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Abstrakt

Osteogenesis imperfecta (OI), alebo chorobna lamavost’ kosti, je vd¢§inou dominantne
dedi¢né ochorenie, ale existuju aj recesivne formy, a tieZ mdze vznikat’ de novo mutéciami.

V sucasnej dobe rozoznavame osem typov OlI, z ktorych najmierne;jsi je typ [ a najzavaznejsi
periletalny typ II.

Toto ochorenie spdsobuji mutacie v génoch pre kolagén typu I, COL1A1 a COL1A2.
Najcastejsie sa vyskytuju jednobazové zameny, ktoré sposobia substituciu glycinu za int
aminokyselinu. Tym sa narusi opakovanie Gly-Xaa-Yaa tripletov, ¢o vyusti v nadmernt
posttransla¢ni modifikaciu o retazcov, a znizi extracelularnu sekréciu kolagénovych molekul,
alebo znemozni spravne skladanie kolagénovych triplehelixov.

Molekula kolagénu typu I pozostava z dvoch al retazcov a jedného a2 ret'azca, takze
glycinové substitticie v al ret'azci maju vo vieobecnosti zavaznejsi charakter ako v a2. Avsak
mutacie v COL1A2 géne sposobuju OI-I len asi v 9% pripadov. Tento typ je skor sposobeny
»null-allele* mutaciami v COL1A1 géne, ktoré vyustuju v sekréciu asi poloviéného mnozstva
al retazcov. Mutacie v COL1A2 su vi¢sinou neletalne, letalne sa vyskytuja blizsie ku
karboxylovému koncu molekuly, na ktorom sa nachadza osem letalnych skupin substiticii
glycinu.

Tato praca zhriiuje poznatky z roznych doteraz uverejnenych §tadii, mutécie v nich
uverejnené a ich vzt'ah k fenotypu pacientov s OI. Su tu popisané rézne mutécie, ktoré
sposobuju odlisny fenotyp, hoci je ten isty glycin substituovany rovnakou aminokyselinou, ¢o
naznacuje rolu uréitych epigenetickych faktorov. Dalej boli objavené aj rozne mutaéné hot
spoty, v ktorych sa substiticie glycinu vyskytuja vo véc¢Sej miere ako v ostatnych miestach.

Avsak tplné pochopenie vzt'ahu genotyp-fenotyp pri poruche Ol stale ¢aka na odhalenie.

KPucové slova: osteogenesis imperfecta, COL1A2, kolagén, kolagenopatie, mutacie

Abstract

Osteogenesis imperfecta, or fragile bone disease, is mostly dominant heritable disorder,
but there are some recessive forms, and also can be result from de novo mutation. Recently

we recognize eight types of OI with the mildest type [ and most severe perinatal lethal type II.



This disease is caused by mutations in type I collagen genes, COL1A1 and COL1A2.
The most common mutations are single base changes, which result in substitution for glycin
by another amino acid. This disrupts the repeating of Gly-Xaa-Yaa triplets, which results in
overmodification of o chains, and decreases extracelular secretion of collagen molecules or
thwarts the right collagen triplehelix self-assembly.

The collagen type I molecule consists of two a1 chains and one a2 chain, so the glycin
substitutions in a1 chain have generally more severe phenotype than in a2 chain. However the
mutations in COL1A2 gene cause OI-I just in about 9% of all cases. This type is rather caused
by “null-allele” mutation in COL1A1 gene, which results in about half amount secretion of al
chains. The mutations in COL1A2 gene are predominantly nonlethal, lethal occur closer to the
carboxyl-terminal end of molecule, where eight lethal glycin substitution clusters are situated.

This work collects the knowledge from many different published studies in which the
mutations are described and their relationship to the phenotype of Ol patients. The diverse
mutations cause a different phenotype, although the same glycin is substituted by the same
amino acid. This indicates the role of some epigenetic factors. There were also discovered
some mutation hot spots, where the glycin substitutions occur more often than in another parts
of molecule. But the entire understanding of the genotype-phenotype relationship of Ol

disorder is still waiting to reveal.

Key words: osteogenesis imperfecta, COL1A2, collagen, collagenopathies, mutations



1. VSeobecny uvod o kolagénopatiach

Extracelularna matrix je nevyhnutna pre spravne fungovanie chrupaviek a kosti. (6)
Najpocetnejsie v nej si kolagény, ktoré su homomerické alebo heteromerické trojSroubovice
troch kolagénovych retazcov. Hlavna sucast’ extracelularnej matrix kosti je kolagén typu I
(Kornak a Mundlos, 2003). Mutacie v tomto kolagéne zapri€iniuju dve klinicky odli§né entity:
osteogenesis imperfecta, ktorej hlavnym znakom je lamavost’ kosti, a typ VII Ehlers-
Danlosovho syndrému, vzacny, dominantny stav charakterizovany dislokaciami kibov
(Tsipouras a Ramirez, 1987), hyperextensibilitou a priesvitnostou koze, l'ahkym vznikom
modrin a hypemobilitou kibov (Howard, 1990).

Kolagén typu II je hlavnou kolagénovou sucast’ou chrupavkovej matrix (Reginato
a Olsen, 2002). Sucasny zoznam klinickych foriem mutacii v kolagéne typu II zahriiuje
achondrogenesis ((Eyre et al., 1986; Vissing et al., 1989), hypochondrogenesis (Bogaert et al.,
1992; Horton et al., 1992), Kniestovu dysplaziu (Wilkin et al., 1993; Winterpacht et al., 1993;
Spranger et al., 1994), spondyloepifyzealnu dysplaziu congenita (SEDc) (Lee et al., 1989;
Tiller et al., 1990), spondyloepimetafyzealnu dysplaziu (SEMD) (Vikkula et al., 1993; Tiller
et al., 1993), dedi¢nt osteoartritidu (Ala-Kokko a Prockop, 1990; Katzenstein et al., 1992;
Williams et al., 1993; Winterpacht, v tlaci), Sticklerov syndrom (Ahmad et al., 1991, 1993)

a Wagnerov syndrém (Korkko et al., 1993). Tieto ochorenia vykazuju extrémne Siroké
rozpitie klinickej zavaznosti, od Sticklerovho a Wagnerovho syndromu na miernom konci,
ktoré st charakterizované oénymi patologiami a artropatiami, po perinatalne letdlne formy
achondrogenesis a hypochondrogenesis (Bogaert et al., 1994). Sticklerov syndrém zahriiuje
o¢né a kosterné zmeny, a ¢asto stratu sluchu (Godfrey, 1993). Kniest dysplazia je klinicky
charakterizovana disproporénym trpaslicizmom, roz$tepom podnebia, myopiou, postupujicou
stratou sluchu, artropatiou a skoliézou (Bogaert et al., 1994). Osteochondrodysplazie su
heterogénnou skupinou dysplazii kosti, ktoré si charakterizované abnormalnym rastom alebo
vyvojom chrupavky a/alebo kosti (Rimoin a Lachman, 1990).

Exon skipping v COL3A1 méze spdsobit’ EDS IV alebo arteridlnu aneurysmu
(Kuivaniemi et al., 1991; Richards et al., 1994).

Niektoré z chordb, ktoré patria do kategdrie kolagén formujucich ochoreni, st
chronické ochorenie srdcovych chlopni, atheroskler6za, prachové ochorenia pl'ic, chronicka
nefritida a cirh6za. Skrivenie chlopni a malfunkcia v chronickej reumatickej chorobe srdca je

hlavne nasledkom nadmerného ukladania kolagénu. V pl'icnom prachovom ochoreni je



ohrozena respira¢na zaloha odstranenim vlakien z alveolarnych vzduchovych priestorov.
Funk¢na dolezitost’ ukladania kolagénu je menej jasna v nefritide a cirhoze pecene (McGee

a Fallon). Hoci funkény vyznam kolagénu v normalnych a abnormalnych glomeruloch
nemoézZe byt’ bezvyznamny, ked’ sme si vedomi, Ze hlavnym proteinom zékladnej membrany je
kolagén typu IV (Kefalides, 1971), a Ze hyalinizované glomeruly koncového $tadia obli¢iek
su konglomeraty kolagénu typu IV a intersticialneho kolagénu (Nagle, 1960). Pri cirhoze
ukladanie kolagénu v pe¢eni kompletne narusi pdvodnu architektiru pecene tak, Ze normalny
vztah medzi cievnym privodom a odvodom je zni¢eny. Vzrastajuce hromadenie kolagénu je
pravdepodobne nasledkom hlavne zvysenej syntézy kolagénu (McGee a Fallon).

Mutécie v génoch COL6A2 a COL6A3 spdsobuju Ullrichovu vrodent svalova
dystrofiu (UCMD). Je to autozomalne recesivna porucha charakteristicka celkovou svalovou
slabost’ou, skratenim viacerych kibov a distalnou hyperextensibilitou (Demir et al., 2002).
Zavaznost tohto stavu sa lisi od miernej po vaznu, so stratou chodenia (Ricci et al., 1988; De
Paillette et al., 1989). Mutacie v géne COL6 sposobuju autozomalne dominantné ochorenie,
Bethlemovu myopatiu (JObsis et al., 1996; Pepe et al., 1999; Sasaki et al., 2000).

Mutécie v COL9 spdsobuju mnohonasobnu epifyzealnu dysplaziu (Kornak a Mundlos,
2003). Poruchy v géne COL10A1 su zodpovedné za metafyzealnu chondrodysplaziu,
Schmidov typ a spondylometafyzealnu dysplaziu, japonsky typ. Zostrihové mutacie
v COL11A1 st zodpovedné za Marshallov syndrém, v ktorom su zvy¢ajné straty sluchu
(Reginato a Olsen, 2002).

Tato praca hovori o osteogenesis imperfecta, ktorti spdsobuju mutacie v COL1A1
a COL1A2 génoch. Vel'ku véé¢sinu tychto mutacii tvoria substitucie glycinu inou
aminokyselinou, ¢o sposobuje nadmerni modifikaciu a ret'azcov a ich zlu sekréciu alebo
nespravne formovanie kolagénovych vlakien. Vyznamny podiel tvoria aj mutacie
v zostrihovych miestach pre-mRNA. Tie mézu sposobit’ vynechanie exonu, zaradenie intronu,
alebo aktivaciu kryptickych zostrihovych miest. Ol je charakteristicka zvySenou lamavost'ou
kosti a ¢astym priznakom je aj sklera zafarbend do modra. Sillenceova klasifikacia rozlisuje
Styri typy OI, I-1V, ale v sucasnej dobe boli odlisené d’alsie (V-VIII),s fenotypom podobnym
OI-1V, v ktorych ale neboli objavené Ziadne mutécie v génoch pre kolagén. Najzavazne;jsi typ
je OI-II, ktory je perinatalne letdlny. Za nim nasleduje typ III, progresivne deformujuci,

potom typ IV a najmiernejsSia forma Ol je typ 1.



2. Klinicky obraz poruchy osteogenesis imperfecta

Osteogenesis imperfecta (OI) je dedi¢na porucha, ktora zapri¢iiiuje rozne stupne
lamavosti kosti a je spojena s defektmi v niekol’kych d’alSich tkanivach bohatych na kolagén
typu I (Korkko et al., 1998). Postihuje 1:15 000 az 1:20 000 zivo narodenych jedincov (Pollitt
et al., 2006) Za OI, dominantni poruchu spojivovych tkaniv, si zodpovedné mutacie
v génoch pre a retazce kolagénu typu I (Byers, 1993). Vysledna zavaznost’ sa pohybuje od
letality v perinatdlnom obdobi do sotva detekovatelnej poruchy spojivovych tkaniv (Byers
a Cole, 2002; Marini, 2004, Sillence et al., 1979). Velka vicsina (okolo 85%) mutacii
spdsobujucich OI st jednobazové zmeny zodpovedné za substituciu glycinu za ind
aminokyselinu s va¢§im postrannym ret'azcom (Kuivaniemi et al., 1991; Dalgleish, 1994).

OlI sa podl'a Sillenceovej klasifikacie deli na 4 typy. Typ I je najcastejSia a zvycajne
mierna a nedeformujuca forma (Pollitt et al., 2006) (Obr.1). Je rozdelena na IA ak su zuby
normalne, alebo IB ak je pritomna dentinogenesis imperfecta (DI) (Gajko-Galicka, 2002).
Vyskytuja sa zlomeniny s malou alebo Ziadnou deforméaciou kosti. Pacienti maju modru
skleru (Obr.4.), normalny vzrast a postupnou stratu sluchu. Ultrazvukové nélezy su vzécne,
nachadzame ohnutia alebo zlomeniny dlhych kosti. Prva detekcia je mozna od 20 tyzdiiov
(Marini et al., 2007).

Typ Il je najzavaznejsi a letalny v perinatalnom obdobi (Pollitt et al., 2006) (Obr.2.).
Postihnuti maji nedostato¢ne mineralizovanu lebku, micromelické kosti, obribené rebra na
rontgene, deformity kosti a platyspondyly. Na ultrazvuku je patrna nedostato¢na mineralizacia,
zlomeniny a skratenie koncatin, tenké obrubené rebra, zlomeniny a ohnutia dlhych kosti.
Detekcia je mozna od 14 tyzdiiov (Marini et al., 2007).

Typ III je zavaznejSie deformujuci a zlomeniny su €asto pritomné pri narodeni (Pollitt
et al., 2006) (Obr.1). Sklera je rozne zafarbena, pacienti dosahuju vel'mi maly vzrast a maju
poSkodené zuby v dosledku pritomnosti DI. Detekcia ultrazvukom ukazuje tenké rebra, kratke
koncatiny, r6zne zlomeniny, nedostato¢ne mineralizovanu lebku, a je mozna od 18 tyzdiov
(Marini et al., 2007). Deti s OI typ IIl m6zu zomriet’ v detstve na dychacie problémy,
pneumoniu, alebo zlomeninu lebky. Tie, ktoré preziju, trpia stupiiujucou sa deforméciou
dlhych kosti a chrbtice v dosledku zlomenin a vyZaduju mnohonasobné ortopedické zakroky
a vozicky pre pohyb (Gajko-Galicka, 2002).

Typ IV je mierne deformujici, zdvaznost'ou medzi typom I a III (Pollitt et al., 2006)

(Obr.1). Sklera ma normélne sfarbenie, vyskytuju sa mierne deformacie koncatin a zlomeniny,



postihnuti maji rozne maly vzrast a je pritomna DI. Niekedy mdzZe nastat’ strata sluchu.
Ultrazvukové nalezy st malo Casté, vyskytuju sa len ohnutia a zlomeniny dlhych kosti.
Detekcia zac¢ina po 20 tyzdiioch (Marini et al., 2007). Pri OI typ IV pocet zlomenin klesa
okolo puberty (Gajko-Galicka, 2002).

V sucasnosti identifikované OI typu V,VI, VII (Rauch a Glorieux, 2004) a VIII su
zalozené na odli$nej histologii kosti a niektorych klinickych priznakoch a su ¢asto
povazované za OI typu IV. Nové typy nemaju mutacie v kolagéne typu L. Pri type V je
zkalcifikovana interosseova membrana predlaktia, d’alej lu¢ovité dislokacie hlavy
a hyperplasticka formacia kalusov. V type VI sa vyskytuje viac zlomenin ako v O IV
a stla¢ené zlomeniny stavcov. Nevyskytuje sa DI. OI typ VII je charakteristicky vrodenymi
zlomeninami, skorymi deformaciami néh a osteopeniou. Sklera je biela. Na ultrazvuku je
viditeI'na slabo mineralizovana kostra so zavaznou micromeliou. (Tab.1.) (Marini et al., 2007).

Pacienti s miernym fenotypom maj ¢asto silni rodinnu historiu s Ol hoci sa
vyskytuju aj sporadické pripady. Naproti tomu zavazné fenotypy su zvy€ajne de-novo mutécie
(Pollitt et al., 2006). Vsetky typy Ol sa dedia autozomalne dominantne, okrem OI typu VII a

VIII, ktoré su autozomalne recesivne (Marini et al., 2007).

3. Molekularni patogeneze Ol

Kolagén typu I je hlavnym proteinom kosti, koZe, ligamentov, §liach a va¢siny
d’alsich spojivovych tkaniv (Pace et al., 2001), ale mutacie v géne pre kolagén typu
[ sposobuju hlavne poruchu kosti. Niekol'ko recentnych prac ukédzalo, Ze mutovany kolagén
mozZe byt rozdielne exprimovany v kostiach a kozi (Gajko-Galicka, 2002). Slazi ako hlavny
zdroj mechanickej sily tychto tkaniv a ako zaklad pre mineralne ukladanie v kostiach (Pace et
al., 2001). Kopolymerizacia normalnych a mutovanych molekul zapri€iriuje slabu
a disorganizovani matrix, ¢o ma dramatické nasledky na ukladanie mineralov (Cohen-Solal et
al., 1994).

Kolagén typu I obsahuje jeden a2(]) ret'azec a dva al1(I) retazce (Wenstrup et al.,

1988). Kolagénové a ret'azce obsahuju tri domény : N-terminélna, kolagénova a C-termindlna.
(Tab.2.) Kolagénové retazce al(I) a a2(I) su povodne syntetizované so signalnymi peptidmi
pozostavajucich z 22 aminokyselin a si zname ako preproa-retazce. Odstranenie signalnych
peptidov produkuje molekuly zname ako proa-ret'azce, ktoré maji oba N- a C-terminalne

propeptidy. Ich odstepenie v extracelularnom priestore ponecha telopeptidy ohranicujuce



trojSroubovicovy region kolagénu na kazdom konci oboch ret'azcov. Mutacie, ktoré vyust'uju
k predc¢asnému ukonceniu ret'azca, tak Ze nie je produkovany ziadny C-termindlny propeptid,
sposobuju, Ze skratené o retazce sa nezucastriuji na formovani triple-helixu (Dalgleish, 1997).

Skladanie triméru za¢ina carboxyl-terminalnymi propeptid doménami, ktoré
sprostredkuju selektivitu a usporiadanie oboch ret'azcov. Formovanie triple-helixu potom
zagina na C-konci helikalnej domény a pokracuje v smere k N-koncu celou dizkou molekuly.
Novo formovany heterotrimér je potom transportovany sekretorickou cestou do
extracelularneho priestoru, kde su propeptidy enzymaticky odstepené N- a C-proteinazami
(Halasz et al., 2007), aby sa mohol sformovat’ kolagén (Pace et al., 2001). (Obr.3.) Substiticia
posledného glycinu v triple-helikalnej doméne a2(I) spomal’uje inicidciu formovania triple-
helixu a vyust'uje v nadmerna modifikaciu. Ret'azce, ktoré nie st v trojSroubovicovom
usporiadani, su dostupné ur¢itym posttranslaénym modifikaciam, napr. ,,prolyl-,, a ,,lyzyl-,,
hydroxylacia a hydroxylyzyl glykosylacia (Wenstrup et al., 1988). Ked’ je sformovany
stabilny triple-helix, posttransla¢né upravy si ukonéené (Berg a Prockop, 1973).
TrojSroubovica je stabilizovana vodikovymi vdzbami medzi hydroxyprolylovymi zvyskami
v Y-pozicii a glycinom (Bornstein, 1979), a iontovymi interakciami (Salem, 1975;
Rautenberg, 1969).

Kazdy kolagénovy ret'azec v trojSroubovici pozostava z 338 neprerusovanych
opakovani tripletu GXY, kde G je glycin, X ¢asto prolin, a Y ¢asto hydroxyprolin (Gajko-
Galicka, 2002). Prolin a hydroxyprolin su naj¢astejSie aminokyseliny na pozicidch X a Y, a
mnozstvo $tudii demonstrovalo ich dblezitost’ pre formovanie helixu a jeho stabilitu (Kramer
a Berman, 1998; Kramer et al., 1998; Kramer et al., 1999). Napriklad, triplety
s hydroxyprolinom v Y-pozicii podporuji rychlejsie skladanie (Ackerman et al., 1999).
Substitacie glycinu vyust'ujia v spomalené skladanie kolagénu, zapri¢ifiujuce zvysenua
glykozylaciu ret'azcov , a sposobuju intracelularnu degradaciu alebo zlu sekréciu (Engel
a Prockop, 1991). V Ol typ IV, je vzrastajica evidencia, Ze fenotyp je spdsobeny produkciou
Struktirne abnormalnych molekul kolagénu typu I; va¢Sina mutécii postihuje Struktaru a2(I)
retazca (Wenstrup et al., 1988). OI typ I, najmiernej$ia forma, je spojena so zniZzenou

syntézou Struktirne normalneho proal(I) (Barsh et al., 1982)
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4. Gén COL1A2

Gén COL1A2 ma velkost' 38kb, je lokalizovany na 7q21.3-q22.1 chromozome
(Vuorio a Crombrugghe, 1990; Chu a Prockop, 1993) a pozostava z 52 exonov. Vel'kost’
exonov je vzdy nasobok 9 bp, ktoré kdduju Gly-Xaa-Yaa triplety, Tab.3. (Dalgleish, 1997).
Vicsina exonov obsahuje 54 alebo 108 parov baz, a kone¢né kédujuce mRNA v cytoplazme
maju vel'kost’ v rozpéti 5,5 az 7,2 kb (Gajko-Galicka, 2002). Kazdy zo 43 exonov, ktoré
koduju triple-helikdlnu doménu, za¢ina glycinovym kodénom a konéi Y-pozi¢nym kodénom,
takze vynechanie exonu prinasa in-frame transkripty (Chu a Prockop, 2002), ktoré nenarusia
opakovanie Gly-X-Y tripletov. Schematické usporiadanie exonov a intronov v COL1A2 géne
je znazornené na Obr.5. (Korkko et al., 1998).

Kazdy a2 retazec obsahuje centralnu triple-helikdlnu doménu z 1014 aminokyselin,
ohrani¢enu propeptidmi na oboch, amino- a karboxyl-terminalnych koncoch (Marini et al.,

2007). Proteinové domény a2 ret'azca su zakreslené na Obr.6. (Pollitt et al., 2006).

5. Typy mutacii najdenych v géne COL1A2

Existuju dve zakladné triedy mutécii v kolagéne typu I, ktoré vyastuja v Ol —
tie ktoré zapricinuju kvantitativny defekt, so syntézou Struktirne normalneho prokolagénu
typu I asi v poloviénom mnozZstve, a tie ktoré spésobuju syntézu kolagénovych molekul so
Struktirnymi abnormalitami. Prva skupina mutacii obvykle produkuje pred¢asny termina¢ny
koddn v kodujicej sekvencii jednej COL1AT1 alely. Z 832 identifikovanych nezéavislych
mutacii, 682 vyust'uje v substituciu glycinovych zvyskov v triple-helikalnej doméne
kédovaného proteinu (291 v COL1A2, Obr.7.) a 150 meni zostrihové miesta (48 v COL1A2).
V kodujucej sekvencii triple-helikalnej domény, ktora moze byt pisanda GGNNNNNNN3;3g,
substiticie v kazdom G spdsobia substituciu glycinu. V 43 exonoch v COL1A2 géne, ktoré sa
nachadzaju v triple-helikalnej doméne, je devit’ mutécii v akceptorovom a 16 v donorovom
mieste zostrihu, tri introny maju samostatné mutacie v oboch stranach. Nasledky pre mRNA
a protein zavisia na tom, ¢i st zmeny zostrihového miesta in-frame alebo produkuja
translaény posun ¢itacieho ramca.

PretozZe ten isty glycin mdze byt substituovany $tyrmi az Siestimi aminokyselinovymi
zvys$kami, plnd muta¢na saturacia helikalnej oblasti vyzaduje 1870 odliSnych substiticii v
a2(I). 184 odlisnych substiticii identifikovanych v a2(I) tvori len 9,8% zo vSetkych moznych
substitucii. Substitucie glycinu serinom, kyselinou aspartatovou a valinom zahriiuju asi tri

Stvrtiny znamych nezavislych udalosti v helikalnej doméne a2(I). Zatial’ ¢o serin, ktory
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obsahuje skoro polovicu (44%) substitucii za glycin v a2(1), vznika zo zdmeny prvej pozicie
v glycinovom kododne, kyselina aspartatova a valin vznikaju zo zdmeny druhej pozicie kodonu.

COL1A2 kodény s mutaciami v prvej pozicii, ktoré su spojené s CpG dinukleotidmi,
vysvetl'uju vacsinu nezavislych opakovani (Obr.8.); Ziadny kodon, ktory nie je sucastou CpG
dinukleotidu, nema viac ako $tyri opakovania.

Vyskytuju sa aj delécie, inzercie a duplikacie v kolagénovej molekule, takisto ako aj
zmeny v karboxyl-terminalnych propeptidoch, ktoré vedu k OI fenotypu (Marini et al., 2007).
Pace et al. (2001) identifikovali tri delécie 9 alebo 18 nukleotidov v COL1A2, ktoré
predurcovali stratu troch alebo Siestich aminokyselin, a dve duplikacie 18 nukleotidov,
vyust'ujuce v inzerciu Siestich aminokyselin v triple-helikalnej doméne. (Obr.9.) Raff et al.
(2000) opisali duplikaciu v COL1A2 géne, ktora viedla k inzercii 477 aminokyselin, 159 Gly-
X-Y tripletov, v centre triple-helikalnej domény proa2(I) retazca. Novy ret’azec obsahoval
sekvenciu kodovani exonmi 1-32 nasledovanu sekvenciou kédovanou exonmi 12-52, ktora
zduplikovala sekvenciu kodovanu exonmi 12-32. T4to multiexonova duplikacia spdsobuje
mierny fenotyp.

NajcastejSie substitucie aminokyselin a vynechania exonov v COL1A2 su vypisané
v Tab.4. a Tab.5. (Dalgleish, 1997). VicSina prac popisuje mutécie v triple-helikalnej doméne
kolagénu, ale bola objavena mutécia napr. aj v C-telopeptide, p.C1195Y. Najviac
vynechavany exon je 16 (3 pripady), a potom nasleduju 12, 20, 21 a 40 (po 2 pripady).
Mutacie vynechania exonu nastavaju Castejsie v strednej asti molekuly, zatial’ o substitucie

glycinu st rozmiestené pozdiz celej molekuly.

6. Vplyv niektorych ¢asti génu COL1A2 na kvalitu kolagénovej molekuly

Rozne nasledky kolagénovych defektov su dnes dobre doloZené; post-translacné
nadmerné modifikacie, zniZena termalna stabilita triple-helixu, spomalend alebo zniZzena
extracelularna sekrécia, zvySena intracelularna degradacia (Byers, 1990), pritomnost’ slu¢iek
v molekule (Vogel et al., 1988; Lightfoot et al., 1992), nasledky na formovanie vlakien
(Kadler et al., 1991; Tsuneyoshi et al., 1991; Torre-Blanco et al., 1992). Napr. delécie, ktoré
produkuju pro-a2(I) retazce s velkymi vnutornymi helikalnymi deléciami, sposobuju,
ze molekuly kolagénu typu I obsahujuce tieto skratené retazce su slabo sekretované (Mundlos

et al., 1996).
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Vela glycinovych substiticii znizuje termalnu stabilitu triple-helixu (Spotila et al.,
1991). V jedne;j studii bola T,, pomal$ieho a2(I) kolagénu v elektroforéze o 2°C nizsia ako
kontrolného, ¢o naznacovalo zniZenu stabilitu trojSroubovice. Zna¢né spomalenie
v pohyblivosti gélom dokonca aj v absencii nadmernej modifikacie naznacilo pritomnost’
slucky v mutovanych a2(I) ret'azcoch. Tato konkrétna aspartatova substitucia pravdepodobne
vytvara vel'mi stabilné i6nové interakcie s okolitymi aminokyselinami, ¢o deformuje Struktdru
a2 ret'azca aj helixu (Forlino et al., 1998).

V d’al$ej Studii bola detekovana substiticia konzervovaného cysteinu v C-
propeptidovej doméne COL1A2 v pacientovi s Ol typ I. Tento cystein, jeden zo siedmich v C-
propeptidovej doméne COL1A2, sa podiel'a na komplexnom vzore disulfidickych vézieb
medzi susediacimi proal(I) a proa2(I) retazcami a je vyzadovany pre vnutroretazcové
formovanie kovalentnych vézieb (Pollitt et al., 2006). Mutacie postihujuce intra-retazcové
disulfidické védzby vyust'uju v spomalené spojovanie ret'azcov a vylu¢ovanie
premodifikovanych prokolagénovych molekul, ale vedu k stabilnym prokolagénovym
trimérom a sposobuju mierny fenotyp (Pace et al., 2001).

Aj nahradenie glycinu aspartatom v proa2(I),ktoré blokuje prokolagén C-proteinazové
Stepenie C-propeptidu, vytvara molekuly, ktoré su nespravne prepojené (Lee et al., 1990).
Oblasti bohaté na iminokyseliny mozu slazit’ ako trimér stabilizujuce domény, zatial’ ¢o
oblasti na ne chudobné dovol'uju zvysenu flexibilitu Struktury (Pace et al., 2001).

Zostrihové mutécie zahriiuju 20% helikalnych mutécii identifikovanych v pacientoch
s OI a m6zu viest' k vynechaniu exonu, zahrnutiu intronu alebo aktivacii kryptickych
zostrihovych miest. V a2(I) su letalne vynechania exonu lokalizované v karboxylovej polovici
retazca. In-frame mutacie vynechania exonu tiez narusuju skladanie helixu (Marini et al.,
2007).

Nasledkom vynechania exonu 6 je strata miesta pre Stepenie N-terminalneho
propeptidu, ktory je preto udrZzovany (Dalgleish, 1997). Predchadzajice §tadie ukazali, ze
niektoré mutacie v kolagénovom helixe maju rozsiahly efekt na prokolagénovi Strukturu
v mieste Stepenia N-proteindzou (Dombrowski et al., 1989). Nésledne postihnuta konformacia
Stepiaceho miesta redukuje tvorbu prokolagénu a sposobuje hromadenie kolagénu
s N-termindlnym propeptidom (Mundlos et al., 1996).

Existuje niekol’ko miest v kolagén I lokuse naznacujicich skor muta¢né hot spoty ako
zhodné vyskyty (Benusiené a Kucinskas, 2002) Jednym takym bodom je kodon 238
v COL1A2 géne, kde bola Ser substitucia publikovana pét’krat a Cys substiticia raz
(Trummer et al., 2001). Dal$imi takymi miestami mdzu byt kodény 247, 586, 676, 922
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a 1012, v ktorych boli zaznamenané viaceré mutacie (4, 3, 2, 3, 2, po poradi) v rznych
publikécidch, podl'a Tab.4. Tieto kodony zhruba odpovedaji aj miestam opakovaného
vyskytu mutacii na Obr.5. Zaujimavé je, Ze Ziadna z tychto mutacii nespdsobila letalny
fenotyp, hoci v kodone 676 je substitucia aspartatovou kyselinou, ktora ¢asto tento typ OI

zapri€ifiuyje.

7. Korelacia genotyp - fenotyp u 0séb s diagnozou OI

Mutacie v COL1A2 vicsinou nie st letalne (80%) (Marini et al., 2007). Najbeznejsie
mutacie, ktoré sposobuju viac klinicky signifikantné formy OI, vyast'uju v substiticiu jedného
glycinového zvysku v triple-helikalnej doméne ret'azcov kolagénu typu I (Kuivaniemi et al.,
1991; Prockop a Kivirikko, 1984). Substiticie alaninom maju vo vSeobecnosti miernejsi
fenotyp, takze moZu existovat’ jedinci, ktory maja fenotyp na najmiernejSom konci OI spektra
a stazuju klinicku detekciu.

Substiticie nabitymi aminokyselinami, kyselinou glutamovou a aspartatovou
a argininom, su viac predurcené viest’ k letdlnym fenotypom ako substitticie ostatnymi
aminokyselinami (Marini et al., 2007). Mutacia v pacientovi s letalnou OI, zapri¢ifiujuca a2(1)
Gly421—Asp substituciu, je spojovana s vyraznym elektroforetickym oneskorenim
mutantnych a2(I) retazcov v oboch, glykozylovanej a neglykozylovanej forme. Rota¢ne
tiefiujuca elektronova mikroskopia pacientovych sekretovanych dermalnych prokolagénov
odhalila pritomnost’ helikélnej slu¢ky okolo pozicie mutécie. Tvorba slu¢iek moze zasahovat’
do normalneho skladania helixu, prave tak ako do interakcii kolagénovych vlakien
s kolagénovymi a nekolagénovymi matrixovymi proteinmi. Abnormalny tvar kolagénovych
molekul v porovnani so zvy¢ajnou pevnou kolagénovou molekulou moze prispievat’

k zavaznosti ochorenia (Forlino et al., 1998).

Valin, s rozvetvenym postrannym ret'azcom, je letalny len v 17% pripadov v a2(I).
Substitucie glycinu cysteinom si spojované s letadlnym vysledkom v asi 25% pripadov
v oboch retazcoch.

Existuje uzke rozpatie klinickych fenotypov, ktoré vyust'uju z rovnakych substiticii na
piatich glycinovych zvyskoch v a2(I), na ktorych bolo identifikovanych viac ako pat’
opakovani. Gly190Ser (p.Gly280Ser) spdsobuju typy I a IV OI, Gly238Ser (p.Gly328Ser)
sposobuju typy III a IV OI, Gly238Cys alebo Gly238Asp vyustuju v OI typ III (Marini et al.,
2007). Zaujimavé je, ze p.Gly328Ser mutacia v COL1A2 bola detekovana v piatich
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nepribuznych pacientoch naproti tomu, Ze fenotypy tychto pacientov boli rozdielne, jeden bol
klasifikovany ako Ol typ I, d’alsi bol typ III a dvaja boli typ [V (Lee et al., 2006).

Styri rozne substituujice zvysky boli identifikované na glycine 247 (p.Gly337):
cystein alebo prolin produkujua OI typu IlI, arginin typ III/IV, a serin typy III (jeden pripad),
IV (devit pripadov) a I (tri pripady).

Substiticie serinom na glycine 370 (p.Gly460) produkuju OI typu III (Sest’ pripadov),
[I/1II (dva pripady) a IV (jeden pripad), zatial’ ¢o na glycine 922 (p.Gly1012) produkuju typ
IV (devét pripadov), III/IV (jeden pripad) a III (tri pripady).

Je len osem glycinov v a2(I), v ktorych sa nasli obe, letdlne a neletalne fenotypy.

V dvoch glycinoch (helikélne pozicie 811 a 859) boli identifikované substitucie serinom

v letalnych aj neletalnych pripadoch. Gly859Ser (p.Gly949Ser) ma vzdy zavazny fenotyp (typ
[11, II/III alebo II OI), ale Gly811Ser (p.Gly901Ser) ma letdlne a typ IV OI pripady (Marini et
al., 2007).

Substitdcia argininu za glycin v triple-helikalnej doméne produktov jednej a2(I)
kolagénovej alely (COL1A2) spdsobuje fenotyp OI typ IV (Wenstrup et al., 1988). . Gly—Pro
substitucia dala vznik zavaznému fenotypu, ¢o je oakavané pri substiticii cyklickej
iminokyseliny miesto glycinu (Ward et al., 2001).

V oboch kolagénovych ret'azcoch sa vyskytuju dva regiony, v ktorych sa nevyskytuja
Ziadne substiticie glycinu, helikélne pozicie 484-493 a 721-736. Absencia mutécii v tychto
doménach mdze poukazovat’ na embryonalne letalny fenotyp, ktory je klinicky
nedetekovatelny (Marini et al., 2007). Fenotypova expresia choroby moze byt ovplyvnena
inymi faktormi, genetickymi alebo epigenetickymi, ktoré mdzu hrat’ rolu v procese
formovania kosti (Benusiené a Kucinskas, 2002).

Mutacie v COL1A2 géne sa zdaju byt’ vzacnou pric¢inou OI typu I, i ked’ mutacie
v tomto géne moZu spdsobit’ niektoré zavazné varianty OI (Kuivaniemi et al., 1997). Okolo
9% substitacii v COL1A2 vedie k miernemu typu I Ol, ktory je beznejsie vysledkom
nonsense mutacii v COL1A1 (Marini et al., 2007). Jedinci s nefunkénymi proa2(I) ret'azcami
maju pravdepodobne zniZenu hustotu kosti (Dickson et al., 1984; Chipman et al., 1993; Saban
a King, 1996). Tym mé6zu mat’ fenotypy, ktoré su miernejsie ako Ol typ I a prekryvaju sa
s osteopordzou (Korkko et al., 1998).

OI-1 moZe vzniknut’ aj z mutacii vynechania exonu v COL1A2, ktoré sii umiestnené
smerom k amino-terminalnemu koncu triple-helixu (Nicholls et al., 1992; Zhuang et al., 1993;
Mottes et al., 1994; Superti-Furga et al., 1993), a v jednom publikovanom pripade
z glycinovej substicticie (Wenstrup et al., 1991). Sest’ zostrihovych mutécii v COL1A2, ktoré
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veda k OI typ I, s spojované s vynechanim exonu v 5’-polovici mRNA (Marini et al., 2007).
Mutacie, ktoré sposobuju pred¢asné ukoncenie ret'azca alebo tie, ¢o neprodukuji Ziadny C-
terminalny propeptid, vyast'uja v OI typ I, pretoze skratené a-retazce sa nepodiel’aji na
formovani triple-helixu (Dalgleish, 1997).

Fenotypové efekty mutécii v ret'azci, ktoré maju za nasledok abnormalne molekuly
prokolagénu typu I, su viac $kodlivé ako null mutacie (Gajko-Galicka, 2002). K ,,null
allele fenotypu vedu pred¢asné stop kodony vzniknuté bodovymi mutaciami alebo
zmutovanym RNA zostrihom (Willing et al., 1994; Redford-Badwal et al., 1996). Mutécie
v COL1A1 géne mozu byt viac skodlivé, a dokonca letalne, pretoze zahriiuju tri Stvrtiny
vSetkych syntetizovanych molekul prokolagénu typu I. Naproti tomu, podobna mutacia
v COL1A2 géne sposobi stratu len polovici vyrobenych molekul (Obr.10.) (Gajko-
Galicka,2002).

Mutacie blizsie ku karboxylovému koncu vyust'uja vo viac zavazny fenotyp ako
mutécie blizko amino-terminalneho konca ret'azca (Starman et al., 1989). V amino-koncovych
30% triple-helikalnej oblasti a2(I) ret'azca, vSetky substitucie glycinu maju neletalny fenotyp.
V karboxyl-terminalnych dvoch tretinach a2(I) triple-helikalneho regionu, vsetky
substituované zvysky maji letalne a neletalne fenotypy pozdiZ celého retazca (Marini et al.,
2007). Tento gradient je modifikovany vlastnost'ami substituujucich aminokyselin, tak ze
niektoré z nich mdzu byt letalne pri inkorporacii v akomkol'vek mieste pozdiZ celej domény
(napr. kyselina aspartatova), zatial' ¢o iné mdzu ukazovat’ posun letalneho k neletdlnemu
v karboxyl-terminalnej polovici ret'azca (napr. cystein) (Gajko-Galicka, 2002).

Letalne mutacie v a2(I) ret'azci sa vyskytuju v 6smich skupinach, ktoré su
rozmiestnené pozdiz dvoch tretin retazca (Obr.11.). Zoradenie hranic skupin ukazuje na mapu
davajucu spravne fenotypové pridelenie pre 86% glycinovych substitucii v a2(I). Letalne
regiony stvisia s proteoglykan viazajiicimi miestami pozdiZ vlakien, naznacujuce rolu fibril-
matrix interakcii (Marini et al., 2007). Mutovany kolagén je nielen vkladany do matrix, ale
nie je ani degradovany a ostava stalou suc¢ast'ou matrix (Mundlos et al., 1996).

Letalne skupiny glycinovych substiticii 2, 6 a 8 sa kazda prekryvaju s jednou alebo
dvoma letalnymi mutaciami vynechania exonu. Letalna skupina 3 sa prekryva s letalnymi
vynechaniami exonov 32 alebo 33. Zostrihové mutécie v intronoch 32 a 33 maju letlne aj
neletalne pripady, letalne su spojené s vynechanim exonu, zatial’' ¢o neletalne s ¢iasto¢nym
zahrnutim intronu (6 alebo 18 nt.). Ziadne mutacie vynechania exonu neboli identifikované
v skupinach 1, 5 a 7. (4) Skupina 4 sa vi¢sinou prirad’uje k exonu 36, ktory sposobuje OI typ
[II (Marini et al., 2007).
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Mutécie veduce k letdlnym formam zahriiuju vel'ké delécie a inzercie COL1A2 génu
(Cohen-Solal et al., 1994). Delécia v COL1A2 siahajuca od exonu 34 po exon 40 viedla k OI
typ II (Willing, 1988). Mutacia p.Val987 Pro989dup ukazuje fenotypicku variabilitu v rodine,
siahajucu od OI typu [ k typu IV (Lee et al., 2006).

8. Zaver

Hoci viac ako dve dekady ubehli od identifikacie prvej COL1A1 mutécie v kojencovi
s letalnou OI, objasnenie vzt'ahu mutacie a fenotypu je stale tazko dosiahnutel'né (Marini et
al., 2007). Aj ked’ je kolagén najhojnejSim proteinom v extracelularnej matrix kosti, presny
mechanizmus, ktorym mutacie v COL1A1 a COL1A2 vedu k deformite a lamavosti kosti, je
nejasny (Forlino et al., 1998). Pochopenie pravidiel struktirnych mutacii zlepsi genetické
poradenstvo a malo by ul'ah¢it’ naSe porozumenie normalnej funkcii kolagénu a patogenéze
kostnej choroby v OI (Marini et al., 2007). Zatial’' ¢o definovanie spektra mutécii
zapri¢inujucich OI ostava ddlezitym cielom, hlavnou vyzvou vyskumu je definicia
molekularnych mechanizmov, ktorymi §truktirne mutacie kolagénu postihuji komplexna
organizaciu a homeostazu extracelularnej matrix (Mundlos et al., 1996).

Vzhl'adom nato, Ze bolo doteraz odhalenych len necelych 10% glycinovych mutécii
z celkového muta¢ného spektra, mali by sme sa pomocou molekularne-genetickych analyz
pacientov s OI snazit’ o identifikaciu ¢o najvac§ieho poétu novych mutdcii, ktoré by pomohli
objasnit’ vzt'ah konkrétnych mutacii k fenotypu a potvrdili alebo mozno vyvrétili regionalny
model letalnych substitucii v géne COL1A2. Urcite by bolo prinosné zistit’, ¢i sa v niektorych
potratenych embryach nevyskytujii mutacie v aminokyselinovej oblasti 484-493, pretoZe sa
nachadza v letalnom klastri, a mutacie v tychto miestach mozu teda viest’' k embryonalne
letalnemu fenotypu, ako naznacila Marini et al. (2007). Avsak oblast’ 721-736, v ktorej tiez
neboli objavené Ziadne mutacie, sa nenachadza v letalnom klustri, takze by skor mohlo ist’
o mutacie s ve'mi miernym fenotypom, ktory nie je klinicky povazovany za OI ale napr. za
osteoporozu. TieZ by bolo zaujimavé zistit', aké epigenetické faktory sa mozu podielat’ na

odlisnom fenotype u pacientov s rovnakymi mutaciami.
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Prilohy

Tab.1. Klinicka klasifikacia Ol, upravena Sillenceova klasifikacia (Marini, 2007).

Typ | Dediénost’ Klinické priznaky Ultrazvukové nalezy Prva
ultrazvukova
detekcia

[ Autozomalne Zlomeniny s malou alebo | Vzacne, ohnutia alebo | Od 20

dominantna Ziadnou deformaciou zlomeniny dlhych kosti | tyZdiov ale
koncatin, modra sklera, nezvykla
normalny vzrast, strata
sluchu, dentinogenesis
imperfecta (DI)
II Autozomalne Perinatalne letalny typ, Nedostato¢na Od 14
dominantna nedostato¢ne mineralizicia, zlomené | tyzdiov
mineralizovana lebka, a skratené koncatiny,
micromelic kosti, tenké obrubené rebra,
obrubené rebra na zlomeniny a ohnutia
rontgene, deformity kosti, | dlhych kosti
platyspondyly
[II | Autozomalne Postupne deformujuci typ, | Tenké rebra, kratke Od 18
dominantna mierne deformacie koncatiny, zlomeniny, | tyZdiov
kon¢atin pri narodenti, nedostato¢ne
rozne zafarbenie sklery, mineralizovana lebka
vel'mi maly vzrast, DI
IV | Autozomalne Normalna sklera, mierne | Vzacne, ohnutia alebo Po 20
dominantna deformacie koncatin so zlomeniny dlhych kosti | tyzdiioch ale
zlomeninami, rézne maly nezvykla
vzrast, DI, niekedy strata
sluchu
Nové typy OI
zaloZené na
histologii kosti
\Y% Autozomalne Podobny OI IV plus Nezname Nepopisané
dominantna kalcifikacia interosseovej
membrany predlaktia,
lacovité dislokacie hlavy,
hyperplasticka formacia
kalusov
VI | Neznama Viac zlomenin ako v OI Nezname Nepopisané
IV, stlatené zlomeniny
stavcov, bez DI
VII | Autozomélne Vrodené zlomeniny, biela | Slabo mineralizovana Nepopisané
recesivna sklera, skoré deformacie | kostra so zavaznou
noh, coxa vara,osteopenia | micromelia

VIII | Autozomalne Nepopisané Nepopisané Nepopisané

recesivna
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Obr.1. Rontgenové zaznamy pacietov s Ol typ [, [Va IIL.

Obr.2. OI typ II. Zavazna neonatalna forma. Kojenec mal skratené koncatiny. St viditel'né

mnohocetné hojace sa zlomeniny a ohnutia tychto kosti.
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Tab.2. Domény kolagénu typu I a ich po¢et aminokyselin (Dalgleish, 1997).

Doména pro al(I) | pro a2(I)
N-terminalna 161 79
Signalny peptid | 22 22
N-propeptid 139 57
Kolagénové 1057 1040
N-telopeptid 17 11
Triplehelix 1014 1014
C-telopeptid 26 15
C-terminalna
C-propeptid 246 247
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Obr.3. A. Schematicka ukazka intracelularnych a extracelularnych krokov vyzadovanych
v syntéze, spracovani a skladani molekul kolagénu typu I do vldkien. B. Mutacia, ktora
sposobila konforma¢nii zmenu ako slu¢ku veducu k nespravnemu formovaniu vlakna. Symbol

X v prokolagénovom ret'azci oznacuje bodovi mutéciu (Gajko-Galicka, 2002).
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Obr.4. Modra sklera.

1 5
2642 650 1378
' 1 | [l
T T L | |
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LAS 0 [ [ LA | l I I . l l . '
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672 86 3N 126 420 . 813 .
1212 385 140 475 332 n1
1000 bp

Obr.5. Schematické zobrazenie génového usporiadania 'udského COL1A2 génu. Exony

a introny su zakreslené v mierke, presné velkosti si dané pre introny (Korkko, 1998).

. — ——g

Proteinové domeény:
- Signalna sekvencia . N a C telopeptidy m C-propeptid
N-propeptid obsahufici . Triple-helikaina doména
kratku helikalm doménu

Obr.6. Funkéné domény proo2 ret'azca kolagénu typu I (Pollitt, 2006).
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Tab.3. Exonova §truktura triple-helikalneho regionu kolagénu typu I (Dalgleish, 1997).

Cisla enenn - Vzlkost () Kédovane a D cDNA
ammokvseliny &isla baxn

[\ BN 1 410 418

- 45 418 119 363

S -4 19-3i6 d63-°17

Y G4 37 54 38 57
10 9} ARE A =60
11 -4 7)) 66630
12 hl Q1-108 6S0—733
13 L) 109—-1"3 R )
14 -4 174 141 B A
la 4> 142-1-6 S33-R7F7
16 hi) 1~/-144 S/R=-941
17 49 173=207 Q321030
[ 4> Ws=102 Tuil=ints
19 S9 223-253 1076—-1174
20 hE) 26273 11731228
21 168 274309 1229-1336
22 hE: 310-327 1337-1390
25 G9 328-360 139]1-1489
24 34 361-378 1400—1 543
23 $9 370411 15441642
26 54 412429 16431696
2= hE 430447 16971730
28 G4 448463 1751-1804
29 54 466—483 1805-1858
a0 45 +484-498 1§59-1903
31 99 496332 1903-2002
A2 108 A3 8R7T 2032110
a3 4 68785 2111 -2164
a4 4 86 603 AR T KBRS B
An G4 A04 671 RS K I
in b 600649 NTI0G
AT 148 G50 67% D3T3
8 v} 0 G633 (RE PR RTNY
0 b 69471 AR A
RN 162 2=060 2r1i=2000
41 108 GO=-K1] Yin~='K81
4t 108 FN BN JS13 -
b Rl NAk=H1~ MU ERLR )
44 108 N6=891 IRV IR T ) |
43 ol S92-009 30833136
B¢ 198 WIN=9.1> Alas=321
47 hE 916963 32453298
A8 158 IR BTN 3299-3 106
49 283l 1C09—=1014"  3i07=3451

*Exon 6 koduje Cast’ N-propeptidu, cely N-telopeptid a prvé tri aminokyseliny triple-

helikalneho regionu. cDNA ¢isla bazi su len pre aminokyseliny triple-helikalneho regionu.
®Exon 49 koduje poslednych 15 aminokyselin triple-helikalneho regionu, cely C-telopeptid
a cast’ C-propeptidu. cDNA ¢&isla bazi su len pre aminokyseliny triple-helikalneho regionu.
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Obr.7. Distribticia mutacii pozdiz a2(I) kolagénového retazca. A: Glycinové substiticie
spdsobujuce jednonukleotidové zdmeny. B: Glycinové mutacie ukdzané pre kazdu
substituujucu aminokyselinu. Vrchna ¢iara ukazuje pouzita stupnicu zalozenu na poradi
aminokyselin v triple-helikdlnej oblasti. Vertikdlne ¢iary oznauju mutécie. Kazda

horizontalna ¢iara reprezentuje a2(I) retazec. NL - neletalne, L — letalne (Marini, 2007).
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Obr.8. Opakovania mutacii na tom istom glycinovom zvysku v a2(I) kolagénovom ret'azci
(Marini, 2007).

\ terminalny koniec helikalnej domeny
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Obr.9. Distribucia defektov vo vztahu k oblastiam bohatym na iminokyseliny v triple-
helikalnom regione a2(I). Aminokyselinové triplety (Gly-Xaa-Yaa) st vyjadrené vertikalnymi
&iarami pozdiz helixu v N- do C-terminalnom smere. Cierne &iary reprezentuju triplety vo
forme Gly-Xaa-Hyp a biele ¢iary zodpovedaju vSetkym ostatnym tripletovym kombinacidm

(Pace, 2001).
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Tab.4. NajcastejSie substiticie aminokyselin v COL1A2 ret'azci.

Nukleotidova Aminokyselinova Typ Zdroj

zmena zdmena Ol

GGT—GAT nt771 Glyl21Asp I Zhuang et al. Hum Mutat 7:89-99 1996

650G>T G127V IV Ward et al. Human Mutation 414 2001

821G>A G184D 1\% Ward et al. Human Mutation 414 2001

857G>C G196A v Ward et al. Human Mutation 414 2001

¢.604G>C p-G202R v Pollitt et al. Human Mutation 901 2006

892G>C G208R 1V Ward et al. Human Mutation 414 2001

GGT—AGT ntl 121 Gly238Ser 111 Rose et al. Hum Genet 95:215-218 1995

GGT—TGT nt1148 Gly247Cys 111 Marini et al. V International Conference on Ol
126 1993

GGT—AGT ntl 148 Gly247Ser I Zhuang et al. Hum Mutat 7:89-99 1996

c.739G>C p-G247R I/IV Pollitt et al. Human Mutation 901 2006

1009 1010GG>CC G247P 111 Ward et al. Human Mutation 414 2001

c.758G>A p.G253D 1I/111 Pollitt et al. Human Mutation 901 2006

c.767G>T p-G256V 1V Pollitt et al. Human Mutation 901 2006

GGT—TGT nt1184 Gly259Cys [viv Wenstrup et al. J of Biol Chem 266:2590-2594
1991

1090G>A G274S IV Ward et al. Human Mutation 414 2001

1171G>T G301C IV Ward et al. Human Mutation 414 2001

c.955G>A p-G319R I Pollitt et al. Human Mutation 901 2006

c.947G>A p.Gly325Glu IV Lee et al. Human Mutation 894 2006

c.982G>A p-Gly328Ser LIILIV | Lee et al. Human Mutation 894 2006

GGA—GAA ntl437 | Gly343Glu II Rose et al. Hum Mol Gen 2:2175-2177 1993

c.1072G>A p-Gly358Ser 111 Lee et al. Human Mutation 8§94 2006

GGC—AGC ntl1517 Gly370Ser 111 Zhuang et al. Hum Mutat 7:89-99 1996

GGT—GAT ntl671 Gly421Asp 11 Forlino et al. Matrix Biology 17:575-584 1998

1577G>A G436E 111 Ward et al. Human Mutation 414 2001

1595G>A G442E IV Ward et al. Human Mutation 414 2001

GGT—CGT nt1778 Gly457Arg 11 Bateman et al. Hum Mutat 1:55-62 1992

GGT—TGT nt1823 Gly472Cys 11 Edwards et al. Hum Mutat 1:47-54 1992

1711G>A G481R v Ward et al. Human Mutation 414 2001

GGT—CGT nt1895 Gly496Arg II Bateman et al. IV International Conference on
OI2 1990

GGT—AGT ntl913 Gly502Ser 11 Rose et al. Hum Genet 94:497-503 1994

1801G>A GS11S 1V Ward et al. Human Mutation 414 2001

1882G>C G538R 1\ Ward et al. Human Mutation 414 2001

GGT—GTT nt2040 Gly544Val v Sztrolovics et al. Hum Mol Genet 2:1319-1321
1993

GGT—GAT nt2049 Gly547Asp II Bonadio et al. Collagen&Related Research
8:506-507(abstract) 1988

1991G>A G574D 111 Ward et al. Human Mutation 414 2001

GGC—GACnt2148 Gly580Asp 11 Niyibizi et al. J Biol Chem 267:23108-112
1992

GGT—-GTT nt2166 Gly586Val v Bateman et al. Biochem J 276:765-770 1991

I Forlino et al. Hum Mol Genet 3:2201-2206

1994

2026G>C G586R I Ward et al. Human Mutation 414 2001

GGC—GAC nt2283 Gly625Asp II Byers et al. V International Conference on Ol
1993

GGT—-TGT nt2327 Gly640Cys /1T Gomez-Lira et al. ] Med Genet 31:965-968
1994

GGT—-TGT nt2345 Gly646Cys I Wenstrup et al. J Biol Chem 266:2590-2594
1991

GGT—GTT nt2436 Gly676Val I\Y% Wang et al. J Biol Chem 268:25162-25167

1993
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c.2027G>A p.Gly676Asp 111 Lee et al. Human Mutation 894 2006

GGT—AGT nt2471 Gly688Ser 11104 Raghunath et al. Eur J Pediatr 154:123-129
1995

GGT—CGT nt2489 Gly694Arg II Tsuneyoshi et al. J Biol Chem 266:15608-
15613 1991

GGT—GAT nt2508 Gly700Asp II Cohen-Solal et al. J Biol Chem 269:14751-
14758 1994

GGT—AGT nt2525 Gly706Ser I Wang et al. J Biol Chem 268:25162-67 1993

c.2197G>T p-G733C I Pollitt et al. Human Mutation 901 2006

GGT—AGT nt2642 Gly745Ser 1(?) Zhuang et al. Hum Mutat 7:89-99 1996

GGC—TGC nt2768 Gly787Cys 11 Fertala et al. Biochem J 289:195-199 1993

GGT—GAT nt2814 Gly802Asp /v Lund et al. Eur J Hum Genet 4:39-45 1996

GGT—GAT nt2823 Gly805Asp II Grange et al. Nucl Acids Res 18:4227-4236
1990

c.2458G>A p-Gly820Ser I Lee et al. Human Mutation 894 2006

c.2566G>A p-Gly856Arg 111 Lee et al. Human Mutation 894 2006

GGT—AGT nt2984 Gly859Ser 11 Rose et al. Hum Mutat 3:391-394 1994

GGT—AGT nt3002 Gly865Ser II Lamande et al. J Biol Chem 264:15809-15812
1989

GGT—-GATnt3129 Gly907Asp I Baldwin et al. J Biol Chem 264:3002-3006
1989

GGT—AGT nt3173 Gly922Ser 1\Y Marini et al. J Biol Chem 268:2667-73 1993
Sztrolovics et al. Hum Mol Genet 2:1319-21
1993
D’"Amato et al. V International Conference on
0OI 63 1993

GGT—GAT nt3336 Gly976Asp II Byers et al. Trends Genet 6:293-300 1990

c.2945G>A p-G982D II Pollitt et al. Human Mutation 901 2006

c.3008G>A p.G1003D II Pollitt et al. Human Mutation 901 2006

GGC—GCC nt3426 Glyl1006Ala 111 Lu et al. Hum Mutat 5:175-178 1995

GGT—CGT nt3443 Glyl012Arg 1A% Wenstrup et al. J Biol Chem 263:7734-7740
1988

c.3034G>A p-Glyl012Ser 111 Lee et al. Human Mutation 894 2006

ACC—CCC nt3582 Thr1058Pro C-propeptid 111 Oliver et al. Hum Mutat 7:318-326 1996

c.3260G>A p-G1087D 111 Pollitt et al. Human Mutation 901 2006

c.3584G>A p-C1195Y I Pollitt et al. Human Mutation 901 2006

Tab.5. NajcastejSie mutdcie vynechania exonu v COL1A2 géne.

Nukleotidova zmena Vynechany Typ OI Zdroj

exon
Delécia 11bp v introne 9, 9 Ol typ ? Nicholls et al. Hum Genet 88:627-633
+3—-+13 1992
Delécia 19bp na rozhrani intron 11 Atypicka OI | Kuivaniemi et al. J Biol Chem 263:11407-
10/exon 11 11413 1988
T”—G intron 12 12 v Chipman et al. ] Bone Mineral Res 7:793-

805 1992

IVS12-3T>A 12 I Ward et al. Human Mutation 414 2001
Delécia 19bp v introne 13, 13 I Zhuang et al. Hum Genetics 91:210-216
+4—+22 1993
G''>A intron 16 16 1\ Fille et al. Hum Mutation 2:380-388 1993
T°—C intron 16 16 [I/IV Zolezzi et al. Hum Mutat 6:268-271 1995
IVS+1G>T 16 IV Ward et al. Human Mutation 414 2001
c.1035+1 +2delGT IVS19 [11 Lee et al. Human Mutation 8§94 2006
G "—C intron 19 20 I Mottes et al. Hum Genet 93:681-687 1994
2.17390 17787del398 20 11 Pollitt et al. Human Mutation 901 2006
Delécia 39bp v introne 21, 21 I Superti-Furga et al. Connect Tissue Res
+2—+40 29:31-40 1993
G —A intron 21 21 1(?) alebo Nicholls et al. Hum Mutat 7:219-227
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DI(?) 1996
A”7—G intron 27 28 I Tromp a Prockop, Proc Natl Acad Sci
USA 85:5254-5258 1988
G~ —A intron 33 33 II Ganguly et al. J Biol Chem 266:12035-
12040 1991
c.2133+6T>A IVS35 IV Lee et al. Human Mutation 8§94 2006
c.2565+1G>A 1VS40 1\Y% Lee et al. Human Mutation 894 2006
IVS40+5G>A 40 I1 Ward et al. Human Mutation 414 2001
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Obr.10. Molekularny mechanizmus OI. Znak X ozna¢uje mutéciu v prokolagénovom retazci,
malé vertikalne Ciary oznacuju posttransla¢né modifikacie, vzrastajiice od amino-konca

k bodovej mutécii (Gajko-Galicka, 2002).
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Obr.11. A: Regiondlny model distribicie muticii pozdiZ a2(I) retazca. Letdlne muticie su
lokalizované v 6smich skupinidch. Aminokyseliny na rozhrani kazdej domény su oznacené.
Na stupnici uddva kazdych 100 aminokyselin pozdii helixu. B: Lokalizacia mutacii letdlnych
skupin (biele boxy) na kolagénovom vlakne. Bodkované boxy ukazuju viazbové regiéony na
vldkne kolagénu typu I pre keratin sulfat (KSPG), keratan sulfat a heparan sulfét
(KSPG/HSPG) a dermatan sulfat a chondroitin sulfét proteoglykany (DSPG/CSPG). Vizbové
miesto pre decorin jadrovy protein (DC) a DSPG su tieZ ukazané ako fialové boxy

prekryvajice sa s letdlnymi skupinami ¢islo 8 a 7 (Marini, 2007).
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