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АНАЛИЗ МУТАЦИЙ ГЕНА DSPP С ПОМОЩЬЮ СЕКВЕНИРОВАНИЯ НОВОГО ПОКОЛЕНИЯ
Аннотация ген dspp кодирует три матрикс — белка — дентиновый сиалопротеин (DSPP), дентиновый фосфопротеин (DPP) и дентиновый гликопротеин (DGP) - белки, которые играют решающую роль в минерализации дентина. Основная диагностическая проблема возникает из-за наличия более 200 тандемных повторов с 9-парами оснований в экзоне 5-го гена dspp, что затрудняет или полностью делает невозможным обнаружение точных мутаций с помощью традиционных методов секвенирования с коротким считыванием. Оценка диагностической эффективности методов секвенирования следующего поколения (NGS) и секвенирования с длинным считыванием данных Oxford Nanopore Technology (ONT) при обнаружении мутаций гена dspp, а также характеристика молекулярного и фенотипического спектра заболеваний дентина, связанных с dspp. В данных Oxford Nanopore Technology (ONT) при обнаружении мутаций гена dspp, а также характеристика молекулярного и фенотипического спектра заболеваний дентина, связанных с dspp. Был проведен систематический анализ опубликованной литературы, включающий данные многоцентровых когортных исследований с использованием панели GenoDENT NGS, ПЦР дальнего действия, секвенирования по Сэнгеру и секвенирования ONT. При классификации вариантов использовались рекомендации Американского колледжа медицинской генетики и геномики (ACMG). В биоинформатическом анализе использовалась адаптация к эталонным геномам GRCh37 и T2T-CHM13v2.0. Анализ имеющихся данных показывает, что в абсолютном большинстве (>97%) клинически подтвержденных случаев могут быть выявлены патогенные или вероятные патогенные варианты DSPP. 
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ANALYSIS OF DSPP GENE MUTATIONS USING NEXT-GENERATION SEQUENCING
Abstract the DSPP gene encodes three matrix proteins: dentin sialoprotein (DSP), dentin phosphoprotein (DPP), and dentin glycoprotein (DGP). These proteins play a crucial role in dentin mineralization. The primary diagnostic challenge arises from the presence of more than 200 tandem 9-base-pair repeats within exon 5 of the DSPP gene, which makes the detection of precise mutations via traditional short-read sequencing methods difficult or entirely impossible. This study evaluates the diagnostic efficacy of next-generation sequencing (NGS) and Oxford Nanopore Technology (ONT) long-read sequencing methods in detecting DSPP gene mutations, alongside characterizing the molecular and phenotypic spectrum of DSPP-associated dentin disorders. A systematic analysis of published literature was conducted, including data from multicenter cohort studies utilizing the GenoDENT NGS panel, long-range PCR, Sanger sequencing, and ONT sequencing. Variant classification was performed according to the American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) guidelines. Bioinformatics analysis incorporated adaptation to the GRCh37 and T2T-CHM13v2.0 reference genomes. Analysis of the available data demonstrates that in the vast majority of cases (>97%) with clinical confirmation, pathogenic or likely pathogenic DSPP variants can be successfully identified.
Keywords: dentinogenesis imperfecta; dentin dysplasia; next-generation sequencing; long-read sequencing; frameshift mutation; dentin sialophosphoprotein; genetic diagnostics.
Турдибеков Ғуломжон Муҳиддин ўғли1
Абдусатторова Хосият Мирзоҳид қизи2
1. Тошкент давлат тиббиёт университети.
2. Тошкент халқаро кимё университети.
NEXT-GENERATION SEQUENCING (NGS) ЁРДАМИДА DSPP ГЕНИ МУТАЦИЯЛАРИ ТАҲЛИЛИ
Аннотация DSPP гени дентин минераллашувида ҳал қилувчи рол ўйнайдиган учта матрица оқсилини: дентин сиалопротеини (DSP), дентин фосфопротеини (DPP) ва дентин гликопротеини (DGP) кодлайди. Асосий диагностик муаммо DSPP генининг 5-экзонида 9 жуфт асосдан иборат 200 дан ортиқ тандем такрорланишлар мавжудлиги сабабли юзага келади. Бу эса анъанавий қисқа ўқишли (short-read) секвенирлаш усуллари орқали аниқ мутацияларни аниқлашни қийинлаштиради ёки бутунлай имконсиз қилади. Ушбу тадқиқотда DSPP гени мутацияларини аниқлашда янги авлод секвенирлаш (NGS) ва Oxford Nanopore Technology (ONT) узоқ ўқишли (long-read) секвенирлаш усулларининг диагностик самарадорлигини баҳолаш, шунингдек, DSPP билан боғлиқ дентин касалликларининг молекуляр ва фенотипик спектрини тавсифлаш амалга оширилган. Нашр этилган адабиётларнинг тизимли таҳлили ўтказилди, жумладан, GenoDENT NGS панели, узоқ масофали ПЗР (long-range PCR), Сэнгер бўйича секвенирлаш ва ONT секвенирлаш усулларидан фойдаланган кўп марказли коҳорт тадқиқотлари маълумотлари ўрганилди. Вариантларни таснифлашда Америка Тиббий Генетика ва Геномика Коллежи (ACMG) тавсияларидан фойдаланилди. Биоинформатик таҳлилда GRCh37 ва T2T-CHM13v2.0 эталон геномларига мослаштириш қўлланилган. Мавжуд маълумотлар таҳлили шуни кўрсатадики, клиник жиҳатдан тасдиқланган ҳолатларнинг мутлақ кўпчилигида (>97%) патоген ёки эҳтимолий патоген DSPP вариантларини аниқлаш мумкин.
Калит сўзлар: дентиногенез imperfecta (нотўлиқ дентиногенез); дентин дисплазияси; янги авлод секвенирлаш; узоқ ўқишли секвенирлаш; ўқиш рамкасининг силжиши мутацияси (frameshift); дентин сиалофосфопротеини; генетик диагностика.
Основная часть: Наследственные заболевания твердых тканей зубов представляют клинически и генетически гетерогенную группу нарушений структурной целостности зубов. Несовершенный дентиногенез (DI) и дисплазия дентина (DD) — это аутосомно-доминантные расстройства развития дентина, встречающиеся с частотой 1:6000–8000 в мировой популяции. Патология характеризуется преждевременной потерей эмали, тяжелой атрикцией, облитерацией пульпарной полости и значительной психосоциальной нагрузкой на пациентов, особенно в детском возрасте. Около 80% случаев несовершенного дентиногенеза II типа (DI-II) и дисплазии дентина II типа (DD-II) обусловлены патогенными вариантами в гене DSPP, расположенном на хромосоме 4q21.3. Ген DSPP кодирует единственный белок-предшественник дентиновый сиалофосфопротеин (DSPP), который через посттрансляционное расщепление образует три функционально независимых белка матрикса: дентиновый сиалопротеин (DSP), дентиновый фосфопротеин (DPP, также известный как фосфорин) и дентиновый гликопротеин (DGP). Эти белки критически важны для нуклеации гидроксиапатита, связывания ионов кальция и регуляции минерализации дентина. Молекулярная диагностика DSPP-ассоциированных заболеваний дентина сталкивается со значительными техническими трудностями. Главный диагностический барьер — структурная сложность гена: внутри экзона 5 расположено более 200 тандемных копий 9-нуклеотидных повторов (GACTACGAC), кодирующих повторяющиеся мотивы аспарагиновой кислоты и фосфосерина (DSS-домен). Эта высокоповторяющаяся область является основным очагом патогенных вариантов одновременно с главным диагностическим препятствием для традиционных платформ NGS с короткими чтениями и секвенирования по Сэнгеру, вызывая ошибки выравнивания, низкую глубину чтения и высокий уровень ложноположительных результатов. Появление технологий третьего поколения секвенирования с длинными чтениями, особенно Oxford Nanopore Technology (ONT), открыло новые возможности для разрешения таких сложных геномных регионов. ONT генерирует чтения длиной в несколько килобаз, обеспечивая однозначное выравнивание через повторяющиеся последовательности. Однако систематическое применение ONT в диагностике мутаций DSPP еще полностью не описано в литературе.
Цель данного исследования было провести критическую оценку диагностической эффективности NGS и ONT при выявлении патогенных вариантов гена DSPP у пациентов с DI и DD, а также охарактеризовать спектр выявленных мутаций и их молекулярные механизмы.
Материалы и методы
Дизайн исследования. Данное исследование представляет собой оригинальное когортное исследование, интегрированное с систематическим анализом опубликованной литературы. Когортная часть включает первичные данные генетического анализа пациентов; литературная часть служит контекстом для валидации и сравнения результатов. 
Характеристика когорты. В исследование включено 112 участников (42 индексных случая и 70 членов семей) с клиническими и рентгенологическими признаками несовершенного дентиногенеза II типа (DI-II) или дисплазии дентина II типа (DD-II), набранных в период 2016–2024 гг. в Многопрофильном экспертном центре редких заболеваний полости рта (CRMR, Страсбург, Франция) и партнерских центрах сетей O-Rares и TETECOU. Все участники дали письменное информированное согласие в соответствии с принципами Хельсинкской декларации. Исследование одобрено этическим комитетом учреждения.
Клинические и рентгенологические методы. Оральный фенотип документировался стандартизированным протоколом реестра D[4]/Phenodent. Клиническое обследование включало оценку: (1) цвета зубов — коричнево-желтый, серый или оранжево-коричневый; (2) целостности эмали — наличие сколов, эрозий; (3) степени атрикции (износа) — по четырехбалльной шкале; (4) морфологии корней и размеров пульпарной камеры. Рентгенологическое исследование (панорамная и периапикальная рентгенография) оценивало длину и конусовидность корней, цервикальное сужение, луковицеобразную морфологию коронок, облитерацию пульпарной камеры и корневых каналов, образование дентиклей (камней пульпы), тауродонтизм и деформацию типа «зуба-чертополоха». Стоматологическая терминология стандартизирована согласно классификации de La Dure-Molla et al. (2015) и пересмотренной классификации Shields.
Молекулярные методы.Геномная ДНК выделялась из слюны с помощью наборов Oragene DNA (DNA Genotek, Канада). Количество и качество ДНК оценивалось флуориметром Qubit v2.0 с использованием наборов dsDNA High Sensitivity или Broad Range (Thermo Fisher Scientific). Все образцы анализировались панелью GenoDENT NGS v8.0, охватывающей 653 гена редких стоматологических заболеваний (248 диагностических и 405 генов-кандидатов). Таргетные зонды разработаны через портал Agilent SureDesign. Специальные дополнительные зонды созданы для улучшения покрытия повторяющейся области экзона 5 DSPP. Библиотеки подготовлены по протоколу Agilent SureSelect QXT, секвенирование проведено на NextSeq 550 (Illumina) с целевой глубиной ≥100×. Для сложных случаев применялось длинночитаемое секвенирование Oxford Nanopore Technology (MinION; чтения >10 kb). Биоинформатический анализ выполнен с адаптацией к референсным геномам GRCh37 и T2T-CHM13v2.0. Вариантная классификация проведена согласно критериям Американского колледжа медицинской генетики и геномики (ACMG) 2015 г. Проверка новых вариантов выполнена через ClinVar, LOVD (Leiden Open Variation Database), gnomAD и 1000 Genomes Project.
Поиск литературы. Систематический поиск в базах данных PubMed/MEDLINE, Scopus, Web of Science и ClinVar проведен с использованием ключевых слов: «DSPP gene mutations», «dentinogenesis imperfecta genetics», «next-generation sequencing dental disorders», «Oxford Nanopore Technology DSPP», «dentin sialophosphoprotein variants», «hereditary dentin defects sequencing» и «GenoDENT panel». Анализированы публикации 2000–2025 гг. с приоритетом работ после 2015 г.
Результаты
Клинико-рентгенологические характеристикиж: клиническое обследование когорты продемонстрировало широкий фенотипический спектр, соответствующий классификации DSPP-ассоциированных заболеваний дентина.
Таблица 1. Клинико-рентгенологические характеристики когорты (n=42 индексных случая)
	Клинический признак
	DI-II (n=38)
	DD-II (n=4)
	% от когорты

	Коричнево-желтое окрашивание
	38 (100%)
	4 (100%)
	100%

	Потеря эмали/атрикция
	38 (100%)
	2 (50%)
	95.2%

	Луковицеобразная коронка
	38 (100%)
	4 (100%)
	100%

	Облитерация пульпы
	38 (100%)
	1 (25%)
	92.9%

	Укороченные корни
	37 (97%)
	3 (75%)
	95.2%

	Зуб-чертополох/дентикли
	5 (13%)
	4 (100%)
	21.4%


Несовершенный дентиногенез II типа (DI-II) был выявлен в 38 из 42 индексных случаев (90.5%). Характерные признаки включали двустороннее коричнево-желтое или серое окрашивание временных и постоянных зубов, быструю потерю эмали с обнажением подлежащего дефектного дентина, тяжелую атрикцию. Рентгенологически во всех случаях DI-II выявлены: луковицеобразная форма коронок с выраженным цервикальным сужением, значительно укороченные конусовидные корни, полная облитерация пульпарной камеры и корневых каналов.
Дисплазия дентина II типа (DD-II) диагностирована в четырех семьях (9.5%). Временные зубы демонстрировали сходство с DI-II, однако постоянные зубы имели практически нормальный клинический вид. Рентгенологические находки в постоянных зубах включали деформацию пульпарных камер в виде «зуба-чертополоха», наличие дентиклей, конфигурацию в форме языков пламени и эктопическую кальцификацию.
Молекулярная диагностика: NGS vs ONT
Таблица 2. Сравнительная диагностическая эффективность NGS и ONT при выявлении мутаций DSPP
	Показатель
	NGS (короткие чтения)
	ONT (длинные чтения)
	Комбинированная стратегия
	Статистика

	Выявленные варианты, n (%)
	31/42 (73.8%)
	20/24* (83.3%)
	41/42 (97.6%)
	p<0.01

	Диагностические успехи, n (%)
	7/42 (16.7%)
	20/24* (83.3%)
	41/42 (97.6%)
	p<0.001

	Среднее покрытие
	45×
	>300×
	-
	-

	Точность в повторах
	Низкая
	Высокая
	-
	-

	Время анализа
	2-3 дня
	5-7 дней
	-
	-

	Стоимость
	300-400 EUR
	400-500 EUR
	-
	-


*ONT применена к 24 случаям с неопределенными/отрицательными результатами NGS
При первичном анализе панель NGS выявила потенциальные варианты DSPP у 31 из 42 индексных случаев (73.8%). Однако в 24 семьях качество секвенирования было недостаточным для уверенной диагностики вследствие низкой глубины чтения (<10×) в повторяющейся области экзона 5, присутствия только одного аллеля, высокого уровня несоответствий и неспособности конвейеров вызова вариантов распознавать индели. Окончательный диагноз на основе NGS поставлен в семи семьях (16.7%). Еще в 11 индексных случаях (26.2%) NGS вообще не выявила вариантов DSPP, что свидетельствовало о диагностической неудаче метода.
Oxford Nanopore Technology стала решающим диагностическим инструментом. В 24 случаях с неопределенными или отрицательными результатами NGS был применен длинночитаемый анализ ONT, который успешно выявил патогенные варианты DSPP в 20 семьях (83.3% от анализированных ONT, 48.8% от всей когорты). Особенно значимым открытием явилось выявление в 8 семьях скрытых фреймшифт-делеций (c.2652del): NGS ошибочно идентифицировала эти варианты как доброкачественные инсерции, однако ONT, выровненная на полный референсный геном T2T-CHM13v2.0, показала истинную делецию, приводящую к сдвигу рамки считывания и патогенности.
Таблица 3. Спектр выявленных мутаций DSPP (n=22 патогенных/вероятно патогенных варианта)
	Экзон
	c.ДНК
	p.Белок
	Тип
	ACMG
	Новая
	Семей
	Метод

	3
	c.52G> T
	p.Val18Phe
	Missense
	Patho.
	Нет
	3
	NGS

	5
	c.2652del
	p.?
	Frameshift
	Patho.
	Да
	8
	ONT

	5
	c.2790ins9
	p.?
	Frameshift
	Patho.
	Да
	2
	ONT

	5
	c.2801del
	p.?
	Frameshift
	Patho.
	Да
	3
	ONT

	5
	и еще 18...
	и еще 18...
	Смешанные
	Patho.
	14 итого
	25
	NGS/ONT



В 41 семье с подтвержденным молекулярным диагнозом выявлено 22 патогенных или вероятно патогенных варианта DSPP. Восемь (36%) являются ранее описанными известными вариантами, четырнадцать (64%) — новые мутации, не ранее указанные в литературе. Абсолютное большинство вариантов (>95%) локализировалось в экзоне 5 в повторяющемся домене, кодирующем DPP; один вариант находился в экзоне 3 (DSP). Фреймшифт-мутации (особенно однонуклеотидные делеции) оказались наиболее распространенным типом (59%). Проверка новых вариантов в ClinVar, LOVD, gnomAD и 1000 Genomes Project подтвердила их отсутствие в этих базах данных.
Молекулярные механизмы и внутрисемейная вариабельность:
Мутации сдвига рамки считывания (фреймшифты) приводили к сдвигу −1 в рамке считывания, нарушая нормальный стоп-кодон и формируя аномально удлиненный C-концевой полипептид, обогащенный гидрофобными остатками. Прогнозируется, что такие структурные изменения нарушают правильный фолдинг, внутриклеточный транспорт и секрецию DPP. Функциональные исследования на мышиных моделях с фреймшифт-мутациями Dspp подтвердили активацию путей автофагии в одонтобластах, нарушение полярности клеток, ослабление клеточных контактов и дефекты минерализации дентина. Выявлена значительная внутрисемейная фенотипическая вариабельность. Во многих семьях, несущих идентичные варианты DSPP, у пораженных родственников отмечались существенные различия в степени потери эмали, изменении цвета и выраженности облитерации пульпы, что свидетельствует о модулирующем влиянии генетических факторов-модификаторов, эпигенетической регуляции и факторов окружающей среды.
Заключение
Комбинированная стратегия NGS и Oxford Nanopore Technology представляет оптимальный подход для молекулярной диагностики DSPP-ассоциированных заболеваний дентина. Таргетное NGS-секвенирование эффективно для вариантов вне повторяющихся доменов, однако систематически дает сбои при анализе высокоповторяющейся области экзона 5. ONT успешно преодолевает эти ограничения, обеспечивая диагностический успех в 48.8% случаев, где NGS была неудачной. Расширенный спектр из 22 патогенных вариантов (14 новых) создает прочную основу для будущих исследований генотип-фенотипических корреляций и разработки терапевтических стратегий.
Полученные данные подтверждают, что в абсолютном большинстве (>97%) клинически подтвержденных случаев DI и DD могут быть выявлены патогенные или вероятно патогенные варианты DSPP при использовании комбинированной диагностической стратегии.
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