrokiibiga (Illumina GSA mikrokiip). Tdiendavalt oli 4 776 isiku kohta voimalik kasutada
viljavotet NGS andmetest (tdisgenoomi voi eksoomi sekveneerimisandmed uuritavat geeni

katva ala ulatuses).

2.2.2 Genotiipiseerimine, imputeerimine ja sekveneerimine Eesti Geenivaramus

Uurimistods kasutatud genotiipiseerimise andmed saadi Eesti Geenivaramu tuumiklabori
teadlastelt, kes kasutasid genotiipiseerimiseks GSA (/llumina Infinium Global Screening Array
BeadChip) geenikiipi (Illumina Inc. San Diego, CA, USA). Imputeeritud geeniandmed saadi
samuti Eesti Geenivaramu teadlastelt, kes viisid imputeerimise ldbi ldhtudes EGV

referentsgenoomist.

Uurimistods kasutati lisaks Broad Instituudis (Cambridge, MA, USA) sekveneeritud 2 284
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tdisgenoomi ning Nestlé Terviseteaduste Instituudis (Lausanne, Sveits) Agilent SureSelect
Human All Exon V5+UTRs kitiga sekveneeritud 2 500 tdiseksoomi andmeid. Koik andmed on

joondatud GRCh37 (Genome Reference Consortium Human Build 37) jargi.

2.2.3 Too kaik

Koondandmed genotipiseerimiselt, sekveneerimiselt ja imputeerimiselt uuritava geeni ATP7B
ala katvas ulatuses suunati kokku tihte Exceli faili. Huvipakkuv genoomne ala oli defineeritud
GRCh37 jargi kui chrl3:52499572-52591261. Kokku oli nimetatud 3 allika koondandmete
hulgas 2 550 leidu, millest omakorda 1 563 olid unikaalsed. Saadud andmetele lisati variantide
positsiooniline kattuvus ATP7B regulatoorsete elementidega (ingl regulatory build) nagu
voimendajad (ingl enhancers), promootoriga kiilgnevad alad (ingl promotor flanking regions)
japromootoralad (ingl promotor). Nende elementide koordinaadid saadi Ensembl andmebaasist
25.06.2020 seisuga. SNP-nexuse veebilehte (Dayem Ullah jt., 2013) kasutati koordinaatide
teisendamiseks GRCh37 ja GRCh38 vahel. Edasi toimus andmete sorteerimine kahe eri

metoodika alusel (t66évoog on kujutatud joonisel 4).

Esimese metoodika puhul kasutati jargmisi kriteeriume:

IMPACT skoor - MODERATE vdi HIGH
Alleelisagedus vdrdne v6i madalam kui 1%

Variant kuulub ATP7B geeni alasse

A w np e

Variandile kehtib véhemalt ks kahest siinnimetatud tingimusest — kas CADD skoor
vordne voi suurem kui 10 ning METALR skoori hinnang on kahjustav (ingl deleterious)
(D) voi on varianti ClinVari andmebaasis kirjeldatud kui patogeenset (ingl pathogenic)

vOi tdendoliselt patogeenset varianti (ingl likely pathogenic).

Sellise filtreerimise tulemusena saadi 152 leidu, millest 97 olid unikaalsed.

Teise metoodika alusel rakendati kriteeriume alljargneva algoritmi vormis:
1. IMPACT skoor — MODIFIER
2. Variant kattub ATP7B regulatoorse elemendiga

3. Alleelisagedus vordne v6i madalam kui 1%
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4. Variant kuulub ATP7B geeni alasse

5. Variandile kehtib vahemalt (ks kahest siinnimetatud tingimusest — kas CADD skoor
vOrdne voi suurem kui 10 ning METALR skoori hinnang on kahjustav* (ingl
deleterious) (D) vGi on varianti ClinVar andmebaasis kirjeldatud kui patogeenset (ingl
pathogenic) voi tdendoliselt patogeenset varianti (ingl likely pathogenic).

*Kuna tegemist oli peamiselt mittekodeerivate variantidega, siis vOeti siin arvesse ka need

variandid, millel METALR skoor puudus, aga mis vastasid koigile teistele nduetele.

Sellise filtreerimise tulemusena saadi 43 leidu, millest 24 olid unikaalsed.

INMPACT skoor —
1) Alleelisagedus MODIFIER
IMPACT skoor — alla 1% i ¥
MODERATE /HIGH )

2) Asub ATP7B Kattuvus
geenis regulatoorse

elemendiga

CADD skoor virdne vai suurem kui 10 1A METALR skoor D Jafvdi ClinVari hinnang
patogeenne/viimalik patogeenne variant

§

195 leidu,
unikaalseid 121

Joonis 4. Leidude filtreerimise t66voog.

Kahe metoodika tulemusena saadud leidudest variantide kogumile otsustati lisada veel variant
rs1312634432 (c.-3368 -3393delI TGCCAGCCTCATTCAGGTGACTGGCCG), kuna selle
IMPACT skoor oli HIGH, alleelisagedus oli alla 1%, variant kuulus ATP7B geeni alasse,

asukoht kattus regulatoorse elemendiga ning tegemist oli indeliga. Seega 16pptulemuseks vastas
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seatud Kkriteeriumitele 195+2 leidu, millest 121+1 olid unikaalsed. 197 leiu hulgas kokku oli
omakorda 65 geenikiibilt otse madratavat leidu, 65 imputeeritud leidu ja 67 sekveneeritud leidu
(joonis 5).

16 NGS 54
67
12
. GSA
S L imputeeritud
65 65
14

Joonis 5. Filtreerimise tulemuste jaotus andmete paritolu jargi.

Seejdrel jargnes kasitsi leidude sorteerimine, mille tulemusena 197 leiu hulgast omakorda
eemaldati 31 leidu jargnevate lisakriteeriumitega :
e Leiu ndol oli tegemist null-imputatsiooni reaga
e Tegemist oli variandiga, mida esines kdrgel méaédral (MAF (ingl minor allele frequency)
tile 0.0054) mones kontrollpopulatsioonis
¢ Funktsionaalne uuring on tdendanud variandi kahjutust
e WilsonGen ja/vdi ClinVar hinnangul oli variant tdenaoliselt healoomuline (/ikely

benign)

2.2.3.1 Variantide klassifitseerimine

ACMG ja AMP 2015. aasta juhend jaotab variandid kodige korgemast patogeensuse tasemest

madalaimani 5 erinevasse klassi: pathogenic, likely pathogenic, uncertain significance, likely
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benign, benign. Uncertain significance klassi liigitatakse need variandid, mille raportid on
vastukdivad voi ei vasta juhendile. Juhend kehtib ainult mendeliaalsete haiguste puhul, millel
on suhteliselt kdrge penetrantsus (Strande jt., 2018); Wilsoni tdbi vastab neile nduetele (Kalia
jt., 2017). Klassifikatsioonil voetakse arvesse erineva tugevusega argumente, mis tulenevad
variandi  péritolupopulatsiooni, alleelide ja nende kosegregatsiooni andmetest,
bioinformaatilistest ja ennustuslikest andmetest ning funktsionaalsetest uuringutest nagu on

néha tabelis 1, kuhu on mérgitud ka vastavad kriteeriumi koodid.

Tabel 1. Variandi patogeensus argumendi alusel, Strande jt. (2018) jérgi.

Kahjutu  (ingl | Patogeense variandi  kriteeriumite
benign) variandi | tasemed
kriteeriumite
tasemed
Argumendi tugevus Tugev | Toetav | Toetav | Moddukas | Tugev | Viga
tugev
=9 Populatsiooni BSI1 PM2 PS4
§ andmed BS2
% Alleelide ja | BS4 BP2 PP1 PP1 PP1
< kosegregatsiooni BP5 PM3 PS2
§ andmed PM6
g Bioinformaatilised BP1 PP2 PMI PS1 PVS1
= ja  ennustuslikud BP3 PP3 PM4
8 andmed BP4 PM5
S
gﬁ BP7
S Funktsionaalsed BS3 PS3
'-é andmed
5
g 32 Muu BP6 PP4
;0 g PP5
Z

Lisas 1 on koodidele vastavad kriteeriumid lahti kirjutatud ning lisas 2 on niha algoritm, mille
alusel variante klassifitseeritakse koodide jirgi. Kuna varasema filtreerimisega on
pohimdtteliselt valditud benign ehk B-koodide kriteeriume, siis on lisas 1 vilja toodud ainult

patogeensuse poolt olevad argumendid. Antud t66s kasutati kriteeriumite hindamiseks ClinVar
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andmebaasi hinnanguid, Ensembli andmebaasi, funktsionaalsete domeenide asukohti Squitti jt.
(2014) artikli jéargi, ennustuslikke in silico kompleksalgoritme CADD ja METALR ning
IMPACT skoori.

2.3 TULEMUSED JA ARUTELU

Automaatse ja kisitsi sorteerimise tulemuseks oli 166 leidu (unikaalseid 106), millest 60 saadi
NGSi andmestikest, 62 GSA geenikiibi andmestikest ning 44 imputatsiooni andmestikest.
Joonis 6 illustreerib vastavat jaotust analoogselt joonis 5-le. Kahte joonist omavahel vorreldes
on ndha, et vaatamata nii GSA kiibi kui ka NGSi leidude koguarvu vidhenemisele on jaanud
nende iihiste leidude arv samaks ning imputeeritud leidudest on jirele jdédnud vaid need, millel
on olemas ka vastav NGS leid. Sellest voib jareldada, et pirast nii automaatset kui ka késitsi
sorteerimist allesjddnud leiud on usaldusvéddrsemad, kuna jirele on jaddnud peamiselt need,

millel on erinevate tehnoloogiatega kaetud kvaliteetsed tulemid.

NGS
60
¢
N\
) GSA
GSA kiip »  imputeeritud
62 44
10

Joonis 6. Leidude 10plik jaotus andmete piritolu jargi péarast automaatset ja késitsi sorteerimist.

Nende 166 leiu hulgas oli veel 14, mis ei kuulunud klassifitseerimisele, aga mis margiti dra kui
teaduslikult huvipakkuvad variandid, kuna olid spetsiifilised Eesti ja/vdi Soome

populatsioonidele voi oli tegemist esmakordselt leitud mutatsioonidega, mida polnud varem
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kirjeldatud. Niiviisi allesjdédnud 152 leiu 99 unikaalset varianti klassifitseeriti lisade 1 ja 2 abil,

mis juhinduvad ACMG ja AMP 2015. aasta juhendist.

Patogeenseks voi tdendoliselt patogeenseks hinnati antud t66s 46 unikaalset varianti, millele
vastas 63 leidu. Variandid on kujutatud joonisel 7, kus nad on eristatud véirvidega mutatsiooni
liigi jargi — sinine tdhistab missenss-mutatsiooni, oranz nonsenss-mutatsiooni, punane
raaminihkemutatsiooni ning lilla muutust splaissimisel. Joonisel 7 on dra mirgitud ka kaks
splaissdoonorvarianti, millel puudub vastav aminohappe vahetus. Variandid on vilja toodud ka
lisas 3 koos neile antud hinnangutega WilsonGen ja ClinVari andmebaasides ning neile

omistatud ACMG koodidega.
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Joonis 7. Patogeensed ja tdendoliselt patogeensete mutatsioonide aminohappe vahetused ATP7B valgul
asukoha jérgi. Joonisel on nidha eksonite piirid katkendliku joonega ning valgul olevad véarvid tdhistavad

erinevaid funktsionaalselt olulisi domeene. Joonis on tehtud veebirakendusega ProteinPaint.

Kiesolevas t60s antud hinnangud patogeensetele/tdendoliselt patogeensetele variantidele
kattusid WilsonGen omadega 26/46 juhust ning ClinVar omadega 19/46 juhul. 4 variandi puhul
puudusid WilsonGen ja ClinVar sissekanded ning 13 variandi puhul olid kdik 3 hinnangut
iiksmeelsed. Ulejéianud 53 varianti ei olnud voimalik klassifitseerida kriteeriumite nappuse tdttu
ning need tuli méérata teadmata mojuga variantideks (ingl variant of uncertain significance,

VUS).

Juhtudel, kus antud t66 hinnangud ei ldinud kokku ClinVar vdi WilsonGen andmebaaside
omadega, oli valdavalt tegemist erisusega, kus iiks mééras variandi tdendoliselt patogeenseks
ja teine patogeenseks vOi vastupidi. Siin t60s maddratud patogeensetest/tdoendoliselt
patogeensetest (P/TP)  variantidest ei hinnatud teistes andmebaasides {ihtegi

healoomuliseks/tdendoliselt healoomuliseks variatsiooniks.
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WilsonGen andmebaas on uuem (assambleeritud 2019) ja hdlmab ka ClinVar andmebaasi
viliseid andmeid, mis vdib olla pdhjuseks, et antud t66 hinnangud kattusid esimesena mainituga
paremini. Samas loetakse kliinilises praktikas siiski koige usaldusvaarsemaks allikaks ClinVar

klassifikatsiooni, mistottu tuleks seda variandi kirjeldamisel mainida eelisjarjekorras.

Kuna antud t66s oli ka mitmeid kriteeriume (nt PS2, PM6, PP1, PP4), mille jaoks kéesolevas
to0s andmed puudusid, kui seda polnud konkreetselt varasemas kirjanduses vélja toodud, siis
ei saa votta siintoodud hinnanguid tidielikena (va patogeensed variandid) enne andmete
kogumist koigi kriteeriumite jaoks. Mairkimisvddrne on veel, et kdesolevas t60s uuritud
kohordis leiti hinnaguliselt patogeenne mutatsioon (p.Lys1437*) 21. eksonis, kus patogeenseid

mutatsioone kirjeldatakse harva.

Sorteerimise tulemusel saadud 106 geenivariandi esinemist vorreldi veel 5 teadusartikliga,
millest 3 olid suuremahulised, Euroopas 1ldbi viidud ATP7B geenivariantide
populatsiooniuuringud Coffey jt. (2013), Balashova jt. (2020) ning Kluska jt. (2019) (vastavalt
Uhendkuningriigi, Venemaa ja Poola populatsioonidel). Teised 2 olid iilevaateartiklid, mis
koondasid kogu maailmas levinumad ATP7B variandid - Chang ja Hahn (2017) ning Wallace
ja Dooley (2020). Lisaks vorreldi 10pptulemuses kajastuvaid variante meie toogrupis varem

tehtud analiitisidega NGS andmetel (Vaikiill, 2018)

Kéesoleva t60 vélja valitud 106 geenivariandist oli 58 (millest 37 P/TP) kirjeldatud Wallace ja
Dooley (2020) artiklis, 33 (21 P/TP) Coffey jt. (2013) artiklis, 18 (15 P/TP) Chang ja Hahn
(2017) artiklis, 12 (10 P/TP) Balashova jt. (2020) artiklis ning 10 (7 P/TP) Kluska jt. (2019)
artiklis. Antud t66 41 varianti (sh vaid 5 P/TP varianti) ei olnud mainitud iiheski loetletud
artiklis ning 44 variandile oli viidatud rohkem kui iihes allikas. Loplikku valikusse (lisa 3)
kuuluvate variantide seas leidus 6, mis kattusid meie t66grupis varem tidheldatud leidudega
NGS andmestikust (Vaikiill, 2018), samas 3 {ilejdédnud variandi patogeensuse argumendid jiid
selle t60 kriteeriumide valguses ebapiisavaks ning nende kohta on vajalik edaspidi koguda
lisainfot eelkdige fenotiiiibiandmete tdiendamise teel. Tulemus néditab, et meie
patogeensed/tdendoliselt patogeensed variandid on suures osas esindatud ka teistes Euroopa
populatsioonides, kuigi kahjuks polnud kirjutamise hetkel voimalik tulemusi vorrelda nt meie
lahinaabrite Soome voi Léti populatsioonide andmetega, kuna vastavaid uuringuid polnud
avaldatud. Uhtlasi on avaldatud kirjanduses vihe vdi iildse mitte viidatud Eesti ja/vdi Soome

populatsioonide spetsiifilistele geenivariantidele, mis vajaksid pdhjalikumat kasitlust.
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Euroopa populatsioonide ATP7B sagedaseimaks patogeenseks mutatsiooniks loetakse
p.-H1069Q mutatsiooni, mis on patogeenseks mérgitud ka kdesolevas t66s. EGV geenidoonorite
andmestike kohaselt tuvastati NGSi andmete alusel nimetatud mutatsiooni suhtes 64
heterosiigootset indiviidi ning imputatsiooni andmete alusel 1957 heterosiigooti ja 6
alternatiivset homosiigooti. Tulevikus tuleks kindlasti antud arvud teise meetodiga (nt Sangeri
sekveneerimine) iile kontrollida. Vaartuslikku informatsiooni pakuks ka nende indiviidide
fenotiitipide uurimine koos genotiiiipidega, eriti neil, kel esineb H1069Q mutatsioon trans-
asendis mone teise patogeense voi toendoliselt patogeense geenivariandiga. Mainimisvairne on
ka toik, et imputeerimise andmete kohaselt oleks EGV kohordis H1069Q mutatsiooni MAF
0,0065, mis iiletab ACMG juhiste jargi maksimaalset eeldatava patogeense variandi sagedust
(0,0054), kuid ometi on tegemist ATP7B geeni kdige paremini tdendatud patogeense

geenivariandiga.

Edasi wvaliti koos juhendajaga vélja RHK-10 (Rahvusvaheline Haiguste Klassifikaator-10)
koodid (lisa 4), mida voiks seostada Wilsoni tdvega ning mille alusel oleks vdimalik otsida
geenidoonorite hulgast neid, kel v3iks potentsiaalselt olla Wilsoni tdve fenotiilip, kuid kellel on

see haigus otseselt diagnoosimata.

Koodid jagati 3 klassi 14bi todtatud Wilsoni tove kohase kirjanduse alusel: defineeriv tunnus
ehk I jargu tunnus, II jargu tunnus ja III jirgu tunnus. I jargu tunnusteks valiti need, mis kdige
tapsemalt voiksid kirjeldada Wilsoni tdove fenotiilipi, II jargu tunnusteks Wilsoni tdve
fenotiitibiga sageli seostatavad, aga vihem spetsiifilised tunnused, ning III jargu tunnusteks
madrati kdige ebamiirasemad tunnused. Tabelisse on lisatud ka IV jargu tunnuste veerg, kuhu
on tehtud mérge nende tunnuste kohta, mis on piisavalt ebaspetsiifilised ning laialdaselt
esinevad, nii et neid vdiks pigem lugeda uuritavate seas Wilsoni tdve diagnoosi vilistavaks

tunnuseks voi rakendada vilistavana kontrollgrupi puhastamiseks.

EGYV andmebaasi kogutud fenotiiiibiandmetes kajastuvad diagnoosikoodid, mille algallikateks
on Inimgeeniuuringute seaduse alusel geenidoonori {itluste ja tema kohta raviasutuses hoitavate
andmete pohjal geenidoonoriks saamisel koostatud terviseseisundi kirjeldused, mida on
perioodiliselt tdiendatud teistest andmebaasidest (Eesti Haigekassa, Tervise infosilisteem, Tartu
Ulikooli Kliinikum, Pdhja-Eesti Regionaalhaigla, Surma pdhjuste register ja Vihiregister), kui

geenidoonor pole seda keelanud.
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To66 juhendaja tegi Eesti Geenivaramu andmebaasist viljavotte (veerud 7-11 lisas 4), kus on
maérgitud diagnoosikoodidele vastavate isikute arvud geenidoonorite hulgas koodide mainimise
sageduse jargi (mainitud 1 kord, mainitud mitu korda kuni 1 aasta jooksul, mainitud mitu korda
rohkem kui 5 aasta jooksul). EGV andmebaasist tehtud véljavote kajastas 10.07.2020 seisuga
kokku 162 727 indiviidi fenotiilibiandmeid ja holmas 15 186 erinevat RHK-10 koodi.

Wilsoni tdbe tihistavaks koodiks RHK-10 jirgi on E83.0 (vaseainevahetuse hdired, sealhulgas
Menkese tobi ja Wilsoni tdbi), EGV andmebaasis leidus seda koodi kokku 32 indiviidil ning
neist vaid tihel oli lisatud kood E83.0 3, mis tdhistas just Wilsoni tobe. Siit tuleb vilja, et
Wilsoni tdve diagnoosimine vajaks kliinilistele andmetele lisaks ka genotiiiibiandmeid, et
aladiagnoosimist vdhendada ning et tdiendavad uuringud on vajalikud indiviididele, kelle

fenotiiiip ja genotiilip koos viitavad Wilsoni tdve kahtlusele.

Defineerivateks ehk I jargu tunnusteks médrati 8 tunnust: vaseainevahetuse héired (sh Menkese
ja Wilsoni tobi), Wilsoni tobi, parkinsonism mujal klassifitseeritud haiguste korral,
ekstrapiiramidaal- ja liigutushdired mujal klassifitseeritud haiguste korral, muud tipsustatud
maksahaigused, raskmetallide tekkene nefropaatia, neeru tubulointerstitsiaal-haigusseisundid
ainevanetushaiguste (sh Wilsoni tove) korral, vere mineraalaine (sh vask) taseme hélbeline leid.
Defineerivate tunnuste kaudu on voimalik leida esmane minimaalne valim EGV kohordist,

mida tulevikus genotiilibiandmete jérgi edasi uurida.
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KOKKUVOTE

Wilsoni tobe pohjustava defektse ATP7B geeni mutatsioonispekter on lai ning sageli soltuv
paritolupopulatsioonist. Tegemist on haigusega, mille varieeruv penetrantsus ja mitmekesine
stimptomaatika raskendavad diagnoosimist ning seetdttu voivad Wilsoni tdve juhud jdéda sageli
diagnoosimata. Oigeaegne diagnoos ja ravi on aga viga olulised, kuna see pirilik haigus on
raviga tdielikult kontrollitav, seevastu ravimata jatmisel voib olla tulemus elukvaliteeti oluliselt

halvendav voi letaalne.

ATP7B geen figureerib alates 2016. aastast Ameerika Uhendriikide meditsiinigeneetika
kolleegiumi ACMG nimekirjas, kus on geenid, mida tuleks soovituslikult patsiendile
raporteerida sekundaarsete leidudena, kui leitud on nende patogeenne voi tdendoliselt
patogeenne geenivariant. ACMG ja AMP on 2015. aastal avaldanud juhendi, mille alusel on
voimalik variandi péritolupopulatsiooni, alleelide, bioinformaatiliste ja ennustuslike andmete
ning funktsionaalsete uuringute alusel klassifitseerida geenivariandid vastavasse patogeensuse

klassi. Seda juhendit on jargitud ka antud t66s.
T60s leitud olulisemad tulemused on jargnevad:

o Kiesolevas to0s tootati vilja algoritm, mille pohjal sdeluti Eesti Geenivaramu
geenidoonorite andmestikest vilja 106 teaduslikult huvipakkuvat ATP7B geenivarianti.

e EGV kohordis esinenud ATP7B geenivariantidest hinnati ACMG juhiste jirgi 46
varianti patogeenseks voi toendoliselt patogeenseks.

e EGV kohordi fenotiitibi andmed RHK-10 koodide alusel néitasid, et on pohjust arvata,
et Wilsoni tobi on Eestis aladiagnoositud ning et diagnoosimisel on oluline arvestada ka
genotiiiibiandmeid.

e Tulevikus on antud t66 pohjal vdimalik edasi minna Wilsoni tdve uurimisega EGV
geenidoonorite andmestike alusel, kasutades siin védlja toodud kriteeriume valimi
defineerimiseks. Soovituslik on esmajdrjekorras tdhelepanu pdodrata patogeense voi
toendoliselt patogeense geenivariandi suhtes alternatiivsetele homosiigootidele ning
heterosiigootidele, kellel on H1069Q mutatsioon trans-asendis teise patogeense voi

toendoliselt patogeense ATP7B geenivariandiga.
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ATP7B gene: mutation spectrum in the Estonian Biobank cohort

Miriam Nurm

Summary

Wilson’s disease is an autosomal recessive disorder that is caused by a defect in the ATP7B
gene. The ATP7B protein is responsible for the intracellular transport of copper and a deficiency
in the protein’s structure or function may cause an excessive copper buildup in cells, resulting
most often in neurodegeneration and liver dysfunction. Wilson’s disease is one of the few
hereditary diseases that has readily available lifelong treatment; however, when diagnosis or
treatment are delayed, the consequences may be severely damaging to one’s quality of life or
even lethal. As such, it is very important to detect the individuals potentially affected by the

disease as early as possible.

More than 1 000 mutations have been found in the ATP7B gene with the missense mutation
p.-H1069Q being the most frequent pathogenic mutation in European populations. The
American College of Medical Genetics (ACMG) has published the guidelines necessary for the
classification of gene variants based on their pathogenicity in 2015. The ACMG added the
ATP7B gene to their recommended list of genes to report as secondary findings in 2016,
suggesting that both pathogenic and likely pathogenic variants of ATP7B should be reported.

The aim of this thesis was to compose a comprehensive and up to date review of Wilson’s
disease in Estonian, to map potential pathogenic variants in the Estonian Genome Center cohort,
which is representative of the Estonian population, and to determine whether the biobank’s

phenotype data could be used to carry out further studies on Wilson’s disease in Estonia.

The main findings of this study were the identification of 106 ATP7B gene variants of interest
in the Estonian population, the ACMG guidelines based classification of 46 pathogenic or likely
pathogenic variants present in the cohort as well as the fact that based on both genotype and
phenotype data, Wilson’s disease is likely underdiagnosed in Estonia. It was concluded that the
genotype and phenotype data collected by the Estonian Genome Center would be sufficient to
launch a pilot project for reporting variants found in the ATP7B gene with primary interest in
individuals who are compound heterozygotes for the H1069Q mutation with an additional
pathogenic or likely pathogenic variant in trans and alternative homozygotes for other

pathogenic or likely pathogenic variants.
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TANUSONAD

Soovin tdnada oma suurepdrast juhendajat Anu Reigot pohjalikkuse eest t66 juhendamisel ja

plihendumuse eest minu harimisel teadusliku rohujuure tasandist alates viimase 4 aasta jooksul.

Lisaks tdnan Margit Noukast genotiiiibiandmete véljavotte ja selgituste eest ning Eesti
Geenivaramu meditsiinigenoomika td6grupi litkmeid Marili Paloveri ja Tiit Nikopensiust
pohjalike arutelude ja uute moistete selgitamise eest. Soovin tdnada ka todgrupi juhti Neeme
Tonissoni voimaluse eest osaleda praktikas rakendatava lahenduse véljatootamisel, millest

oleks otseselt kasu uuringus osalevate inimeste tervisele.
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LISAD

Lisa 1. Patogeensete variantide klassifikatsiooni kriteeriumid Richards jt. (2015) jérgi.

Vaga tugev argument patogeensuse poolt
PVS1 Null-variant (nonsenss- voi raaminihkemutatsioon, peatranskriptil +/- 1 véi 2 splaiss-saiti
vOi koodonit, tihe v6i mitme eksoni deletsioon) geenis, kus funktsiooni kaotus (ingl loss of
function, LOF) on teadaolev haiguse toimemehhanism
Erandid:
e Ettevaatust tasub rakendada geenide korral, kus LOF ei ole teadaolev haiguse
toimemehhanism
e Ettevaatust tasub rakendada LOF variantide puhul, mis asuvad geeni 3' otsas
e Ettevaatust tasub rakendada splaiss-variantide korral, mille tulemusena jaetakse
ekson vahele, kuid Glejdanud valk jadb puutumata
e Ettevaatust tasub rakendada, kui geenil on rohkem kui (ks transkript
Tugev argument patogeensuse poolt
PS1 Sama aminohappevahetus kui juba kinnitatud patogeensel variandil,
nukleotiidimuutusest olenemata
Erand: Ettevaatust tasub rakendada muutuste puhul, mis mdjuvad pigem splaissingu
tasemel kui aminohappe/valgu tasemel

PS2 De novo (haigel patsiendil on kontrollitud nii ema kui ka isa genotiilp ning puuduvad
juhtumid perekonnas)
PS3 Hasti tdendatud in vitro vai in vivo funktsionaalsed uuringud, mis kinnitavad geeni voi

geeni produkti kahjulikkust
Markus: eelistatud on valideeritud funktsionaalsed uuringud, mida on vdimalik korrata
ning mis on usaldusvaarsed kliinilises diagnostikas

PS4 Variandi levimus simptomitega isikutel on oluliselt suurem kui kontrollidel
Markus 1: Suhteline risk (RR) vGi Sansside suhe (OR) (nagu naidatud juhtumianalldsides)
peab olema lle 5.0 ning RR v&i OR hinnangule ligilahedane usaldusvahemik (Cl) ei sisalda
1.0. Richards jt. (2015) on vélja toodud detailid.
Markus 2: vdga harvade variantide puhul v6ib kasutada médduka téendusena ka variandi
esinemist mitmel omavahel mitte seotud, sama fenotilbiga patsiendil ja kontrollil, kui
juht-kontrolluuringutes ei tuvastata statistiliselt olulist erinevust

Mo606dukas argument patogeensuse poolt

PM1 Variant asub mutatsioonilises sélmpunktis ja/voi kriitilises ning hasti uuritud
funktsionaalses domeenis ja tegemist pole healoomulise variatsiooniga

PM2 Variant puudub Exome Sequencing Project, 1000 Genomes vdi EXAC kontrollidest (vGi on
vaga madala sagedusega, kui haigus on retsessiivne) (vdke Richards jt., 2015)
Erand: Populatsiooni andmed indelite kohta vdivad olla puudulikud NGS-i kasutades

PM3 Kui tegemist on retsessiivse haigusega, siis kvalifitseeruvad PM3 alla variandid, mida
tuvastatakse trans asendis patogeense variandiga
Markus: vajab kas patsiendi vanemate voi jarglaste testimist

PM4 Valgu pikkus muutub raaminihke deletsiooni voi insertsiooni tottu mittekorduvas
regioonis voi stopp-koodonist tingitud kao tottu

PM5 Varasemalt kirjeldamata missenss-mutatsioon aminohappe jaagis, kus on varem leitud
moni teine patogeenne missenss-mutatsioon
Erand: Ettevaatust tasub rakendada variantide puhul, mis mdjuvad pigem splaissingu
tasemel kui aminohappe/valgu tasemel

PM6 Arvatav de novo mutatsioon, aga ilma isa ja ema genotuupide testimiseta
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Patogeensust toetav argument

PP1

PP2

PP3

PP4

PP5

Haiguse kosegregatsioon mitme slimptomaatilise pereliikmega ning geenis, mis on
kindlalt tuvastatud selle haiguse pdhjustajana

Markus: voib kasutada tugevama argumendina, kui segregatsiooni andmeid selle haiguse
kohta on rohkem

Missenss-mutatsioon geenis, kus esineb vahe healoomuliseid missenss-mutatsioone ning
kus missenss-mutatsioonid on sageli haiguse pdhjustajaks

Mitu erinevat bioinformaatilist tdendust, mis viitavad geeni voi geeniprodukti
kahjulikkusele (evolutsiooniline konservatsioon, splaissingu majud jne)

Markus: igat in silico algoritmi ei saa lugeda eraldi kriteeriumiks. PP3 vdib kasutada ainult
Uhe korra variandile hinnangu andmisel.

Patsiendi fenotllp voi perekonna anamnees sobib spetsiifiliselt kokku haigusega, mis on
teadaolevalt pShjustatud tihe geeni poolt

Usaldusvaarse allika kohaselt on variant patogeenne, aga téendusmaterjal pole
kattesaadav iseseisva hinnangu andmiseks
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Lisa 2. Variantide patogeensuse klassifikatsioon ACMG ja AMP juhendi klassidesse koodide
alusel, Richards jt. (2015) jargi.

Patogeensuse klassifikatsioon Argumendid Alaargumendid

Patogeenne (ingl pathogenic) 1.1vagatugev (PVS1) | a. =1 tugev (PS1-PS4)
JA VOl

b. >2 modddukat (PM1-
PM6) VOI

c. 1 mdodukas (PM1-
PM6) JA 1 toetav (PP1-
PP5) VOI

d. >2 toetavat (PP1-PP5)

2. >2 tugevat (PS1-PS4)
VOI

3. 1tugev (PS1-PS4) JA

a. >3 moddukat (PM1-
PM6) VOI

b. 2 mdbdukat (PM1—
PM6) JA >2 toetavat
(PP1-PP5) VOI

c. 1 mdddukas (PM1-

PMG6) JA >4 toetavat
(PP1-PP5)
Toendoliselt patogeenne (ingl 1. 1 véga tugev (PVS1)
likely pathogenic) JA 1 mdoddukas (PM1-
PM6) VOI

2. 1 tugev (PS1-PS4) JA
1-2 mdddukat (PM1-
PM6) VOI
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3.1 tugev (PS1-PS4) JA
>2 toetavat (PP1-PP5)
VOI

4. >3 moddukat (PM1-
PM6) VOI

5. 2 mdddukat (PM1-
PM6) JA >2 toetavat
(PP1-PP5) VOI

6. 1 méddukas (PM1-
PM6) JA >4 toetavat
(PP1-PP5)

Kahjutu (ingl benign) 1. 1iseseisev (ingl
stand-alone) (BA1) VOI

2.>2 tugevat (BS1-BS4)

Toendoliselt kahjutu (ingl likely | 1. 1 tugev (BS1-BS4)
benign) JA 1 toetav (BP1-BP7)
VOI

2.>2 toetavat (BP1-
BP7)

*Variandi peaks paigutama teadmata téhtsusega (ingl uncertain significance) klassi, kui
variant ei vasta siintoodud kriteeriumitele voi kui kahjutuse ja patogeensuse argumendid on
omavabhel vastuolus.
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Lisa 3. Eesti geenivaramu kohordi geeniandmestike esmasel skriinimisel ATP7B (ENSG00000123191; HGNC:870; MIM:606882) geenis leitud ja ACMG
juhiste jargi antud t60s patogeenseks voi tdendoliselt patogeenseks klassifitseeritud variandid. Kdik variandid asuvad pohitranskriptil ENST00000242839.10
(NM_000053.4). Legend: P — patogeenne, TP — tdendoliselt patogeenne, VK — vastukéiv informatsioon.

Positsioon Nukleotiidi(de) | Aminohappe WilsonGen | ClinVar | Antud t66
GRCh37 chr 13 | SNP/indel ID |vahetus vahetus Mutatsioon hinnang hinnang | hinnang ACMG koodid
52508981 | rs768833241 C.4309A>T p.Lys1437* enneaegne stopp-koodon |- - P PVS1 PM1 PM2 PM4 PP5
52509765 | rs776848753 c.4088C>T p.Ser1363Phe missenss-mutatsioon VUS TP/P P PS1 PM2 PM3 PP3 PP4 PP5
52509795 | rs193922110 c.4058G>A p.Trpl353* enneaegne stopp-koodon |P TP/P P PVS1 PS1 PM2 PM4 PP3 PP5
52511478 | rs193922109 €.3955C>T p.Arg1319* enneaegne stopp-koodon |P P P PVS1 PS1 PM1 PM4 PP3 PP5
52511484 | rs1057516228 | ¢.3948delG p.Thrl317fs raaminihkemutatsioon P TP P PVS1 PM1 PM2 PM4 PP3
52511620 | rs749472361 €.3895C>T p.Leul299Val missenss-mutatsioon - - TP PM1 PM2 PM5 PP3
52511697 | rs758355520 €.3818C>T p.Prol273Leu missenss-mutatsioon P P TP PS1 PM1 PP3 PP6
52511706 | rs121907990 ¢.3809A>G p.Asn1270Ser missenss-mutatsioon P P TP PS1 PM1 PM3 PP3
52511714 | rs1057516740 | c.3800delA p.Aspl267fs raaminihkemutatsioon P TP P PVS1 PM1 PM2 PM4 PP3
52511719 | rs121907992 €.3796G>A p.Gly1266Arg missenss-mutatsioon P P P PS1 PS3 PM1 PM2 PM3 PP3 PP4 PP5
52513198 | rs200911496 €.3688A>G p.lle1230Val missenss-mutatsioon TP VK TP PM2 PM3 PP3 PP4
52513227 | rs193922107 €.3659C>T p.Thr1220Met missenss-mutatsioon TP TP/P P PS1 PM1 PM2 PM3 PP3 PP5
52513240 | rs776280797 €.3646G>A p.Vall216Met missenss-mutatsioon TP TP/P TP PM1 PM3 PP3 PP4 PP5
52513288 | rs786204658 €.3598C>T p.GIn1200* enneaegne stopp-koodon | P TP P PVS1 PM1 PM2 PP3
missenss-mutatsioon ja

52515217 | rs786204547 €.3556G>C p.Glyl186Arg splaissregiooni variant TP TP/P TP PM1 PM2 PM3 PP3 PP4 PP5
52515330 | rs60431989 €.3443T>C p.11e1148Thr missenss-mutatsioon TP P P PS1 PM1 PM2 PP3 PP5
52516531 | rs137853281 | ¢.3402delC p.Alal135fs raaminihkemutatsioon P P P PVS1 PS1 PM1 PM2 PM4 PP3 PP4 PP5

€.3368_3393delC

GGCCAGTCAC

CTGAATGAGG
52516540 | rs1312634432 | CTGGC p.Pro1123fs raaminihkemutatsioon - - P PVS1 PM2 PP3
52518281 | rs76151636 €.3207C>A p.His1069GIn missenss-mutatsioon P P P PS1 PS3 PS4 PM1 PP1 PP3 PP4 PP5
52518297 | rs374094065 €.3191A>C p.Glul064Ala missenss-mutatsioon TP TP/P P PS1 PM1 PM3 PM5 PP1 PP3 PP4 PP5
52518367 | rs746485916 €.3121C>T p.Argl041Trp missenss-mutatsioon TP TP/P P PS1 PM1 PM2 PM3 PP3 PP4 PP5
52520469 | rs587783307 ¢.3011A>C p.GIn1004Pro missenss-mutatsioon TP P P PS1 PM1 PM2 PP3 PP5
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Positsioon Nukleotiidi(de) | Aminohappe WilsonGen | ClinVar | Antud t66

GRCh37 chr 13 | SNP/indel ID |vahetus vahetus Mutatsioon hinnang hinnang | hinnang ACMG koodid
52520472 | rs775055397 €.3008C>T p.Alal003Val missenss-mutatsioon TP TP/P TP PS1 PM1 PP3 PP4 PP5
52520473 | rs201497300 €.3007G>A p.Alal003Thr missenss-mutatsioon P TP/P P PS1 PM1 PM2 PM3 PP1 PP3 PP4 PP5

splaissdoonor ja introni
52523797 | rs587783306 €.2865+1G>A - variant P TP/P P PVS1 PM2 PP3
52523835 | rs779323689 €.2828G>A p.Gly943Asp missenss-mutatsioon TP TP/P P PS1 PM1 PM2 PP3 PP4 PP5
52523859 | rs750019452 €.2804C>T p.Thr935Met missenss-mutatsioon TP TP/P P PS1 PS4 PM1 PM2 PM3 PP3 PP4 PP5
52523908 | rs121907993 €.2755C>G p.Arg919Gly missenss-mutatsioon TP/P P P PS1 PM1 PM2 PM3 PP3 PP4 PP5
splaissdoonor ja introni
52524142 | rs1057516425 | c.2730+1G>A - variant P TP P PVS1 PM2 PP3
PVS1 PS1 PM1 PM2 PM3 PM4 PP3
52524450 | rs755709270 €.2532delA p.Val845fs raaminihkemutatsioon P P P PP4 PP5
52532466 | rs137853283 €.2336G>A p.Trp779* enneaegne stopp-koodon |P P P PVS1 PS1 PM1 PM2 PP3 PP4 PP5
52532469 | rs28942074 €.2333G>T p.Arg778Leu missenss-mutatsioon P P P PS1 PM1 PM2 PM3 PP3 PP4 PP5
52532497 | rs137853287 €.2304dupC p.Met769fs raaminihkemutatsioon P P P PVS1 PS1 PM1 PM4 PP1 PP3 PP4 PP5
52532497 | rs193922103 €.2305A>G p.Met769Val missenss-mutatsioon VUS TP/P P PS3 PM1 PM2 PM3 PP3 PP4 PP5
52532509 | rs28942075 €.2293G>A p.Asp765Asn missenss-mutatsioon VUS P P PS1 PM1 PM2 PP3 PP5
52532674 | rs137853285 €.2128G>A p.Gly710Ser missenss-mutatsioon TP P P PS1 PM1 PM2 PM3 PP3 PP4 PP5
52536042 | rs587783299 c.1877G>C p.Gly626Ala missenss-mutatsioon TP VK TP PM1 PM3 PP3 PP4 PP5
€.1745 1746delT

52539130 | rs753962912 A p.lle582fs raaminihkemutatsioon P TP/P P PVS1 PM1 PM2 PM4 PP3 PP4 PP5
52542657 | rs766906034 €.1630C>T p.GIn544* enneaegne stopp-koodon | P - P PVS1 PM1 PM2 PP3
52544701 | rs778675259 c.1470C>A p.Cys490* enneaegne stopp-koodon | P TP/P P PVS1 PM1 PM2 PP3 PP5
52548491 | rs121907999 €.865C>T p.GIn289* enneaegne stopp-koodon | P TP/P P PVS1 PM2 PP3 PP4 PP5
52548543 | rs572147914 €.813C>A p.Cys271* enneaegne stopp-koodon | P P P PVS1 PS1 PP3 PP4 PP5
52548698 | rs1229196914 | c.658G>T p.Gly220* enneaegne stopp-koodon | - - P PVS1 PM2 PP3
52549042 | rs753236073 c.314C>A p.Serl05* enneaegne stopp-koodon | P P P PVS1 PM1 PM2 PM3 PP3 PP5
52549102 | rs786204643 €.254G>T p.Gly85Val missenss-mutatsioon P TP TP PS3 PM1 PM2 PP3
52549234 | rs201738967 €.122A>G p.Asn41Ser missenss-mutatsioon TP TP/P P PS1 PS3 PM3 PP3 PP4 PP5
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Lisa 4. Wilsoni tobi ja selle tunnuseid kajastavad RHK-10 koodid Eesti geenivaramu
koondatud fenotiiiibiandmetes. Tunnuse jargud kahanevas spetsiifilisuse jarjekorras: I ehk
defineeriv, Il ehk vahem spetsiifiline, III ehk mittespetsiifiline, IV ehk véimalik vilistav tunnus.
Veerus ,,Minimaalne esmane valim‘ on minimaalne voimalik isikute arv koodirea 16ikes, kellel
esineb defineerivaid tunnuseid mitu korda. Halli vérviga méargistatud lahtrites on isikute arvud,
kellel vastav diagnoos on mérgitud vaid tihel korral kogu andmestikus voi kellel on teada mingi
spetsiifiline teine diagnoos sama koodi raames. Liihend ,,dgn* = diagnoos.

= Tunnuse jark | Vastava diagnoosiga isikuid | g

2 - 15| ¢

= | 2 2| 2

g5 Diagnoosi nimetus E =| %3 R

7 S 2l 29| 22| =

o 4 =2l 25| 5= <

g 5| B8 B2 E

= S-S = 2| E

a S =

I |1 | IV

D59.8* | Muud omandatud hemoliiiitilised aneemiad 13 5 9 3
D59.9* | Tapsustamata omandatud hemoliiiitilised aneemiad 26 16 24 0

E83.0* | Vaseainevahetuse hiired (sh Menkese ja Wilsoni tdbi) 32 19 26 51 31

E83.0_3 | Wilsoni tobi 1 0 0 1| 1
F32 Depressiivne episood e. depressioon X 18230 | 847211631 | 3293
F32* Depressiivne episood e. depressioon X 31812 | 10789 | 17562 | 7841
F33 Korduyv depressiivne hiire e korduv depressioon X 4667| 2038 | 2841| 867
F33* Korduv depressiivne hiire e korduv depressioon X 11552 3120| 5521 3366
F34 Piisivad meeleoluhéired X 1278 594| 8l16| 223
F34* Piisivad meeleoluhiired X 1894 858 | 1246| 292
F38 Muud meeleoluhéired X 712 459 560 60
F38* Muud meeleoluhéired X 998 645 799 75
F39* Téapsustamata meeleoluhiire X 664 452 569 23
G21.8* | Muu sekundaarne parkinsonism 29 8 21 4
G21.9* | Tépsustamata sekundaarne parkinsonism 67 40 58 2

G22%* Parkinsonism mujal klassifitseeritud haiguste korral 15 8 13 0] 13
G24 Diistoonia 1095 776 | 879 90
G24* Diistoonia 2209 | 1342 1648 | 252
G24.8* | Muu diistoonia X 586 349 | 461 45
G24.9* | Tépsustamata diistoonia X 420 306 367 17
G25 Muud ekstrapiiramidaal- ja liigutushéired 172 100 128 18
G25%* Muud ekstrapiiramidaal- ja liigutushéired 2646 | 1010| 1881 | 317
G25.0* | Essentsiaalne treemor 1196 478 843 158
G25.0 2 | Perekondlik treemor X 3 0 0 2
G25.2* | Treemori muud tépsustatud vormid X 288 131 218 18
G25.2 2 | Intensioontreemor e pingsusvérisemine X 14 2 4 7
G25.3* | Miiokloonus X 52 27 43 1
G25.5* | Muu korea 15 6 12 2
G25.8 Muud tipsustatud ekstrapiiramidaal- ja liigutushéired 845 344 622 71
G25.8* | Muud tdpsustatud ekstrapiiramidaal- ja liigutushiired 992 341 721 88
(G25.8 2 | Rahutute jalgade siindroom X 180 2 133 10
G25.9* | Tépsustamata ekstrapiiramidaal- ja liigutushéire X 264 157 228 8

Ekstrapiiramidaal- ja liigutushdired mujal
G26* klassifitseeritud haiguste korral 13 6 9 1] 10




Miiokardiit mujal klassifitseeritud muude haiguste

141.8* | korral X 120 94 112 1
K72 Mujal klassifitseerimata maksapuudulikkus X 45 29 37 3
K72* Mujal klassifitseerimata maksapuudulikkus X 219 110 200 6
K72.0* | Age ja alaige maksapuudulikkus X 65 35 65 0
K72.1* | Krooniline maksapuudulikkus X 42 17 37 1
K72.9*% | Tépsustamata maksapuudulikkus X 87 50 84 1
Mujal klassifitseerimata krooniline hepatiit e
K73 maksapdletik X 362 230 281 35
Mujal klassifitseerimata krooniline hepatiit e
K73* maksapdletik X 1215 647| 881 150
K73.0* | Mujal klassifitseerimata krooniline piisiv hepatiit X 117 78 96 9
K73.1* | Mujal klassifitseerimata krooniline lobulaarhepatiit X 12 9 11 0
K73.2* | Mujal klassifitseerimata krooniline aktiivhepatiit X 83 22 39 24
K73.8* | Mujal klassifitseerimata muu krooniline hepatiit X 189 101 141 19
K73.9% | Tdpsustamata krooniline hepatiit X 671 383 532 50
K74.0* | Maksafibroos X 56 30 45 3
K74.1* | Maksaskleroos X 13 10 12 0
K74.2* | Maksafibroos maksaskleroosiga X 17 1 9 4
K74.6* | Muu ja tdpsustamata maksatsirroos X 230 57 133 48
K74.6 7 | Portaal(maksa)tsirroos 1 0 0 0
Muud tapsustatud maksapdletikud (sh
K75.8* | mittealkohoolne steatohepatiit) 91 45 72 7
K75.9* | Tépsustamata maksapdletik 511 303 | 463 6
K75.9 2| Teisiti tdpsustamata hepatiit 10 10 10 0
K76 Muud maksahaigused 780 494 | 650 42
K76* Muud maksahaigused 4753 2216 3462| 515
K76.0* | Mujal klassifitseerimata rasvastunud maks 2795 1319| 2057| 270
K76.7* | Hepatorenaalsiindroom 80 46 76 0
K76.8* | Muud tipsustatud maksahaigused 579 329 474 40(514
K76.9* | Tépsustamata maksahaigus X 1129 705 975 41
N14.3* | Raskmetallide tekkene nefropaatia 1 1 1 0 1
Neeru tubulointerstitsiaal-haigusseisundid
N16.3* | ainevanetushaiguste (sh Wilsoni tove) korral 6 3 5 0 5
Neeru tubulointerstitsiaal-haigusseisundid muude
N16.8* | mujal klassifitseeritud haiguste korral X 26 18 24 1
R17* Téapsustamata ikterus e kollatobi X 478 415 471 4
R25 Ebanormaalsed tahtmatud liigutused X 48 39 45 1
R25* Ebanormaalsed tahtmatud liigutused X 1038 801 966 17
R26 Konnaku ja liikuvuse ebanormaalsused X 43 32 41 2
R26* Kodnnaku ja liikkuvuse ebanormaalsused X 273 172 239 5
R47 Mujal klassifitseerimata konehéired X 121 87 108 7
R47* Mujal klassifitseerimata kdnehéired X 965 373 769 67
R47.8* | Muud ja tdpsustamata konehdired X 219 136 198 4
R78.7* | Raskmetallide (sh vask) taseme hélbeline leid veres X 3 1 2 0
R79.0 Vere mineraalaine (sh. vask) taseme hélbeline leid 92 65 84 0] 84
R79.0 4 | Raua taseme hilbeline leid veres 1 0 0 1
R82.3* | Verevirvnikkusesus e hemoglobinuuria X 8 5 8 0
Peamiselt mittemeditsiinilise paritoluga ainete (sh
R82.6* |raskmetallide, sh vase) uriinitasemete hdlbelised leiud X 3 2 2 0
R94.5* | Maksatalitluse uuringuleidude hilbed X 189 125 165 3
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