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Przyczyng wrodzonej tamliwosci kosci (Ol) sq mutacje w genach
kodujgcych kolagen typu I. W Ol typu | mutacje typu ,null” powodujg
zmniejszenie syntezy prawidtowego kolagenu o okoto 50%, nato-
miast w Ol typu Il, 1ll i IV wystepujg mutacje strukturalne. Poniewaz
leczenie farmakologiczne i planowanie terapii genowej uzaleznione
Jest od rodzaju mutacji i ich konsekwencji, bardzo istotne jest szyb-
kie i wiasciwe zdiagnozowanie typu choroby.

Cel pracy. Ocena zastosowania detekcji ,null allele” genu COL1A1
i analizy kolagenu syntetyzowanego przez fibroblasty skorne w dia-
gnostyce Ol typu |.

Materiaf i metody. Analizie poddano 17 chorych oraz 20 zdrowych
(grupa kontrolna). Kolagen znakowano [*H] proling w fibroblastach
skérnych i analizowano elektroforetycznie, oraz poprzez trawienie
bakteryjng kolagenazg z Clostridium histolyticum. Materiat genetycz-
ny izolowano z fibroblastow lub z krwi obwodowej i stosujgc poli-
morfizm genu COL1A1 identyfikowano ,null allele”.

Wyniki. W 17-osobowej grupie 11 badanych byto heterozygotycznych
pod wzgledem insercji 4 pz w regionie 3'UTR genu COL1A1. ,Null alle-
le” wykryto u 7 badanych ze zredukowang syntezg kolagenu o okofo
50%, oraz u 2 badanych ze zredukowang syntezg kolagenu o 80% i
15%. Natomiast u jednej osoby z 50-procentowg redukcjg syntezy ko-
lagenu wystepowaty transkrypty obu alleli genu COL1A1T.

Whnioski. Zastosowanie polimorfizmu insercji 4 pz w regionie 3'UTR
genu COL1A1 w detekcji ,null allele” pozwolito na potwierdzenie dia-
gnostyki klinicznej u 9 sposrod 17 chorych. U trzech wyniki badan
ilosciowych kolagenu i detekcji ,null allele” byty niezgodne, co wska-
zuje na koniecznos$¢ wykonania badan kompleksowych w celu po-
stawienia ostatecznej diagnozy.

Stowa kluczowe: diagnostyka, wrodzona tamliwos$¢ kosci typu I,
kolagen, ,null allele”
Pol. Merk. Lek., 2008, XXV, 148, 345
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Osteogenesis imperfecta (Ol) is caused by mutations in collagen
type | genes. In contrast to Ol type II, lll and IV where there are the
structural mutations, in Ol type | decreased production of normal
collagen is due to the presence of a null allele. Because both phar-
macological and gene therapy approaches depend on type of muta-
tion and its consequences, quick and proper diagnosis is required.

Aim of the study. Application of COL1A1 null allele detection and
analysis of collagen synthesized by skin fibroblasts in Ol type | dia-
gnosis.

Material and methods. Analysis was carried out in 17 patients and
20 healthy persons. Collagen was labeled with [FH]proline in skin
fibroblasts and analyzed with electrophoretic method ( SDS-PAGE
)and by digestion with collagenase from Clostridium histolyticum. Nuc-
leic acids were isolated from fibroblasts or peripheral blood and null
allele was identified using a COL1A1 gene polymorphism.

Results. In the group of 17 Ol patients 11 were heterozygous for
insertion of 4 bp in 3'UTR region of COL1A1. ,Null allele” was iden-
tified in 7 patients with decreased collagen synthesis by about 50%
and in 2 patients with decreased collagen synthesis by 80% and
15%. However, in one patient with decreased collagen synthesis by
about 50%, both allele transcripts were present.

Conclusions. Application of 4 bp insertion in 3'UTR of COL1A1 gene
to detect ,null allele” confirmed clinical diagnosis in 9 among 17 Ol
patients. In 3 patients results of quantitative study of collagen and
Lhull allele” detection were different, what indicate that for final dia-
gnosis comprehensively studies are needed.

Key words: osteogenesis, imperfecta type | diagnosis, collagen, null
allele
Pol. Merk. Lek., 2008, XXV, 148, 345

Wrodzona tamliwo$¢ kosci Ol (ang. osteogenesis imperfec-
ta) jest autosomalna, genetyczng chorobg tkanki fgcznej dzie-
dziczong jako cecha dominujgca [4, 13]. Na podstawie kli-
nicznych, genetycznych i radiologicznych cech Sillence i Ri-
moin [14] wyodrebnili 4 typy choroby (I-IV). W chorobie typu
| wystepujg najtagodniejsze objawy, m.in. niebieska twardow-
ka, nieliczne ztamania lub ich brak, niski wzrost, oraz niekie-
dy utrata stuchu. Typ Il choroby jest $miertelny, noworodki
rodzg sie z licznymi ztamaniami zeber i kosci dtugich, nie-
zmineralizowang czaszka, a bezposrednig przyczyng ich
Smierci jest niewydolno$¢ oddechowa. Typ Il charakteryzuje
sie wielokrotnymi ztamaniami, postepujacg deformacjg syl-
wetki, niskim wzrostem, tréjkatng twarza. tagodniejsza w
przebiegu jest choroba typu IV. W ostatnich latach klasyfika-
cje choroby rozszerzono o trzy kolejne typy choroby V, VI i
VI [13].

Biochemiczne i molekularne badania wykazaty, ze w wiek-
szosci przypadkow przyczyng choroby sg mutacje w genach

COL1A1 i COL1AZ2 kodujgcych kolejno tancuchy a1 i o2 ko-
lagenu typu |, stanowigcego gtéwne strukturalne biatko sko-
ry, kosci i Sciegien [4, 5, 9]. Zmutowane geny, w zaleznosci
od rodzaju mutacji, albo nie ulegajg ekspresji, czego nastep-
stwem jest brak zmutowanego kolagenu, albo ulegajg eks-
presji prowadzac do syntezy kolagenu o nieprawidtowej struk-
turze i funkcji. Mutacje wystepujgce w regionie promotora lub
mutacje wprowadzajgce przedwczesne kodony terminacyj-
ne w jednym z alleli genu COL1A1 mogg spowodowac zaha-
mowanie jego ekspresji (,null allele”). Brak ekspresji zmuto-
wanego allela i zmniejszenie syntezy kolagenu prawidtowe-
go o okoto 50% stwierdzono u os6b z najtagodniejszymi ob-
jawami Ol typu | [1, 15].

Wystepowanie kolagenu zmutowanego wigze sie z ciez-
szymi i letalnymi objawami choroby charakterystycznymi dla
Ol typow II, lIl'i IV [4, 5]. W zwigzku z r6znymi konsekwen-
cjami mutacji, leczenie farmakologiczne i planowane strate-
gie terapii genowej sg rowniez zasadniczo rézne w przypad-
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ku Ol typu | i pozostatych typédw choroby. Dlatego tez bardzo
istotne w diagnostyce typu choroby jest potwierdzenie obra-
zu klinicznego choroby za pomocg badan molekularnych.

Celem niniejszej pracy byta ocena zastosowania detekcji
,null allele” genu COL1A1 oraz badan biochemicznych kola-
genu syntetyzowanego przez fibroblasty skorne w diagno-
styce Ol typu 1.

MATERIAL | METODY

Analizie poddano 17 chorych ze zdiagnozowang klinicznie
Ol typu | oraz 20 zdrowych (grupa kontrolna).

Analiza elektroforetyczna kolagenu. W celu analizy jako-
Sciowej kolagenu hodowle fibroblastow znakowano 50 uCi/ml
L-[5-*H]proling (o specyficznosci 28 Ci/mmol, Amersham
Corp.) w DMEM (Sigma) bez surowicy, zawierajgcym 50 ug/ml
kwasu askorbinowego (Sigma) przez 18 godzin [2]. Prokola-
gen wydzielany przez fibroblasty wytragcano 25-procentowym
siarczanem amonu w obecno$ci inhibitoréw proteinaz. Ko-
lagen uzyskiwano po trawieniu prokolagenu przy udziale
pepsyny (50 ug/ml) przez 4 godziny w temperaturze 4°C i
rozdzielano w 5-procentowym zelu poliakryloamidowym z
0,1-procentowg solg sodowg siarczanu dodecylu i 2-molo-
wym mocznikiem [2]. Zele poddawano autofluorografii.

Ocena biosyntezy kolagenu. Biosynteze kolagenu ozna-
czano przez inkubacje fibroblastow w obecnosci 5 nuCi/ml
L-[5-3H]proliny (28 Ci/mmol) w tych samych warunkach jak
poprzednio. Inkorporacje izotopu do kolagenu mierzono po-
przez trawienie biatek bakteryjng kolagenazg z Clostridium
histolyticum (Sigma) wedtug metody Peterkofsky i wsp. [11].

Detekcja ,,null allele”. DNA izolowano z krwi obwodo-
wej przy uzyciu kitu MasterPure™ Genomic DNA Purification
Kit (Epicentre Biotechnologies). Polimorfizm insercji 4 pz w
regionie 3'UTR oceniano metodg PCR [10]. W tym celu am-
plifikowano 500 ng genomowego DNA stosujgc nastepuja-
ce startery: 5 CCTTTCTGCTCCTTTCTCCA (sensowny) i
5 AGCAACACAGTTACACAAGG (antysensowny), oraz
REDTaq®ReadyMix™ PCR Reaction Mix (Sigma). Zastoso-
wano nastepujgce warunki amplifikacji: wstepng denatura-
cje przez 3 minuty w temperaturze 94°C, a nastepnie 25 cy-
kli wtgczajgc etap denaturacji w temperaturze 94°C przez
1 minute, hybrydyzacji w temperaturze 56°C przez 1 minute
i syntezy w temperaturze 72°C przez 1 minute.

RNA izolowano z fibroblastow lub krwi obwodowej stosu-
jac MasterPure™ RNA Purification Kit (Epicentre Biotechno-
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Ryc. 1. Biosynteza kolagenu w fibroblastach oséb z grupy kontrolnej (K) i
chorych (Ol). *p<0,05 wzgledem wartosci kontrolnych

Fig. 1. Collagen biosynthesis in control (K) and Ol fibroblasts (Ol). *p<0,05
compared to the control
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Ryc. 2. Obraz elektroforetyczny kolagenu, rozdzielanego w 5-procentowym
zelu poliakryloamidowym z 0,1-procentowq solg sodowg siarczanu dodecylu
i 2-molowym mocznikiem w warunkach niedenaturujacych, syntetyzowane-
go przez fibroblasty kontrolne (K) i chorych (Ol). Autofluorogram przedstawia
reprezentatywne wyniki badan u chorych, u ktérych stwierdzono 50-procen-
towe zmniejszenie syntezy kolagenu

Fig. 2. 5% SDS-PAGE with 2-mol urea of collagen separated under nonredu-
cing conditions, synthesized by control (K) and Ol fibroblasts. Autofluoro-
gram presents representative results of study in Ol patients with reduced
collagen synthesis by 50%

logies). Przed syntezg cDNA, prébki RNA (1 ng) byty trawio-
ne DNA-zg (1 U) przez 15 minut w celu uniknigcia zanie-
czyszczenia genomowym DNA. Enzym inaktywowano przez
dodanie 1 ul EDTA (25 mmol) i ogrzewanie w temperaturze
65°C przez 10 minut. W celu syntezy cDNA do mieszaniny
reakcyjnej dodawano odwrotng transkryptaze (Enhanced
Avian Reverse Transcryptase, Sigma) — U/ul, starter oligo
(dT),; — 3,5 umol, NTP — 10 mmol, oraz inhibitor RN-azy (U/ul)
i catos¢ inkubowano przez 50 minut w temperaturze pokojo-
wej. Uzyskany cDNA amplifikowano stosujac startery i wa-
runki podane dla genomowego DNA w reakcji PCR.

Produkty PCR i RT PCR rozdzielano w 6-procentowym
zelu poliakryloamidowym z 6-molowym mocznikiem w wa-
runkach denaturujgcych, a do dokumentacji zele wybarwia-
no metodg srebrowa.

Wyniki przedstawiajgce synteze kolagenu przez fibrobla-
sty poddano analizie statystycznej przy uzyciu testu t-Stu-
denta. Za znamienne statystycznie przyjmowano roznice
miedzy warto$ciami srednimi przy p<0,05.

WYNIKI

Pomiar biosyntezy kolagenu przeprowadzono w fibroblastach
skérnych inkubowanych przez 24 godziny w DMEM bez su-
rowicy w obecnosci 50 pg/ml kwasu askorbinowego i 5 pl
5-[*H]proliny zgodnie z metoda Peterkofsky i wsp. [11]. W
17-osobowej grupie chorych ze zdiagnozowanym klinicznie
typem |, u 13 stwierdzono zmniejszenie syntezy kolagenu o
okoto 50%, u trzech o okoto 15%, a u jednego 0 80% (ryc. 1).

Analiza elektroforetyczna kolagenu wydzielanego przez
fibroblasty chorych ze zredukowang syntezg kolagenu o okoto
50% wskazuje na zmniejszenie ilosciowe tancuchow kolage-
nowych a1 i a2 kolagenu typu | przy poréwnywalne;j ilosci
podjednostek o1 kolagenu typu Il (ryc. 2).

Wiekszo$¢ mutacji wykrytych w Ol typu | powoduje zmniej-
szenie lub brak ekspresji jednego allela genu COL1A1 [1,
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Ryec. 3. Obraz elektroforetyczny uzyskany po rozdziale produktéw PCR genomowego DNA (A) i cDNA (B) chorych w 6-procentowym Zelu poliakryloamidowym
z 6-molowym mocznikiem w warunkach denaturujacych, M - marker wielkosci DNA
Fig. 3. 6% SDS-PAGE of genomic (A) and cDNA (B) PCR products of Ol patients, separated under reducing conditions with 6 mol urea, M - molecular size

marker

15], dlatego przeprowadzono badanie materiatu genetyczne-
go na obecnos¢ ,null allele”, wykorzystujgc polimorfizm inser-
cji 4 pz (AGCA) wystepujacy w regionie 3' nie ulegajgcym trans-
lacji (UTR) [10]. Z krwi 17 chorych i 20 zdrowych os6b izolo-
wano DNA i amplifikowano fragment zawierajgcy polimorfizm
insercji 4 pz, a produkty PCR rozdzielano w 6-procentowym
zelu poliakryloamidowym z 6-molowym mocznikiem w warun-
kach denaturujgcych. Jak pokazuje rycina 3A wsérod 17 bada-
nych, 11 byto heterozygotycznych i 3 homozygotycznych pod
wzgledem badanego polimorfizmu, a u 3 badanych polimor-
fizm nie wystapit. U chorych heterozygotycznych przeprowa-
dzono reakcje RT PCR, a produkty tej reakcji rozdzielono w
zelu w tych samych warunkach. Obecno$¢ transkryptow obu
alleli genu COL1A1 stwierdzono u jednego badanego (nr 1),
znacznie zmniejszong ilos¢ jednego allela u badanego nr 9,
natomiast u pozostatych badanych wykazano obecnos¢ tylko
jednego allela (,null allele”; ryc. 3B). W 14-osobowej grupie
kontrolnej heterozygotycznej pod wzgledem polimorfizmu,
wykazano obecnosc¢ transkryptéw obu alleli genu.
Podsumowanie wynikéw uzyskanych z badan biochemicz-
nych kolagenu i badan molekularnych materiatu genetyczne-
go przedstawiono w tabeli 1. Stosujgc polimorfizm genu
COL1AT1 (insercji 4 pz w regionie 3'UTR) ,null allele” wykryto u
9 badanych, co pozwala na potwierdzenie u nich diagnostyki
klinicznej Ol typu I. U siedmiu badania molekularne mRNA
(wystepowanie ,null alleli”) potwierdzity badania biochemicz-
ne kolagenu (zmniejszenie syntezy kolagenu o okoto 50%). U
pozostatych dwéch badanych, u ktérych rowniez wykryto ,null
allele” badania ilosciowe kolagenu wykazaty zmniejszenie syn-
tezy kolagen o okoto 15% i 80%. Z kolei u jednego badanego
ze zmniejszong syntezg kolagenu o okoto 50% wykazano
wystepowanie obu transkryptéw alleli genu COL1AT.

Tabela 1. Zestawienie wynikéw analizy syntezy kolagenu i oznaczania ,null
allele” u chorych

Table 1. Summarized results of collagen synthesis analysis and detection
of ,null allele” in Ol patients

Parametr Zmniejszenie kolagenu
50% 15% 80%

Liczba badanych 13 3 1

Liczba heterozygot wobec insercji 4 pz 8 2 1

Wystepowanie obu alleli cDNA 1 1

Detekcja ,null allele” 7 1 1

OMOWIENIE

Powszechne stosowanie badan ultrasonograficznych spowo-
dowato, ze obecnie Ol typu Il i czasami lll wykrywa sig juz w
okresie prenatalnym [3]. Rozpoznanie Ol typu Il w USG jest
mozliwe dzieki klasycznym objawom, takim jak: liczne zta-
mania i wyrazne skrocenia kosci dtugich, ztamania zeber,
miekka podatna na ucisk czaszka i hipoechogenne ko$ci.
Wymienione cechy sg w spos6b pewny rozpoznawane ultra-
sonograficznie dopiero po 20 tygodniu cigzy. Rozpoznanie
ultrasonograficzne typu Ill i [V Ol zwykle jest mozliwe, mimo
tego, ze pierwsze objawy ujawniajg sie w trzecim trymestrze
cigzy. Gtownym objawem stwierdzanym ultrasonograficznie
w tym czasie jest tukowate wygiecie kosci dtugich, ale o pra-
widtowej dtugosci i stopniu mineralizacji. Objawy choroby w
przypadku jej form tagodniejszych ujawniajg sie dopiero w
okresie niemowlecym lub w dziecinstwie.

W diagnostyce Ol obok badan klinicznych niezwykle waz-
ne sg badania biochemiczne kolagenu oraz identyfikacja
mutacji odpowiedzialnych za chorobe. Komérki kosmowki
wytwarzajg kolagen poréwnywalny do kolagenu wytwarza-
nego przez fibroblasty i biopsja kosmowki pozwala na usta-
lenie rozpoznania w 10-11 tygodniu cigzy, a wiec wczesniej
niz w badaniu ultrasonograficznym [12].

W przypadku oséb z Ol typu |, bardzo trudne jest posta-
wienie jednoznacznej diagnozy, poniewaz objawy kliniczne
sg podobne do Ol typu IV. O ile mutacje wystepujace w Ol
typu Il, Il i IV mogg by¢ identyfikowane na poziomie cDNA,
w przypadku Ol typu | brak ekspresji zmutowanego allela
wyklucza takie podejscie. Konieczne sg badania przesiewo-
we genomowego DNA, co ze wzgledu na wielkos¢ genow
(COL1A1 - 18 000 pz, COL1A2 — 38 000 pz) jest procesem
bardzo kosztownym i pracochtonnym. Poniewaz w Ol typu |
mutacje w regionie promotora lub mutacje wprowadzajgce
przedwczesne kodony terminacyjne w jednym z alleli genu
COL1A1 mogg spowodowac¢ zahamowanie jego ekspresji,
do badania ekspresji alleli genu mogg stuzy¢ polimorfizmy
genu wystepujgce w obszarze konca 3'.

W badanej 17-osobowej grupie z rozpoznanym Kklinicznie
typem | OI, badanie molekularne na obecnos¢ ,null allele”
mozna byto wykona¢ u 11 oséb heterozygotycznych pod
wzgledem polimorfizmu. Badania biochemiczne kolagenu
wskazujgce na zmniejszenie kolagenu o okoto 50% zostaty
potwierdzone wykryciem ,null allele” u 7 oséb. Jednakze ,null
allele” wykryto rowniez u 2 oséb, u ktérych synteza kolagenu
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byta zmniejszona o 15 i 0 80%. U osoby z 80-procentowym
zmniejszeniem syntezy kolagenu oprocz wystgpienia ,null
alleli” dodatkowym czynnikiem odpowiadajgcym za obnize-
nie syntezy kolagenu moze by¢ obnizenie aktywnosci proli-
dazy i ekspresji czynnikow regulujgcych jej aktywnosc¢ [8].
Natomiast trudno jest wyttumaczy¢ zmniejszenie syntezy
kolagenu o okoto 15% u osoby z wykrytym jednym allelem
niefunkcjonalnym. Przyczyng tego zjawiska (obnizenia syn-
tezy kolagenu nie o potowe, jak sie spodziewano) moze byc¢
podwyzszona synteza kolagenu. Moze to by¢ réwniez wyni-
kiem zbyt matej liczby badanych w grupie kontrolnej niedo-
branych wiekowo do kazdego chorego, od ktérych uzyskano
hodowle fibroblastow.

Drugi przyktad niezgodnosci wynikéw analizy biochemicz-
nej kolagenu i badan materiatu genetycznego dotyczy oso-
by, u ktorej wykryto dwa funkcjonalne allele, a synteza kola-
genu byta zmniejszona o potowe. W tym przypadku redukcja
kolagenu moze by¢ zwigzana z wystgpieniem mutacji powo-
dujgcych defektywng translacje zmutowanego mRNA Iub
zapobiegajgcych inkorporacji zmutowanych tancuchéw w
potrojng helise.

Wiasciwa diagnostyka typu Ol jest bardzo wazna w wy-
borze sposobu leczenia, poniewaz w leczeniu farmakologicz-
nym chorych z Ol typu | oprécz bisfosfonianéw [13] mozna
réwniez zastosowac czynniki stymulujgce wybiérczo biosyn-
teze kolagenu [7] lub uzupetnienie allela nieaktywnego w te-
rapii genowej [6, 13] w przeciwienstwie do Ol typu II, lIl'i IV,
gdzie konieczne jest wyeliminowanie lub zmniejszenie eks-
presji genu zmutowanego.

WNIOSKI

1. Zastosowanie polimorfizmu insercji 4 pz w regionie
3'UTR genu COL1A1 pozwolito na wykrycie ,null alleli”
u 9 sposrdéd 17 chorych ze zdiagnozowanym klinicznie
typem | Ol.

2. U trzech badanych wyniki badan iloSciowych kolagenu i
detekgciji ,null allele” byty niezgodne, co wskazuje na ko-
nieczno$¢ wykonania badan kompleksowych w celu po-
stawienia ostatecznej diagnozy.
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