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Chemokine Receptor’s Genes Expression in
T-Cell Lines Derived from Patients with
Hematological Malignancies

Hemokinu receptoru génu ekspresija T-Siinu Iinijas, kas
iegiitas no slimniekiem ar hematologiskam malignitatém

Svetlana Kozireva', Modra Murovska', Sandra Lejniece?, Irina Kholodnyuk'
LU August Kirchenstein Institute of Microbiology and Virology,
Ratsupites Str. 1, LV-1067, Riga, Latvia, phone: 7-427920, fax: 7428036,
*National Center of Haematology, Medical Center ,,Linezers”
Corresponding author: Dr. Svetlana Kozireva,
e-mail: skozireva@lycos.com, skozireva@latnet.lv

The infiltration of leukemic cells into various organs such as the liver, spleen and lymph nodes is
commonly observed in acute lymphocytic leukemia and is an important step in the development
and prognosis of the disease. Chemokine and chemokine receptors are involved in the regulation
of lymphocyte trafficking to intra- and interlymphoid tissues as well as to the site of inflammation.
It has been observed that besides their physiological functions chemokine receptors might play an
important role in the migration of leukemic cells. We investigated the expression of CC and CX
chemokine receptors — CCR6, CCR9, CXCR4 and CXCR6/TIMSTR in T-ALL derived cell lines
at mRNA level using reverse transcriptase-polymerase chain reaction. All T-ALL cell lines expres-
sed CXCR4, but their expression level was similar to those in normal T-cells. None of T-ALL cell
lines were positive for CXCR6/TIMSTR. Expression of CCR6 was restricted to double-positive
CD4'CD8" T-ALL cell lines. Expression of CCR9 was up-regulated in almost all T-ALL cell lines.
Therefore, CCR9 may be important in the manifestation and development of T-ALL, making it a
potential target for the therapeutic modulation of this lymphoproliferative disorder.

Key words: T-cell acute lymphocytic leukemia, T-cell lines, chemokine receptors, gene expression,
messenger RNA.

Introduction

Chemokines and their receptors play a critical and crucial role in immune responses
(i.e. inflammation, haematopoiesis and angiogenesis). In addition to their role in inflam-
mation, chemokines and chemokine receptors have recently been shown to play an im-
portant role in the homing of circulating lymphocytes to secondary lymphoid organs, ¢. g.
lymph nodes and Peyer’s patches, under physiological conditions. It is now established
that a unique pattern of chemokine receptors expression may help define lymphocyte po-
pulations that differ in differentiation, activation stages and biological properties. There is
accumulating evidence that apart from their physiological functions, chemokine receptors
may also be involved in migration and dissemination of malignant haemopoietic cells.
The acute lymphocytic leukemia (ALL) represents the malignant counterparts of normal
lymphocytes arrested at specific stages of maturation. A common manifestation of ALL
is infiltration of various organs, including the lymph nodes, spleen, lung, liver, intestinal



8 MEDICINA

tract and even the brain by leukemic cells (1). Malignant lymphocyte migration into and
from organs is an important aspect, since leukemic cells infiltration often causes serious
clinical problems for patients, affecting the progression and prognosis of the disease (2).

CXCR6/BONZO/TIMSTR is an orphan chemokine receptor and HIV
co — receptor that is expressed on activated T lymphocytes. In vitro polarized T cell sub-
sets including Th1 and Th2 cells express functional TIMSTR, suggesting involvement of
this receptor in chronic inflammation (3, 4). The chemokine receptor CCR6 expression
has been found in B and T lymphocytes, but monocytes, ecosinophils, and natural killer
cells are negative. In T-cell population, CCR6 is restricted mainly to memory CD4" sub-
sets expressing o7 integrin, the intestinal lymphocyte homing receptor (5). However,
the physiological role of CCR6 is currently unknown. The chemokine receptor CXCR4 is
expressed at all T-cell differentiation stages and may play a role in the migration of matu-
re T-cells. This chemokine receptor is also involved in homing and mobilization of CD34
progenitors (6). The chemokine receptor CCR9 is expressed on most small intestinal
lamina propria and intraepithelial lymphocytes as well as on a small subset of peripheral
blood lymphocytes. This chemokine receptor together with its ligand TECK efficaciously
induces chemotaxis of immature CD4'CD8"* double positive and mature CD4" and CDS8*
single positive thymocytes, suggesting that TECK/CCRY interaction play a pivotal role
in T-cell migration in thymus (7, 8).

The present study was undertaken to investigate the involvement of chemokine re-
ceptors CXCR4, CCR6, CCR9 and TIMSTR in hematological malignancies, particularly
in T-cell lineage ALL (T-ALL).

Materials and MetHODS

Cells and cell lines

In this study eight human T-cell lines, including six acute lymphoblastic derived cell
lines and two HTLV-I-transformed cell lines, were used. All the cell lines were maintai-
ned in RPMI-1640 supplemented with 10% fetal bovine serum.

Peripheral blood mononuclear cells were isolated from venous blood of healt-
hy donors by the standard method using Ficoll-Paque (Amersham/Pharmacia Biotech,
Sweden). The CD3* T-cells were purified by incubation with magnetic beads coated with
monoclonal antibodies against CD3 (Dynal, A. S.)

Tonsil mononuclear cells were isolated as described by Ryon ef a/ (9) and T-cells
were purified using neuraminidase-treated sheep RBCs.

Reverse-transcriptase polymerase chain reaction analysis (RT-PCR)

Total RNA was prepared from T-cells and T-cell lines using Trizol reagent (Invitrogen,
UK). Total RNA was reverse transcribed using random hexamer primer (Invitrogen) and
SuperScript II reverse transcriptase (Invitrogen, UK). Resulting first-strand DNAs were
amplified in the final volume of 30 pl containing 10 pmol of each primer and 2.5 U of Taq
polymerase (Invitrogen, UK). The primers used were:

+5’-GGTACCAAATGACGCCGAG-3’and —5’-GCAGCCTGTACTT GTCCGTCAT-3’ for CXCR4; +5°-
AGTCACCTCTACTTTCCTG CTACCG-3’ and -5’- ATCAAGGAGTAGGCAATCGGTACA-3’ for CCRO;
+5’-CAGCTCTTTCCCCAGACACTGA-3’ and —5’-GATGA ACACGAGCCAGTACAAGG-3’ for CCR9 as
well as +5’-TTGC TTCATGAGCAAGCTCATCT-3’ and —5’-TGCAACTTATGGTA GAAGATGGATATGAC-
3’ for TIMSTR.
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Primers for all chemokine receptors were chosen from different exons. Amplification
conditions for CXCR4, CCR6, CCR9 and TIMSTR were 35 cycles and for glyceralde-
hyde-3-phosphate dehydrogenase (G3PDH) — 25 cycles of denaturation at 94°C for 30
sec (5 min for the first cycle), annealing at 55°C for 30 sec, and extension at 72°C for 1
min (5 min for the last cycle). The duplex RT-PCRs were performed for semiquantitative
analysis of chemokine receptors gene expression.

Results

Using eight human T-cell lines we examined the presence of chemokine receptors
CXCR4, CCR6, CCR9 and TIMSTR in these cells at the messenger RNA (mRNA) level
by RT-PCR. The results are shown in the Table 1 and Figure 1. Based on the expression
of CD4 and CDS, all T-ALL cell lines were further divided into 3 groups: double-positive,
double-negative and CD4*. HTLV-I-transformed T-cell lines were consistently CD4".

Table 1
Expression of chemokine receptors genes in T-ALL cell lines
Cell type Cell line CXCR4 TIMSTR CCR6 CCRY
Double-negative | CCRF-HSB2 P N N P
Double-positive | HPB-ALL P N P P
MOLT-3 P N P P
MOLT-4 P N P P
CD4* CCRF-CEM P N N N
Jurkat P N N P
HTLV-I C91/PL P N N N
MT-2 P N P P

P indicate positive; N indicate negative; HTLV-I" - HTLV-I transformed T-cell lines.

All T-ALL cell lines were found to express CXCR4 at a high level. HTLV-I transfor-
med T-cell lines were also positive for CXCR4. Expression of CXCR4 was also observed
in CD3" T-cells from the peripheral blood of a healthy donor as well as in tonsil T-cells.

Expression of TIMSTR was observed only in tonsil T-cells. None of T-ALL cell li-
nes was positive for TIMSTR. HTLV-I transformed T-cell lines also did not express this
chemokine receptor.

Concerning CCR6, all double-positive T-ALL cell lines were positive, whereas double-
negative and all CD4" cell lines were negative. Expression of this chemokine receptor gene
was also found in one HTLV-I-transformed T-cell line as well as in CD3" T-cells and tonsil
T-cells.

The presence of CCR9 mRNA was detected in almost all T-ALL cell lines. However,
in double-positive CD4"CD8* CCR9 expression was higher compared with double-nega-
tive T-ALL cell lines (Figure 1). T-ALL mature CD4" cell lines expressed CCR9 modera-
tely, whereas normal CD3" cells expressed CCRY rarely, and the level of expression was
low. Therefore, CCR9 expression in all T-ALL cell line was up regulated but the highest
CCR 9 expression level was in double-positive CD4°CDS8" cell lines. A high expression of
CCR9 was observed also in one of HTLV-I-transformed cell lines (Figure 1)

Discussion

A coordinated multistep process is involved during lymphocyte homing into lymp-
hoid organs under normal conditions. ALL is a malignancy with the potential to infiltrate
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Figure 1. Semiquantitative analysis of CCR9 mRNA level in T-cell lines. The bars represent
the signal intensity ration between CCR9 and G3PDH. Representative results of two
independent experiments.

the lung, lymph node, spleen and even the brain (10, 11). Observations on the increased
migration of malignant lymphoblasts indicate the involvement of chemokine receptors
and chemokines. Our data for the first time demonstrated that TIMSTR is not expressed in
T-ALL and in HTLV-I-transformed cell lines. CXCR4 was highly expressed in all T-ALL
cell lines, including double-positive CD4"CD8", double-negative CD4 CD8" and single
positive CD4". The level of CXCR4 mRNA in double-positive cell lines was comparable
to that of double-negative and single positive CD4" cell lines as well as to that of normal
CD3" T-cells, suggesting that high expression of CXCR4 may be a common phenomena
in normal and malignant T cells. However, it has been shown that CXCR4 together with
its ligand SDF1 play an important role in influencing the localization of precursor B acute
lymphoblastic leukemia cells within a bone marrow microenvironment (12). Therefore,
we could not exclude the possible involvement of CXCR4 in the migration of T-ALL
cells. Further studies are required to reach a final conclusion on this aspect.

We have also observed a high level of CCR9 mRNA in almost all examined T-ALL
cell lines. This result is in agreement with those of Qiuping et al (13) who described the
up regulation of CCR9 in CD4* and CD4'CD8" T-cells from patients with T-ALL and
allow suggesting that CCR9 is important for stimulation of T-ALL cell migration. It has
been shown that CXCR4 binding to its ligand SDF1 regulates precursor B-cell lineage
ALL survival and proliferation (12). CCR9 activation provides a cell survival signal (14).
We documented that CCR9 is overexpressed on T-ALL cell lines and a logical implication
may be that CCR9 and its ligands promote the survival or proliferation of T-ALL cells.

CCR6 expression is restricted to immature double-positive CD4*CD8" T-ALL cells.
It is possible to suggest that the restricted pattern of CCR6 expression could be a part of
the process of T-cell maturation and differentiation. From another side, CCR6 could be
involved in the migration and dissemination of double-positive CD4"CD8" T-ALL cells.

In conclusion, we have demonstrated that T-ALL cell lines express abnormally high
CCROY, high CXCR4 but do not express TIMSTR. CCR6 expression is restricted to doub-
le positive CD4*CD8* T-ALL cells. This selectivity in expression of chemokine receptors
in acute limphoproliferative disorder implies the diversity of chemokine receptors in the
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physiology and pathophysiology of the process of development of T-ALL. Taking into
account the possible involvement of CCR9 and its ligands in supporting malignant cell
proliferation, we conclude that our observations may have implications in considering the
effect of cytokine therapy on the disease process.
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Kopsavilkums

Akiitu limfocitaro leikémiju (ALL) kopiga izpausme ir dazadu organu infiltracija. Leikémisko $tinu
migracija uz un no organiem ir svarigakais aspekts $Ts asins sist€mas laundabigas slimibas patogeng-
78, jo leikémisku $tinu infiltracija biezi izraisa nopietnas kliniskas problémas pacientiem, ietekmg&jot
slimibas gaitu un prognozi. Hemokiniem un hemokinu receptoriem ir nozimiga loma angiogen&zg,
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limfopog&zg, asinsradé un ickaisuma procesa. Turklat ir paradijusies dati, ka hemokinu receptori var
piedalities leikeémisko $tinu migrésana un izplatiba. M@s pétijam CC- un CX- hemokinu receptoru
CXCR4,CXCR6/TIMSTR, CCR6 un CCR9 ekspresiju mRNS Iimeni T-ALL §tinu linijas, lietojot ap-
grieztas traskriptazes polimerazes k&des reakciju. Rezultati paradija, ka hemokinareceptors TIMSTR
neekspresé€jas neviena no T-ALL $tinu linijam. Savukart, CXCR4 ekspresija bija konstatéta visas
T-ALL stnu linijas, bet CXCR4 ekspresijas [tmenis $ajas Stnu lnijas neatSkiras no ekspresijas
limena normalas CD3* T-Stinas. CCR6 ekspresija bija novérota tikai dubultpozitivas CD4*CD8*
T-ALL 8tnu Iinijas. CCRY ekspresiju atrada visas T-ALL §tinu Iinijas un ekspresijas Iimenis $ajas
$tinas bija augstaks neka normalas CD3" stinas. Visaugstakais CCR9 ekspresijas [Tmenis bija kon-
stat€ts dubultpozitivas T-ALL $tnu linijas. Tadgjadi, var secinat, ka CCR9 ir svarigaka loma $aja
T-$tinu asins sist€mas laundabigaja slimiba un tas var tikt lietots ka mérkis modul&Sanas terapija.
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The Impact of Early Cytomegalovirus (CMYV) Infection
and CMYV Disease on Long-Term Kidney Allograft
Function and Late Complications after Kidney
Transplantation: a Clinical Study

Agrinas citomegalovirusa (CMYV) infekcijas un CMV
slimibas ietekme uz nieres transplantata funkciju un
veélinam komplikacjam péc nieres transplantacijas:
kliniskais pétijums

K. Bernarde, I. Folkmane, S. Chapenko', M. Murovska', R. Rozentals
Latvian Center of Renal Transplantation, Riga Stradins University
'August Kirchenstein Institute of Microbiology and Virology, University of Latvia

Cytomegalovirus (CMV) and acute rejection (AR) are suggested as risk factors for the development
of chronic allograft nephropathy (CAN) in patients undergoing renal transplantation (RT). The
aim of this study was to evaluate the incidence of latent/persistent CMV infection, CMV disease
and AR rate during the first three months after RT in the patients with CAN beyond three months
after RT. The demographic data of recipients and donors, immunosuppressive treatment after RT,
AR rate, donor/recipients CMV serological status using MEIA, CMV activation using nPCR and
CMV disease in 19 recipients with CAN and 20 recipients with normal kidney allograft function
were analysed.

There were no significant differences between the primary diagnosis, modality and duration of
dialysis, causes of donor death and mean cold ischemia time in recipients. The mean age of CAN
patients was lower, but they had received organs from more aged donors. CMV IgG positive were
81.5% of donors and 84.5% of recipients. Primary CMV infection was detected in 3/19 of CAN
patients. Delayed graft function and AR were more frequent in CAN patients (5/19 and 7/19) than
in control patients (1/20 and 2/20). The frequency of CMV reactivation (7/19 and 1/20) and CMV
disease (10/19 and 1/20) was significantly higher in CAN patients. The combination of AR and
CMV disease was observed in CAN patients only. Renal allograft loss was diagnosed only in CAN
patients (5/19, 23.6%) and from them one had CMV reactivation, 3 — combination of AR and CMV
disease, and in one patient CMV infection remained latent. In conclusion: CMV activation and
CMV disease in the early period after RT are independent risk factors for CAN and kidney allograft
loss in the late posttransplant period. CMV disease is an additional factor in the pathogenesis of
CAN in the presence of acute rejection.

Key words: renal transplantation, Cytomegalovirus (CMV), acute rejection, CMV disease, chronic

renal allograft nephropathy, kidney allograft loss.
Introduction

Cytomegalovirus (CMV) infection remains a major cause of mortality in transplant
patients. Primary CMV infection results in lifelong virus persistence in the host, and
reactivation frequently occurs in immunocompromised patients, as solid organ transplant
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recipients. Risk factors for activation of CMV and CMYV disease development are donor
and recipient serological status (D+/R-), intensity of immunosuppression and host factors
(age, comorbidities). More frequently CMV disease occurs during the first 3 months after
kidney transplantation. Although the immediate effects of CMV are well described, the
impact of early CMV activation and CMV disease on long-term outcome after transplan-
tation remain controversial. Some clinical studies indicate an association of CMV disease
with increased risk of kidney allograft loss (1). However, others fail to show such an asso-
ciation (2, 3). Pretransplant CMV seropositivity is associated with postransplant systemic
inflammation and decreased renal allograft function and patient survival after transplan-
tation (4). There are some indications that CMV disease is associated with an increased
risk for acute rejection (AR). At present AR is a rare direct cause of graft loss in kidney
transplant recipients, but it remains the main risk factor for chronic allograft failure and
a major cause of late graft loss. When both AR and CMV disease occur in kidney trans-
plant recipients, AR usually precedes CMV disease, suggesting that an AR episode can
trigger CMV activation, possibly due to increased immunosuppressive therapy (5). Other
authors suggest that CMV disease seems to play some role in the pathogenesis of chronic
allograft nephropathy only in the presence of AR. Reasons for it may include the inability
to adequately treat AR due to the presence of CMV disease or increased virulence of la-
tent CMV infection in recipients being treated for AR (6). Neither CMV disease nor AR
alone was associated with increased vascular or other histopathologic changes in 6-month
protocol biopsy specimens of kidney allografts, but a previous history of both — acute
rejection and the presence of CMV in the graft — was associated with increased vascular
changes (7). In experimental studies CMV increases the expression of collagens both
types I and III, the accumulation of myofibroblasts and enhances total collagen synthesis
in the development of interstitial fibrosis in chronic renal allograft rejection (8).

The aim of our study was to evaluate the incidence of latent/persistent CMV infec-
tion, CMV disease and acute rejection rate during the first three months after transplan-
tation in patients with chronic renal allograft nephropathy (CAN) beyond three months
after transplantation.

Materials and methods

Patients. 81 patients had undergone kidney transplantation at the Latvian Centre of
Renal transplantation between 1st of January, 2002 and 1st of November 2003. All pa-
tients received cadaveric renal transplants. 19 of 81 (23.5%) patients beyond 3 months
after transplantation developed chronic allograft nephropathy (CAN) — with an increase
of serum creatinine concentration, reduced glomerular filtration rate, progressive protei-
nuria and hypertension. The mean follow-up period was 25.4 months. The control group
included 20 patients with normal kidney allograft function during the follow-up period.
We analysed demographic data of recipients (age, initial graft function, primary diagnosis
of kidney disease, modality and duration of dialysis before transplantation) and donors
(age, mean cold ischemia time, reason for death), immunosuppressive treatment after
transplantation, acute rejection rate, donor/recipient CMV serological status, CMV acti-
vation and CMV disease after transplantation in both groups.

Immunosuppression. From 19 of CAN patients, 11 (57.9%) received induction the-
rapy with monoclonal anti-IL-2 antibodies — Simulect, 3 (15.8%) — antithymocyte globu-
lin (ATG) and 5 (26.3%) were without induction therapy. In the control group, 17 of 20
(85.0%) patients received induction therapy with Simulect, one (5.0%) — ATG; 2 (10.0%)
were without induction therapy. All patients received maintenance immunosuppression
with cyclosporine (CsA) in microemulsion, micofenolate mofetil (MMF) and prednisolo-
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ne. Treatment with oral CsA in microemulsion was started before surgery (10 mg/kg/d) to
obtain therapeutic blood CsA level and then was adjusted, based on a target through level
150-350 ng/ml during the first 4 weeks and at 150-250 ng/ml thereafter. CsA through
level was measured using the Ax Sym (Abbott) cyclosporine assay with a fluorescence
polarization immunoassay. The maintenance dose of orally administered MMF was 1-1.5
g/d. Methylprednisolone 5 mg/kg/d was administered on 3 consecutive days from the day
of operation. Oral prednisolone was started on the first day after operation at 0.5 mg/kg/d
and reduced gradually till 5-10 mg/d.

Acute rejection. AR episodes were suspected in recipients with a rise in the serum
creatinine level and confirmed by percutancous biopsy. The histological features were
graded according to Banff 97 classification. AR was treated with intravenous methylpred-
nisolone at 500 mg/d for three days. Steroid resistant cases were treated with ATG.

CMV serology. The serum samples from donors and patients before and after renal
transplantation were tested for CMV IgM (Imx, Abbott) and CMV IgG (Abbott) antibo-
dies by microparticle enzyme immunoassay (MEIA).

CMV disease. CMV disease was defined by detection of CMV in blood serum sam-
ples using nested polymerase chain reaction (nPCR) accompanied either by CMV syn-
drome with fever, muscle pain, leucopenia (leukocyte count less than 4x10%L) and/or
thrombocytopenia (cell count less than 100x10%/L), or by organ involvement such as
hepatitis, gastrointestinal ulceration, pneumonitis or retinitis. CMV disease was treated
with intravenous ganciclovir. The dose of ganciclovir was adjusted according to renal
function. No patients received anti-CMV prophylaxis or preemptive therapy.

Renal allograft loss (RAL). Loss of allograft function was characterised with a re-
turn to dialysis and followed dialysis treatment more than one month.

DNA extraction and Polymerase chain reaction (PCR). Total DNA was extracted
from peripheral blood leukocytes (PBL) to determine latent/persistent CMV infection and
blood serum samples to determine active CMV infection. The cells were lysed, digested
by proteinase K, and DNA was extracted by phenol-chloroform treatment. The QIA amp
Blood Kit was used for the extraction of DNA from serum. A globin PCR was performed
to assure the quality of the extracted DNAs. nPCR was used for the detection of viral
sequences in PBL and serum DNA from donors and patients before and after renal trans-
plantation. The detection of CMV DNA was carried out according to Studahl et al. (9).

Statistics. Statistical differences between tested groups were evaluated by Fisher's
Exact test (2 Tail, P value).

Results

Demographic data of patients with CAN and patients of control group are shown in
Table 1.

There were no significant differences between primary diagnosis, modality and dura-
tion of dialysis, causes of donor death and mean cold ischemia time in patients with CAN
and the control group.
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Table 1
Recipients and donors demographic data

Patients with CAN Control group
n=19 n=20

Mean recipient age (years) 43 52
Primary kidney transplantation 15/19 (78.9%) 17/20 (85.0%)
Delayed graft function 5/19 (26.3%) 1/20 (5.0%)
Primary diagnosis: 11/19 (57.9%) 12/20 (60.0%)
Chronic glomerulonephritis 3/19 (15.8%) 1/20 (5.0%)
Diabetic nephropathy 5/19 (26.3%) 7/20 (35.0%)
Other causes of ESRD 17/20 (85.0%)
Hemodialysis before 18/19 (94.7%) 11.9 (1-34)
transplantation 14.5 (1-48) 33
Mean hemodialysis duration 41 4/20 (20.0%)
(months) 6/19 (31.5%) 14/20 (70.0%)
Mean donor age (years) 9/19 (47.4%) 2/20 (10.0%)
Cause of donors death: 4/19 (21.1%) 16.5 (6-24)
Cerebral infarct 17.5 (12-24)
Cerebral trauma
Politrauma
Mean cold ischemia time (hours)

The mean age of patients with CAN (43 [range 19-62]) was lower than that of pa-
tients in control group (52 [range 35-68]), however CAN patients had received organs
from older donors than control patients (41 [range 16—64] and 33 [range 16-53] years,
respectively). The patients with CAN (5 of 19, 26.3%) were 5 times more frequently
presented with delayed graft function than the patients in control group (one of 20, 5.0%)
however without statistically significant difference (P = 0.09).

CMV serology. CMV serological status of the donors and the patients before kidney
transplantation is shown in Table 2.

Table 2
CMV serology of the donors (D) and the recipients (R) before kidney transplantation
CMV serology Patients with CAN (%) Control group(%)
n=19 n=20
D+/R- 3/19 (15.8) 0/20
D+/R+ 12/19 (63.2) 16/20 (80.0)
D-/R+ 4/19 (21.1) 3/20 (15.0)
D-/R- 0/19 1/20 (5.0)

According to serological study CMV IgG positive were 15 of 19 (79.0%) kid-
ney allograft donors for CAN patients and 16 of 20 (84.0%) — for patients in the con-
trol group. Antiviral specific IgG antibody was detected in 14 of 19 (74.0%) reci-
pients with CAN and in 19 of 20 (95.0%) in control group. Primary CMV infection
(D+/R-) was found in 3 of 19 (15.8%) cases and all were patients with CAN. Neither in
the donors nor in the patients before renal transplantation virusspecific IgM antibodies
were detected. These data supported by the results of nPCR showed a high level of latent/
persistent CMV infection as in the donors as well as in the recipients.

Acute rejection and symptomatic CMYV infection. Although the frequency of acute
rejection was 3.7 times more often in CAN patients (7/19, 36.8%) in comparison to the
patients with stable allograft function (2/20, 10.0%), the difference was not significant
(P =0.064) (Table 3).
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Table 3
Frequency of acute rejection and CMYV disease in transplant recipients during the first three
months after transplantation

Patients with CAN (%) n=19 Control group (%) n =20

Acute rejection 7/19 (36.8) 2/20 (10.0)
Primary infection 3/19 (15.8) 0/20
CMV reactivation 7/19 (36.8) 1/20 (5.0)
CMV disease: 10/19 (52.0) 1/20 (5.0)

Viral syndrome 9/19 (47.4) 1/20 (5.0)

Tissue invasive infection 1/19 (5.3) 0/20
Acute rejection and CMV disease 6/19 (31.6) 0/20

At the same time, the frequency of CMV reactivation and CMV disease was signifi-
cantly higher in CAN patients (P = 0.019 and P = 0.012, respectively). The combination
of AR and CMV disease was observed in CAN patients only, and the significance of this
index was relatively high (6/19, 31.6%).

Renal allograft loss. RAL was diagnosed in 5 of 19 (23.6%) patients with CAN.
From these 5 patients, one patient had CMV reactivation, three — the combination of AR
and CMV disease and in one case CMV infection remained latent. From the 3 patients
with the combination of AR and CMV disease in one case primary CMV infection and in
two — CMV reactivation was detected.

Discussion

The causes of graft loss have changed significantly in the past two decades. New
effective immunosuppressive drugs, available today, effectively prevent acute rejection
and maximize short-term graft survival in kidney transplant recipients, but long-term
graft survival has not been improved. Acute rejection is now a rare cause of graft loss in
kidney transplant recipients. CAN and death with functioning allograft become the most
common causes of graft loss. Not enough attempts have been made to decrease CAN,
partly because its pathogenesis remains unclear. Both immunologic and non-immunolo-
gic mechanisms have been proposed to explain the development of CAN. Many studies
show an association between acute rejection and subsequent CAN, indicating that immu-
ne responses and their consequences may lead to ongoing deterioration of graft function
(5, 6). Several non-immunologic factors have also been shown to influence long-term
graft survival independent from acute rejection, including older donor age, delayed graft
function, cold ischemia time. One factor that has long been suggested to play a role in the
pathogenesis of CAN is CMV disease (5). The present study was designed to follow kid-
ney transplant recipients and evaluate the influence of donor and recipient age, primary
diagnosis of kidney disease, initial graft function, dialysis modality and duration, causes
of donor death, mean cold ischemia time, the incidence of CMV infection and CMV
disease, acute rejection rate during the first three months after transplantation in patients
with chronic allograft nephropathy in the late postransplantation period (beyond 3 months
after transplantation).

In our study we did not find statistically significant influence of primary diagnosis,
modality and duration of dialysis, causes of donor death and mean cold ischemia time on
the development of CAN. In the group of patients with CAN the mean recipient age was
lower than in the control group, but these patients received organs from elderly donors.

In comparison to the control group CAD patients had suffered five times more
frequently from delayed graft function. Although this difference was not significant it
may indicate that the age of a donor had certain significance.
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Our study shows that CMV reactivation and CMV disease are significantly more
frequent in patients with CAN. We can suggest that CMV reactivation and CMV disease
are the independent risk factors for CAN. These data are in accordance with previous
reports of a detrimental effect of CMV infection and CMV disease on long-term renal
allograft function and patient survival reported by Sagedal et al. (1) and Humar et al. (6).
Sagedal et al. reported that CMV seems to be associated with increased risk for death
rather than isolated effects on the graft. Humar et al. showed that CMV disease is a signi-
ficant risk factor of chronic rejection only in the presence of acute rejection.

We found AR more frequently in CAN patients, but these data were not statistically
significant. Most of the patients with a combination of AR and CMV disease lost their
allograft function during the follow-up period. How CMV disease has an additional effect
on the injury caused by acute rejection is not clear.

Additive effect of CMV disease may be due to the inability to adequately treat acute
rejection in recipients who secondary developed the infectious process. It is also possible
that the virulence of latent CMV virus increases in recipients being treated for acute re-
jection due to the increase of the viral load.

Conclusion

CMYV activation and CMV disease in the early period after renal transplantation are
independent risk factors for chronic allograft nephropathy and kidney allograft loss in
the late posttransplant period. CMV disease is an additional factor in the pathogenesis
of chronic allograft nephropathy in the presence of acute rejection. Because the patho-
genesis of CAN is not agreed upon and the role of CMV activation and CMV disease in
the development of CAN is difficult to prove, further investigations in this field are ne-
cessary. Whether CMV prophylaxis or preemptive therapy, given routinely after kidney
transplantation, would improve patient and allograft survival in the long term, remains
to be shown.
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Kopsavilkums

Ievads. Hroniska transplantata nefropatija (HTN) ir viens no galvenajiem transplanta-
ta funkcijas zuduma iemesliem pacientiem v€linaja perioda pec nieres transplantacijas.
Viens no neimunologiskiem faktoriem, kas veicina HTN attistibu, ir CMV infekcija agri-
na p&ctransplantacijas perioda.

Darba meérkis. Novertet latenti/persistéjosas un simptomatiskas CMV infekcijas un aki-
tas tremes biezumu pacientiem ar HTN vélinaja péctransplantacijas perioda (>3 ménesus
pcc transplantacijas).

Metodes. Izmekl&ti 19 pacienti ar HTN un 20 pacienti ar stabilu nieres transplantata funk-
ciju (kontroles grupa). Vidgjais pacientu novérosanas ilgums bija 25,4 ménesi. Akiitas
tremes diagnoze pamatojas un kliniskam pazimém un histologisko atradi nieru transplan-
tatu biopsijas materiala. CMV infekcija bija diagnostic€ta, pamatojoties uz raksturigo
klinisko ainu — virusu sindromu vai organu bojajumu audu invazivas formas gadijuma.
Latenti/persistgjosas CMV infekcijas un CMV aktivacijas noteik$anai tika izmantota se-
rologiska metode (MEIA) un polimerazes k&des reakcija (PCR).

Rezultati. Pacientiem ar HTN 5 reizes biezak novéroja atliktu transplantata funkciju
(5/19, 26,3%) neka kontroles grupa (1/20, 5,0%). Latenti/persitéjosu CMV infekciju
konstat&ja 31/39 (79,5%) donoriem un 33/39 (84,6%) recipientiem. Primaro infekciju
(D+/R-) konstatgja 3 pacientiem tikai HTN grupa. Akdtas tremes novéroja 3,7 reizes
biezak pacientiem ar HTN neka kontroles grupa. CMV slimibu statistiski ticami biezak
noveroja pacientiem ar HTN (10/19, 52,6%, P = 0,012) neka kontroles grupa (1/20,
5,0%). Pacientiem ar HTN (6/19, 23,6%) biezak novéroja akiitas tremes un CMV in-
fekcijas kombinaciju. Primaro CMV infekciju un audu invazivo formu diagnosticgja ti-
kai pacientiem ar HTN. Nov&rosanas laika 5 pacienti, kuriem bija HTN, zaudgja nieres
transplantata funkciju un atgriezas hemodializes programma. No Siem 5 pacientiem vie-
nam bija CMV reaktivacija, 3 — kombinéta akiita treme un CMV slimiba, vienam — la-
tenta CMV infekcija.

Secinajums. Agrina nieres pectransplantacijas perioda CMV aktivacija un simptomatis-
ka CMYV infekcija ir neatkarigs HTN attistibas un transplantéta funkcijas zuduma riska
faktors. CMV slimibas un akiitas tremes kombinacija ir transplantata funkcijas zuduma
riska faktors.
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Imunsupresija ka p-herpesvirusu aktivacijas faktors
pacientiem, kam ir kunga un zarnu trakta audzgjs

Immunosuppression as Activation Factor of
B-Herpesviruses in Patients with Digestive Cancer

A. Sultanova, S. Capenko, Z. Nora, S. Donina', M. Murovska
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Ritupites iela 1, Riga, LV-1067
E-pasts: sultanova@e-apollo.lv
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Saja darba ir pétita B-herpevirusu (CMV, HHV-6, HHV-7) aktivacija kupga un zarnu trakta audzgju
I-11 stadija (1. grupa) un I1I-VI stadija (2. grupa), ka arT imunologisko raditaju izmainas atkariba
no virusu aktivitates un audzgja stadijas.

Izmantojot nPCR, CMV, HHV-6 un HHV-7 génu sekvences, noteiktas PBL DNS [(periferie
asins leikoctti) latentas infekcijas markieris] un asins plazmas DNS (aktivas infekcijas markieris)
1. (n=12) un 2. (n = 13) grupas pacientiem. Rezultati salidzinati ar imunologiskiem raditajiem un
slimibas klinisko progresu (audzgju stadijam).

Latentu CMV infekceiju biezak konstatgja 2. grupas pacientiem (20,7%) neka 1. grupas pacien-
tiem (16,64%). Art HHV-6 biezak atrada 2. grupas pacientiem (38,4%) neka 1. grupas pacientiem
(25,0%). HHV-7 infekcija biezak tika diagnosticéta 2. grupas (85,6%) neka 1. grupas (75,0%) pa-
cientiem. CMV un HHV-6 reaktivacija nebija atrasta neviena izmekl&taja grupa. Akttvu HHV-7
infekciju atrada abas pacientu grupas: 1. grupa —44,5% un 2. grupa — 45,4%.

Salidzinot imunologisko $tnu raditajus izmekletajas grupas, var secinat, ka, progresgjot slimibai,
kopgjais limfocitu skaits, tapat ka CD3+, CD4+ un CD8+ Sunu skaits, bitiski samazinajies, bet
CD95+ pieaudzis.

Misu pétijumu rezultati paradija, ka imansupresiju padzilina ne tikai audzgja stadija, bet arT virusu
aktivacija. Aktivas virusu infekcijas un vélinakas (I1I-VI) audzgja stadijas gadijuma kopgjais lim-
focitu, ka arT CD3+, CD4+ Stnu skaits statistiski ticami samazinajas (p < 0,05), savukart CD95+
Stnu skaits statistiski ticami pieauga (p < 0,05), salidzinot Sos raditajus ar 1. grupas pacientu imu-
nologiskiem raditajiem.

Atslégvardi: latenti persistenta un aktiva B-herpevirusu (CMV, HHV-6, HHV-7) infekcija, kunga
un zarnu trakta audz&ji, imunologisko $tinu raditaji, imtnsupresija.

Tevads

Laundabigi veidojumi, to skaita arT kunga un zarnu trakta audzgji, izraisa imansup-
resiju. Audz&jam progresgjot, ta padzilinas, un uz §is imiinsupresijas fona biezi attistas
komplikacijas, kas nav saistitas ar pamatslimibu, bet kas sarezgT tas klinisko gaitu un
biezi beidzas ar letalu iznakumu. Izraistto komplikaciju pamata var biit dazadu latentu
(persistentu) infekciju aktivacija, taja skaita virusinfekciju aktivacija.
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CMV, HHV-6 un HHV-7 ir plasi izplatiti limfotropi B-herpesvirusi, ar kuriem in-
ficEjas jau agra bérniba, bet latenta (persistenta) forma cilvéka organisma tie var sagla-
baties visu miizu. B-herpesvirusiem ir raksturigs plass $tinu tropisms, ieskaitot imiin-
kompetentas Stnas (CD34+, CD4+, CD8+, monocttus un makrofagus, CD16+) (1, 2),
epitelialas, endotelialas $tinas un fibroblastus. Tie var aktivéties imiinsupresijas dél, ko
rada pamatslimiba, un ari pasi var biit agenti, kas pacientiem padzilina im@insupresiju.
B-Herpesvirusiem piemit imiinmodul&josas Tpasibas, tie var mainit vairaku citokinu eks-
presiju un inducét apoptozi (3).

Lidz Sim veiktie p&tfjumi nesniedz neparprotamu atbildi par limfotropo herpesvirusu
nozimi kunga un zarnu trakta Jaundabigo audzgju slimibas norisé. Darba mérkis ir pétit 3-
herpesvirusu aktivaciju pacientiem, kam ir kunga un zarnu trakta audzgjs, tas atkaribu no
pamatslimibas izraisitas imiinsupresijas dziluma, no vienas puses, un virusu aktivacijas
nozimi imiinsupresijas padzilinasana, no otras puses.

Materiali un metodes

Pacienti. Petfjuma ieklauti 25 pacienti (17 viriesi un 8 sievietes, vidgjais vecums — 55
gadi (no 46 lidz 83 gadiem)), kam ir kunga un zarnu trakta laundabigs audzgjs, neviens
no viniem pirms tam nebija san€mis specifisku citostatisko terapiju. Bija izveidotas divas
pacientu grupas: 1. grupa — slimnieki ar I vai II stadijas laundabigu audzgju (n = 12) un 2.
grupa — slimnieki ar III vai IV stadijas laundabigu audzgju (n = 13). P&tfjuma veiksanai
sanemta AML/RSU Etikas komisijas atlauja, un visi pétfjuma dalibnieki deva piekriganu
izmekl&jumiem.

Metodes. Lai noteiktu virusinfekciju, totalas DNS izdalisanai no PBL izmantoja fe-
nola-hloroforma ekstrakcijas metodi un DNS izdaliSanai no asins seruma — Ql4damp Kit.
Virusu genomu secibu konstatésanai PBL DNS un asins seruma DNS izmantoja polime-
razes k&des reakciju ar icks$gjo praimésanu (nPCR nested polymerase chain reaction).
CMYV genoma secibu noteik$anai izmantoja praimeru parus un protokolu, ko aprakstijis
Studahl et al., 1993 (4), HHV-6 noteikSanai — Bandobashi et al., 1997 (5), HHV-7 noteik-
Sanai — Berneman et al., 1992 (6). Pacientu imlina stavokla novertésanai noteica dazadas
T limfocTtu subpopulacijas, lietojot lazera pliismas citofluorimetru (FACS Calibur Becton
Dickinson, ASV).

Imunologisko raditaju statistisko ticamibu starp izmekl&tajam grupam noteica ar
Student’s testu un rezultatu uzskatija par ticamu, ja p < 0,05.

Rezultati

Latenta (persistenta) CMV infekcija atrasta 16,6% 1. grupas pacientu un 30,7% 2.
grupas pacientu. HHV-6 latentu (persistentu) infekciju konstatgja 25,0% 1. grupas un
38,4% 2. grupas pacientu, savukart HHV-7 latentu (persistentu) infekciju atrada 75,0%
1. grupas un 84,6% 2. grupas pacientu. Aktivu CMV infekciju, tapat ka aktivu HHV-6
infekciju nekonstatéja nevienam izmekletajam pacientam, savukart HHV-7 aktivaciju at-
rada 44,4% 1. grupas un 45,5% 2. grupas pacientu (sk. 1. tab.).
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1. tabula
Latentas (persistentas) un aktivas f—herpesvirusu infekcijas sastopamiba pacientiem, kam
ir laundabigs kunga un zarnu trakta audzgjs
Incidence of latent/persistent and active f—herpesviruses infection in patients
with digestive tract cancer

Grupas Latenta infekcija Aktiva infekcija
CMV HHV-6 HHV-7 CMV HHV-6 HHV-7
1. grupa 2/12 3/12 9/12 0/2 0/3 4/9
(I-1I stadija) (16,6%) (25,0%) (75,0%) (0%) (0%) (44.,4%)
2. grupa 4/13 5/13 11/13 0/4 0/5 5/11
(III-1V stadija) (30,7%) (38,4%) (84,6%) (0%) (0%) (45,4%)

Salidzinot 1. grupas pacientu imunologiskos raditajus, var secinat, ka latentas virus-
infekcijas gadijuma Sie raditaji ir augstaki neka aktivas virusinfekcijas gadijuma, savu-
kart CD95+ Stinu skaits ir augstaks aktivas virusinfekcijas gadijuma (sk. 2. tab.).

Imiinregulatorais indekss (CD4+/CD8+) 1. grupas pacientiem, kam ir aktiva virusin-
fekcija, bija 1,0 £ 0,05, kas ir zemaks neka §is grupas pacientiem, kam ir latenta virusin-
fekcija (1,4 = 0,09) (sk. 2. tab.).

2. tabula
Imiinkompetento $iinu skaits 1. un 2. grupas pacientiem, kam ir kunga un zarnu
trakta audzejs un latenta un aktiva virusinfekcija
The number of immunocompetent cells of the Ist and 2nd group digestive tract
cancer patients with latent and active viral infection

Siinu indekss 1. grupa ( I-1I stadija) 2. grupa (III-1V stadija)
periférajas asinis
latenta aktiva latenta Aktiva
Limfociti* 25714973 1910+856 1960+695 1815+907
CD3 1787+670 1081+480 1564+520 1048+600
CD4 11224459 6264360 830+276 5884263
CD8 781+320 596+345 7204240 568+284
CD95 715+£293 7944458 768+290 826+338
CD4/CD8 1,4+0,09 1,0+0,05 1,1+0,07 1,0+0,04

*1mm? periféro asinu

Salidzinot 2. grupas pacientu imunologiskos raditajus, var secinat, ka latentas virus-
infekcijas gadijuma CD3+, CD4+ un CD8+ limfocttu skaits ir augstaks neka aktivas
virusinfekcijas gadijuma (sk. 2. tab.). Tapat ka 1. grupas pacientiem, ari 2. grupas pa-
cientiem CD95+ §tnu skaits aktivas virusinfekcijas gadijuma bija lielaks neka latentas
virusinfekcijas gadijuma. 2. grupas pacientiem, kam ir latenta infekcija, CD4+ un CD8+
$tinu attieciba bija 1,1 £ 0,07, bet aktivas infekcijas gadijuma $1 attieciba nedaudz sa-
mazinajas: 1,0 £ 0,04 (sk. 2. tab.).

CD3+ un CD4+ siinu skaits gan 1., gan 2. pacientu grupa bija statistiski ticami sama-
zingjies (p < 0,05), savukart CD95+ Stnu skaits — statistiski ticami pieaudzis (p < 0,05).

Nemot véra aktivu virusinfekciju un kunga un zarnu trakta audzgju stadijas, var seci-
nat, ka 2. grupas pacientiem imunologiskie raditaji ir vairak izmainiti neka 1. grupas pa-
cientiem: ir pazeminats CD3+, CD4+ un CD8+ limfocTtu skaits, bet paaugstinats CD95+
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stnu skaits. Turklat CD95+ $tinu skaits 2. grupas pacientiem bija lielaks neka 1. grupas
pacientiem gan aktivas, gan ari latentas virusu infekcijas gadijuma (sk. 2. tab.).

CD3+ un CD4+ stnu skaits statistiski ticami bija augstaks 1. grupas pacientiem
(» <0,01 un p <0,05), savukart CD95+ stinu skaits — 2. grupas pacientiem (p < 0,05).

Diskusija

Lielu interesi izraisa B-herpesvirusu tiesais un netieSais aktivacijas efekts iminsup-
res&tiem slimniekiem, pie kuriem pieder ari pacienti, kam ir kunga un zarnu trakta au-
dzgjs.

P&ttjuma merkis ir noskaidrot -herpesvirusu infekcijas aktivitates pakapi pacientiem,
kam ir kunga un zarnu trakta laundabigs audz&js dazadas stadijas, un aktivacijas atkaribu
no imiinsupresijas dziluma, ka ar paSu virusu nozimi imiinsupresijas padzilinasana.

Izmeklgjot 25 pacientu imiinstavokli, ieglitie rezultati liecina, ka pamatslimibas ne-
reti saistas ar iminsupresiju, kas padzilinas, progresgjot slimibai. Samazinas limfocttu
skaits, CD3+, CD4+, CD8+ T stnu skaits, un picaug $tinu daudzums ar apoptozes recep-
toriem — CD95+. Sie rezultati pilniba sakrit ar citu pétnieku iegiitajiem rezultatiem (6).
Nemot véra B-herpesvirusu sp&ju inficet imtinsist€mas $tinas (Tpasi T limfocTtus (CD4+)),
kuras tie replic€jas, vargja paredzet, ka virusu aktivacijas gadijuma pieaugs imiinsupresi-
ja. Izmekl&jumu rezultati paradija, ka latenta (persistenta) B-herpesvirusu infekcija ir iz-
platita pacientiem, kam ir kunga un zarnu trakta audzgjs. HHV-7 aktivacija tika konstatéta
gan 1., gan 2. grupas pacientiem, tacu aktivacijas limenis izplatita kunga un zarnu trakta
audzgja pacientiem bija augstaks neka pacientiem, kam ir lokaliz&ts audzgjs. Jau agrakos
petijumos tika konstatéta HHV-7 aktivacija medikamentozas imiinsupresijas pacientiem,
nieres transplantata un kaulu smadzenu transplantata recipientiem, tapat ari HIV inficéta-
jiem un AIDS pacientiem (7, 8).

Literattra nav datu par to, vai pacientiem, kam ir Jaundabigs kunga un zarnu trakta
audzgjs, notick HHV-7 aktivacija un imiinstatusa izmainas.

Pacienti, kam ir latenta (persistenta) HHV-7 virusinfekcija (20/25) un aktiva HHV-7
infekcija (9/20) dazadas audz&ju stadijas, tika izmekl@ti, un imunologisko raditaju sa-
lidzinosa analize paradija, ka HHV-7 aktivacijas gadijuma padzilinajas imunsupresija,
jo samazinajas kop¢jais limfocitu, CD3+ un CD4+ skaits, savukart CD95+ $tinu skaits
statistiski ticami pieauga. Samazinajas attieciba starp CD4+ un CD8+ §tinam (imiinregu-
latorais indekss). Sie rezultati rosina domat, ka HHV-7 aktivacija padzilina im@insupresiju
pacientiem, kam ir laundabigs kunga un zarnu trakta audzgjs. Uz $ada fona ir iesp&jami
pamatslimibas gaitas sarezgTjumi un oportinisko infekciju (mikrobu, séniSu infekciju)
paradiSanas. Kaut arT akttva CMV un HHV-6 infekcija netika konstatéta, tom&r So virusu
nozimi iminsupresijas padzilinasana nevar ignorét, jo ir zinams, ka HHV-7 darbojas ka
So virusu aktivacijas iniciators. Lai pilnigak izp&titu virusu nozimi imiinsupresijas proce-
sos, petijumi javeic dinamika.

Secinajumi

» Abas izmekl&tajas pacientu grupas konstatgja tikai HHV-7 aktivaciju, turklat
2. grupa aktiva infekcija bija sastopama biezak neka 1. grupa.

* Abu grupu pacientiem tika konstat€ta imtinsupresija, kas padzilinajas atbilstosi
laundabiga audzgja stadijai.

» Imunologisko raditaju salidzino$a analize paradija, ka 1. un 2. grupas pacien-
tiem, kam ir akttva HHV-7 infekcija, im@insupresija bija vairak izteikta neka
abu grupu pacientiem ar latentu infekciju.
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» Imiinsupresiju raksturoja adaptivas imunitates pavajinasanas, ko statistiski ti-
cami paradija CD3+ un CD4+ $tinu skaita samazinasanas un CD95+ $iinu pie-
augums.
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Summary

This study examines the level between activity of B-herpesviruses (CMV, HHV-6, HHV-7) and
digestive tract cancer in I and II (1st group) stage and in III and IV stage (2nd group), as well as
changes of immunological indicators depending on virus activity and stage of tumor.

Using nPCR, CMV, HHV-6 and HHV-7 gene sequences were determined in PBL [(peripheral blood
leukocytes) marker of latent infection] and in blood plasma (marker of active infection) for the first
(n=12) and for the second (n=13) group of the patients. The results were compared with immuno-
logical indicators and clinical progress of the disease (stages of tumors).

Latent CMV was found more frequently in the patients of the 2nd group (20.7%) than in ones in
the 1st group (16.6%), as well HHV-6 was found more frequently in the patients of the 2nd group
(38.4%) than in ones in the Ist group (25.0%). HHV-7 infection also was more frequently diagno-
sed in the patients of the 2nd group (85.6%) than in ones in the 1st group (75.0%). Reactivation of
CMYV and HHV-6 was not detected in any group of the patients. Active HHV-7 was found in both
groups of the patients: 44.5% in the 1st group and 45.4% in the 2nd group.

Comparing immunological indicators of cells one could see that with disease progression the total
number of lymphocytes as well as CD3+, CD4+ and CD8+ cells was significantly reduced but the
number of CD95+ cells increased.

Our results showed that not only the stage of tumors but also activation of the viruses deepens
immunosuppression. In the cases of active viral infection and later stage of tumors (III or IV), the
quantity of lymphocytes and CD3+, CD4+ and CD8+ cells significantly reduced (p<0.05), however,
the quantity of CD95+ cells was significantly increased (p<0.05) compared to immunological in-
dicators of the 1st group.

Key words: latent/persistent and active B-herpesviruses (CMV, HHV-6, HHV-7) infection; digesti-
ve cancer; immunological indicators of cells; immunosuppression.
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HIV-1 infekcijas rezultats ir smaga imtindisfunkcija ar progresgjosu CD4+ T limfocTtu zudumu, kas
noved pie AIDS attistibas.

HIV-1 radita imiinsupresija darbojas ka limfotropo herpesvirusu (CMV, HHV-6, HHV-7) aktiva-
tors, tacu pétijumi Sai joma nav pietiekami plasi.

St darba mérkis ir izpétit B-herpesvirusu infekcijas klatbiitni pacientiem, kam ir atskirigas HIV-1
infekcijas un AIDS kliniskas izpausmes, un HIV-1 infekcijas izraisitas imtnsupresijas ietekmi uz
B-herpesvirusu aktivaciju.

Pétijuma ieklauti 52 pacienti. Saskana ar HIV/AIDS CDC Kklasifikaciju (1993) 19 pacientiem bija
asimptomatiska HIV-1 infekcija (A1+A2), 9 — simptomatiska infekcija (B1+B2) un 24 pacien-
tiem — AIDS (A3, B3, C1, C2, C3).

HIV-1 infekcija diagnosticéta, pamatojoties uz serologiskajiem testiem. HIV-1 antivielas seru-
ma pieraditas ar ELISA metodi ar vairakiem komercfirmas reagentiem — Abbott, ASV; Bio-Rad,
Francija; Dade Behring, Vacija —un rezultati apstiprinati ar Western immunoblot vai neitralizacijas
testu (BioRad, Francija; Innunogeneticas Belgija; Abbott, ASV; Innunogenetics, Vacija). CD4+T
$tinu skaits seropozitiviem individiem analiz&ts ar pliismas citometrijas metodi.

DN tika izol&ta no periféro asinu leikocitiem (PBL) un plazmas, kas atbrivota no $inam. DNS no
$tnam izdalija ar fenol-hloroform ekstrakcijas metodi, no plazmas — ar Q/4amp Blood Kit palidzi-
bu. Polimerazes kédes reakcija ar iek$gjo praimésanu (nPCR) tika izmantota, lai konstatétu virusu
genomu secibu klatbtitni PBL un plazmas DNS.

B-Herpesvirusu genomu secibas PBL DNS atrastas 43 no 52 pacientiem, kam ir HIV-1 infekcija
(82,7%). Vienlaiciga vairaku virusu infekcija konstatéta 32 no 52 pacientiem (61,5%).

AIDS pacientiem aktiva CMV infekcija atrasta 2,6 reizes biezak (33,3%) neka pacientiem, kam ir
asimptomatiska HIV-1 infekcija (12,5%), un 1,2 reizes biezak neka pacientiem, kam ir simptoma-
tiska HIV-1 infekcija (28,6%) (sk. 2. tab.). Aktiva HHV-6 infekcija AIDS slimniekiem bija 3 reizes
biezak (77,7%) salidzinajuma ar asimptomatisku HIV-1 infekciju (20,0%) un 1,2 reizes biezak neka
pacientiem, kam ir simptomatiska HIV-1 infekcija (66,7%).

Aktiva HHV-7 infekcija AIDS pacientiem konstatéta 3 reizes biezak (64,3%) neka pacientiem,
kam ir asimptomatiska HIV-1 infekcija (21,4%), bet mazak neka pacientiem, kam ir simptomatiska
HIV-1 infekcija (77,8%).
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B-Herpesvirusu infekcija ir plasi izplatita starp HIV-1 inficétiem pacientiem. HIV-1 infekcijas pro-
gres€Sana un iminsupresijas padzilinasanas var ietekmét B-herpesvirusu aktivaciju.

HIV-1 inficétu pacientu laboratoriskaja diagnostika biitu ieteicams ieklaut ne tikai CMV, bet art
HHV-6 un HHV-7 infekcijas, kas lautu prognozet iespgjamo komplikaciju un blakusslimibu risku.

Atslegvardi: HIV-1, AIDS, imiinsupresija, B-herpesvirusi, PCR.

Tevads

HIV-1 infekcijas rezultats ir smaga imiindisfunkcija ar progreséjosu CD4+ T limfo-
cttu zudumu, kas noved pie AIDS attistibas. Iedarbojoties dazadiem kofaktoriem (herpes-
virusu superinfekcija, daudzu dzimumpartneru spermas sensibiliz€joss efekts, toksiskas
vielas — narkotikas, medikamenti vai ekologiski radita iminsupresija), notiek virusa repli-
kacija, ko pavada imunocitu bojaeja, imiindeficita attistiba ar preval&josu T limfocttu po-
pulacijas izstkumu. Inficétas Stinas bojaejas mehanisms vél nav noskaidrots. Domajams,
ka $tinas membrana tiek bojata, jaunajiem virioniem izejot no Stinas, ka ar liela nozime
ir sensibiliz&to citotoksisko §tinu imiinam reakcijam.

T limfocTtu bojaeja un CD4+/CD8+ skaita inversija ierosina imiin§iinu kooperacijas
dezintegraciju, tas zaudé sp&ju adekvati reagét uz alogéniem un autogéniem — zad orga-
nisma sp¢ja pretoties dazadam infekcijam un neoplaziju raSanas procesam.

Lidztekus T limfocttu bojaejai notiek B limfocttu poliklonala aktivacija ar visu klasu
imiinglobuliu (Ig) sintézi, seviski ar IgG un IgA. P&c kada laika seko So Ig klasu iz-
sikums, tapéc tick nomaktas makrofagu antigéna (Ag)-atpazisanas un Ag-prezentacijas
funkcijas. Makrofagi palielina pretiekaisuma citokinu (TNF-a, IL-1 u. c.) sintézi, kas
kliniski izpauzas ka drudzis, novajésana. TNF-a un citi citokini spgj aktivizét HIV-1 re-
gulatoros génus, tatad paatrinat ta replikaciju.

Imtino procesu regulacijas trauc&jumi izpauzas ar1 ka o-interferona, B1-timozina, 32-
mikroglobulina, IL-2 lITmena samazinasanas.

Imiinsistémas traucgjumu dél, seviski T limfocTtu skaitam pazeminoties < 400/mkl
asinu, rodas labveligi apstakli HIV-1 nekontrolgjamai replikacijai un dazadu virusu, bak-
teriju, séniSu infekciju attistibai; vienStinu, helmintu invazijai un laundabigam norisém,
ka arT autoimiinu procesu attistibai.

HIV-1 radita imtnsupresija darbojas ka limfotropo herpesvirusu (CMV, HHV-6,
HHV-7) aktivators, tacu pétTjumi $ai joma nav pietiekami plasi. B-Herpesvirusiem ir plass
saimniek$iinu tropisms, ieskaitot imiinkompetentas $tinas (CD34+ CD4+, CD8+, mono-
ir izveles mérkstinas HHV-6 un HHV-7 replikacijai (4). B-Herpesvirusiem ir imiinmo-
dulgjosas ipasibas. Tie spgj inducét imiinaktivo molekulu ekspresiju, modulét citokinu
ekspresiju, inducét CD4+ $tinu apoptozi, ka arT provocét imiinsupresijas attistibu (5, 6,
7). Pieradits, ka HHV-7 var aktivet latentu (persistentu) HHV-6 (8) un CMV infekciju
(9) imiinsupresétiem pacientiem. Progresgjot HIV-1 infekcijai, CMV tiek uzskatits ka
loti svarigs komplikaciju riska faktors, jo tas ir biezakais oporttnistisko slimibu c€lonis
AIDS stadijas (10, 11, 12). Paslaik vél nav skaidrs, vai HIV-1 infekcija var ietekmét
HHV-6 infekcijas gaitu (13). Hipotéze par to, ka HHV-6 var bt ka kofaktors HIV-1 in-
fekcijas progresésana, balstita uz tadiem pieradijumiem ka bieza HHV-6 izolacija AIDS
pacientiem, virusa tropisms CD4+T limfocTtos, sp&ja mainit HIV-1 regulacijas elemen-
tus, sp&ja paaugstinat HIV-1 replikaciju, ka arT pozitivs sinergisms ar HIV-1 citopatisko
efektu inducesana (5). Tiek zinots, ka sasaiste starp HHV-6 un HIV-1 var but atskiriga
dazadas AIDS stadijas (14). Lidz $im nav ticamu datu par HHV-7 reaktivaciju un slimibu.
Korelacija starp HHV-7 reaktivaciju, imiinsupresijai padzilinoties HIV-1 infekcijas gadi-
juma, ir pieradita organu Itment (15, 16).
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ST darba mérkis ir izpétit f-herpesvirusu infekcijas klatbitni pacientiem, kam ir at-
Skirigas HIV-1 infekcijas un AIDS kliniskas izpausmes, un HIV-1 infekcijas izraisitas
imiinsupresijas ietekmi uz f-herpesvirusu aktivaciju.

Materiali un metodes

Pacienti un izpétes materials

P&tijuma ieklauti 52 pacienti. Saskana ar HIV/AIDS CDC klasifikaciju (1993) 19
pacientiem bija asimptomatiska HIV-1 infekcija (A1+A2), 9 — simptomatiska infekcija
(B1+B2) un 24 pacientiem — AIDS (A3, B3, C1, C2, C3). Vidgjais pacientu vecums bija
33 gadi (no 17 lidz 53 gadiem). 10 pacienti bija sievietes, 42 — virie§i. Pétjjumam sa-
nemta Rigas Stradina universitates Etikas komisijas atlauja, un visi pacienti piekrita §im
petljumam.

Periféro asinu paraugi nemti Latvijas Infektologijas centra 2002.—2003. gada. HIV-1
infekcija diagnosticéta, pamatojoties uz serologiskajiem testiem. HIV-1 antivielas seru-
ma pieraditas ar ELISA metodi ar vairakiem komercfirmas reagentiem — Abbott, ASV;
Bio-Rad, Francija; Dade Behring, Vacija — un rezultati apstiprinati ar Western immunob-
lot vai neitralizacijas testu (Bio-Rad, Francija; Innunogeneticas Belgija; Abbott, ASV;
Innunogenetics, Vacija). CD4+T $tinu skaits seropozitiviem individiem analiz&ts ar pliis-
mas citometrijas metodi.

Virusologiskas metodes

Totala DNS bija izol&ta no perifero asinu leikocitiem (PBL) un plazmas, kas atbrivota
no $tnam. DNS no stinam izdalija ar fenol-hloroform ekstrakcijas metodi, no plazmas — ar
QIAamp Blood Kit palidzibu. Polimerazes kédes reakcija ar icks€jo praimésanu (nPCR)
izmantota, lai konstateétu virusu genomu secibu klatbttni PBL un plazmas DNS. CMV
DNS konstatésana notika saskana ar Studahl et. al. (17); HHV-6 DNS — ar Bandobashi et
al. (18) un HHV- 7 DNS — saskana ar Berneman et al. (19).

Statistiska metode. Statistiskas atSkiribas starp grupam tika iegiitas, izmantojot
Fisera testu.

Rezultati

Latentas (persistentas) B-herpesvirusu infekcijas noteik§ana HIV-1 inficétiem
pacientiem. B-Herpesvirusu genomu secibas PBL DNS atrastas 43 no 52 pacientiem
ar HIV-1 infekciju (82,7%). Vienlaiciga vairaku virusu infekcija konstatéta 32 no 52
pacientiem (61,5%). Nebija ievérojamas atskiribas latentas (persistentas) CMV infekcijas
prevalencé starp pacientiem, kam ir asimptomatiska (84,2%), simptomatiska (77,8%)
HIV-1 infekcija un AIDS (75,0%) (sk. 1. tab.). Paaugstinata latentas (persistentas) HHV-6
infekcijas sastopamiba novérota paral&li HIV-1 infekcijas progresé$anai (26,3%, 33,3%,
37,5%), tacu $T atskiriba pétito pacientu grupa nav statistiski ticama.

HHV-7 infekcijas sastopamiba bija augsta visas grupas. Latenta (persistenta) HHV-7
infekcija tika statistiski ticami biezak konstateta pacientiem, kam ir HIV-1 simptomatiska
infekcija (p = 0,015) salidzinajuma ar AIDS pacientiem. legiitie dati parada, ka latenta
(persistenta) B-herpesvirusu infekcija ir plasi izplatita starp pacientiem ar dazadu HIV/
AIDS klmiku.
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1. tabula

p-Herpesvirusu genomu secibu konstatéSana PBL DNS pacientiem ar dazadam
HIV-1 infekcijas stadijam un AIDS (n = 52), izmantojot nPCR
Detection of B-herpesvirus sequences in PBMC DNAas of patients with different

stages of HIV- 1 infection and AIDS (n = 52) by nPCR

- . " HIV-1 infekcija .
Virusu infekcija - — - — AIDS stadija
Asimptomatiska Simptomatiska
CMV 16/19 7/9 18/24
HHV-6 5/19 3/9 9/24
HHV-7 14/19 9/9 14/24
Vienlaiciga infekcija 11/19 7/9 14/24

nPCR — polimerazes k&des reakcija ar iek$jo praimesanu; PBL — periféro asinu mononuklearas
$linas; pozitivo skaits/testéto skaits

nPCR- nested polymerase chain reaction; PBMC-peripheral blood mononuclear cells; number
positive (number tested)

Aktivas B-herpesvirusu infekcijas noteikSana HIV-1 inficétiem pacientiem.
AIDS pacientiem aktiva CMV infekcija atrasta 2,6 reizes biezak (33,3%) neka pacien-
tiem, kam ir asimptomatiska infekcija (12,5%) un 1,2 reizes biezak neka pacientiem, kam
ir simptomatiska HIV-1 infekcija (28,6%) (sk. 2. tab.). Aktiva HHV-6 infekcija AIDS
slimniekiem konstatgta 3 reizes biezak (77,7%) salidzinajuma ar asimptomatisku HIV-1
infekciju (20,0%) un 1,2 reizes biezak neka pacientiem, kam ir simptomatiska HIV-1 in-
fekcija (66,7%).

Aktiva HHV-7 infekcija AIDS pacientiem konstatéta 3 reizes biezak (64,3%) neka
pacientiem, kam ir asimptomatiska HIV-1 infekcija (21,4%), bet retak neka pacientiem,
kam ir simptomatiska HIV-1 infekcija (77,8%).

2. tabula
p-Herpesvirusu genomu secibu konstatéSana plazmas DNS pacientiem ar
HIV-1 infekcijas dazadam stadijam un AIDS (nPCR)
Detection of B-herpesvirus sequences in plasma DNAas of patients with different
stages of HIV- 1 infection and AIDS by nPCR

Virusu infekeija . __HIVinfekeija — AIDS stadija
Asimptomatiska Simptomatiska
CMV 2/16 2/7 6/18
HHV-6 1/5 2/3 7/9
HHV-7 3/14 7/9 9/14
Vienlaiciga infekcija 1/11 1/7 8/14

nPCR — polimerazes k&des reakcija ar iek§€jo praim&sanu; pozitivo skaits (testéto skaits)

nPCR- nested polymerase chain reaction; number positive (number tested)

Salidzinot ar HIV-1 infekcijas asimptomatiskiem nésatajiem, AIDS pacientiem nove-
rots aktivas vienlaicigas vairaku virusu infekcijas ievérojams pieaugums (attiecigi 57,1%

un 9,1%; p = 0,03).

Vienlaiciga CMV, HHV-6 un HHV-7 aktivacija atrasta diviem AIDS slimniekiem,
HHV-7 un HHV-6 — vienam, CMV un HHV-7 — diviem AIDS slimniekiem.
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Diskusija

52 pacienti, kam ir AIDS infekcijas dazadas kliskas izpausmes (pamatojoties uz
CD4+ stnu skaitu), bija apzinati, lai izvertétu B-herpesvirusu izplatibu un HIV-1 infekci-
jas imiinsupresijas pakapes ietekmi uz So virusu aktivaciju.

ST darba rezultati liecina, ka latenta (persistenta) p-herpesvirusu infekcija ir Joti iz-
platita HIV-1 inficEtiem pacientiem (sk. 1. tab.). Latentas (persistenta) CMV infekcija
HIV-1 inficétiem pacientiem sastopama biezak neka asins donoriem (20). ST fakta viens
izskaidrojums varétu biit CMV seksuala un (vai) asins transmisija, jo lielaka dala petamo
pacientu bija intravenozi narkomani un (vai) homoseksuali (12). Aktiva CMV, HHV-6
un HHV-7 infekcija AIDS pacientiem bija 2,6-3,9 reizes biezak neka pacientiem, kam
ir asimptomatiska HIV-1 infekcija. Loti biezi aktiva CMV infekcija tika novérota pa-
cientiem AIDS stadija, tas atbilst Welch et al. (21) un Erice et al. (11) iegiitajiem datiem.
Aktiva vienlaiciga B-herpesvirusu infekcija AIDS pacientiem bija statistiski ticami biezak
(p =0,03) salidzinajuma ar HIV-1 asimptomatiskiem nésatajiem. Vienlaiciga -herpesvi-
rusu aktivacija konstatéta tikai AIDS pacientiem.

Secinajumi

B-Herpesvirusu infekcija ir plasi izplatita starp HIV-1 inficétiem pacientiem. HIV-
1 infekcijas progreséSana un imiinsupresijas padzilinasanas var ietekmét B-herpesvirusu
aktivaciju.

HIV-1 inficetu pacientu laboratoriskaja diagnostika butu ieteicams ieklaut ne tikai
CMYV, bet ari HHV-6 un HHV-7 infekcijas, tas lautu prognozét iesp&jamo komplikaciju
un blakusslimibu risku.
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Summary

Latent/persistent B-herpesviruses infection is widespread among HIV-1 infected patients. The
frequency of the B-herpesviruses activation increased with the disease progression, suggesting the
relationship between -herpesviruses activation and the immunosuppression degree.

Factors affecting the course of HIV-1 infection have been studied insufficiently. The role of lymp-
hotropic ubiquitous B-herpesviruses (CMV,HHV-6,HHV-7) as co-factors in HIV-1 disease progres-
sion is estimated controversially. The aim of this study was to investigate the prevalence of f-her-
pesviruses infection among patients with different clinic of HIV/AIDS and to evaluate the effect of
immunosuppression on the activation of latent/persistent 3-herpesviruses infection.

Peripheral blood samples were obtained from 52 patients with HIV-1 infection (19 — asymptomatic;
9 — symptomatic; 24 — AIDS). ELISA and Western immunoblot or neutralization test were used
for the diagnosis of HIV-1 infection. The number of CD4+ T cells was determined by laser flow
cytometry. nPCR was used for the detection of B-herpesviruses sequences in PBL and cell-free
plasma DNAs.

Latent/persistent B-herpesviruses infection was detected in 82.7% (43/52) of patients with HIV-1
infection, among them - concurrent -herpesviruses infection in 61.5% (32/52). The prevalence
of active CMV infection was 2.6 times higherin AIDS patients (6/18, 33.3%) in comparison to
the patients with asymptomatic HIV-1 infection (2/16, 12.5%). HHV-6 activation was detected in
77.7% (7/9) of AIDS patients, in 20.0% (1/5) of asymptomatic HIV-1 infected and in 66.7% (2/3)
in symptomatic HIV-1 infected patients. The frequency of HHV-7 activation (plasma viremia) was
3.0 times higher in AIDS patients (9/14, 64.3%) in comparison to the asymptomatic (3/14, 21.4%)
HIV-1carriers. The prevalence of active concurrent -herpesviruses infection was significantly hig-
her in AIDS patients. Simultaneous activation of several f-herpesviruses was detected in AIDS
patients only.

Key words: HIV-1, AIDS, immunosuppression, B-herpesviruses, PCR.
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Vai kardiovaskularo komplikaciju risks ietekme arsteSanas
stratégijas izveli pacientiem ar diagnozi
»hestabila stenokardija” vai ne-Q miokarda infarktu

Does the Risk of Cardiovascular Events Influence the
Management Strategy in Patients with Unstable Angina or
Non-Q-Wave Myocardial Infarction?
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Pacientiem ar diagnozi ,,nestabila stenokardija” vai ,,ne-Q miokarda infarkts” ir augsts kardiovas-
kularo komplikaciju attistibas risks. Kliniska strat€gija — atbilstosa medikamentoza terapija un (vai)
agrina revaskularizacija — atkariba no riska novértéSanas Siem pacientiem uzlabo gan kliniskos iz-
nakumus, gan nakotnes prognozi.

P&tijuma mérki: 1) novertét, ka kardiovaskularo komplikaciju risks ietekmé arstéSanas strateégiju,
ko izmanto pacientiem, kuri iek]auti p&tijuma un kuriem ir nestabila stenokardija vai ne-Q miokar-
da infarkts; 2) iegtitos datus salidzinat ar Eiropas Kardiologu biedribas, Amerikas Kardiologijas
koledzas, Amerikas Sirds asociacijas un Latvijas Kardiologu biedribas izstradatajam akiita korona-
ra sindroma vadlinijam; 3) analiz&t kliniskos iznakumus — kardiovaskularo komplikaciju (notiku-
mu) biezumu — hospitalizacijas laika un trisdesmit dienas p&c akiita koronara sindroma.
Prospektivaja kliniskaja pétijuma ieklauti 162 pacienti, kuri no 2004. gada 9. janvara lidz 2004.
gada 10. martam stacion&ti Paula Stradina Kliniskaja universitates slimnica Latvijas Kardiologijas
centra intensivas terapijas palata. Péc izveidotas riska klasifikacijas shémas pacienti tika sadaliti
augsta, vid€ja un zema riska grupa. Lai novertétu kliniskos iznakumus, trisdesmit dienas péc akiita
koronara sindroma tika veikta pacientu telefoniska aptauja.

Augsta riska grupa pirmajas 48 stundas p&c stacion€Sanas trombocitu glikoproteinu IIb/Illa re-
ceptoru inhibitori un perkutana koronara intervence tika lietota lielakam pacientu ipatsvaram neka
zema un vid&ja riska grupa. Aspirina, klopidogrela, mazas molekulmasas heparinu, nitratu, beta
adrenoblokatoru, statinu, angiotenzinu konvertgjosa enzima inhibitoru farmakoterapija nenoveéroja
statistiski ticamas atSkiribas starp riska grupam.

Secinajumi: 1) kliniskaja praks€ pacientu sadalijums akata koronara sindroma (bez ST segmenta
elevacijas) riska grupas ietekm@ arstéSanas stratégijas izveli pacientiem, kam ir nestabila stenokar-
dija vai ne-Q miokarda infarkts; 2) arstéSanas stratégijas izvéle atbilst profesionalo kardiologu aso-
ciaciju aktita koronara sindroma rekomendaciju arst€Sanas taktikai atbilstosi riska grupu sadaliju-
mam; 3) zema riska grupa noveérots mazaks kardiovaskularo notikumu skaits neka vidgja un augsta
riska grupa gan hospitalizacijas perioda, gan trisdesmit dienu laika p&c akiita koronara notikuma.

Atslégvardi: akiits koronars sindroms, kardiovaskularie notikumi, riska novértésana.
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Tevads

Akiits koronars sindroms (AKS) ir nopietna sabiedribas veselibas probléma, kas sais-
tita ar biezu hospitalizaciju un augstu mirstibu. Eiropa pacientu mirstiba ar akiitu korona-
ru sindromu bez ST segmenta elevacijas pirma pusgada laika sasniedz 12% (1).

Pacientiem, kam noteikta diagnoze ,,Nestabilas stenokardijas (NS) vai ne-Q miokar-
da infarkts (ne-Q-MI)”, ir augsts kardiovaskularo komplikaciju jeb notikumu risks, ta-
péc riska novertésana ir butiska $o akiitu koronaru sindromu arsté$anas stratégijas izvele
(2, 3). Atkariba no ta agrini uzsakta medikamentoza terapija un (vai) neatlickama revas-
kularizacija Siem pacientiem uzlabo gan kliniskos iznakumus, gan nakotnes prognozi (1).
Kliiskie dati sakotn&ja novertésana var palidzet klasificet AKS pacientus un izvelgties
optimalu arsté$anas stratégiju katra riska grupa (4).

P&tfjuma merki ir novertét kardiovaskularo komplikaciju risku pacientiem, kam ir
nestabila stenokardija vai ne-Q-MI, pamatojoties uz demografiskiem, kliniskiem un bio-
kimiskiem raditajiem pacientu iestasanas bridi; novertet arstésanas stratégijas izveli rea-
laja kliniskaja praksé atkariba no riska pakapes un analizét kliniskos iznakumus — kardio-
vaskularo komplikaciju (notikumu) biezumu — hospitalizacijas laika un trisdesmit dienas
péc akiita koronara sindroma.

Pacienti un metodes

Norises vieta

Prospektivaja kliniskaja petijuma seciga kartiba ieklauti 162 pacienti, kuri no
2004. gada 9. janvara lidz 2004. gada 10. martam akita karta stacionéti Paula Stradina
Kliniskaja universitates slimnica Latvijas Kardiologijas centra intensivas terapijas pa-
lata.

Pacientu izvéle

IeklauSanas Kritériji

Vecums > 18 gadi
Iestasanas diagnoze:
1) AKS bez ST segmenta elevacijas;
2) AKS ar tranzitoram ST segmenta elevacijam;
3) ne-Q miokarda infarkts;
4) nestabila stenokardija.

IzslégSanas kritériji

Iestasanas diagnoze:
1) AKS ar ST segmenta elevaciju;
2) Q miokarda infarkts;
3) cita diagnoze.

Anketa

Informacija par pacientu, kam ir NS/ne-Q-MI gala kliniska diagnoze, fikséta speciali
§im pétljumam sastaditaja anketd. Pamatojoties uz literatlira atspogulotiem starptautis-
ko randomizéto p&tijumu rezultatiem, anketa tika ieklauti pamatjautajumi, lai novertétu
kardiovaskularo komplikaciju riskus, kuriem ir pieradita nozime turpmako koronaro
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notikumu attistiba (peksna nave, MlI/atkartots MI, atkartota iseémiska Iekme) pacientiem,
kam ir NS vai ne-Q-MI (2, 5-8).

Riska klasifikacijas jeb stratifikacijas shémas izstradasanai nemti véra sadi riska fak-
tori: vecums > 65 gadi, iepriek$gjo slimibu un invazivo manipulaciju anamnéze (steno-
kardija, parciests miokarda infarkts (MI), parciests insults, cukura diab&ts, arteriala hiper-
tensija, hroniska sirds mazspgja, hiperholesterinémija, perifero artériju slimiba, koronara
angiografija, perkutana koronara intervence (PCI), koronaro artériju $untésana (KAS),
kliniska manifestacija, parmainas elektrokardiogramma (EKG) un miokarda bojajuma
markieru (troponins I vai kreatinkinazes MB frakcija (CK-MB masa)) paaugstinatie

1. tabula
Katram kardiovaskularo komplikaciju riska faktoram pieskirtais punktu skaits
Riska faktors Punkti Riska faktors Punkti
Vecums > 65 gadi 1
PCI| 1
Al aze: | KAS _ o 1
namneze Sapes kriitts pirms hospitalizacijas 1
Sapes kriitis hospitalizacijas bridi 1
Stenokardija 1| Recidivgjosas sapes kriitis 1
Parciests MI 1 | Hemodinamikas nestabilitate 1
Parciests insults 1| EKG izmainas (ST segmenta tranzitora
Cukura diabats 1| -elevacija vai ST segmenta depresija, vai
Arteriala hipertensija 1| negativiTzobi) . 1
HSM 1 Paaugstinati tropf)n_lrla}_l vail
Hiperholesterinémija 1| CK-MB masas raditaji 1
Periféro arteriju slimiba 1
Koronara angiografija 1

MI — miokarda infarkts; HSM — hroniska sirds mazspg&ja; PCI — perkutana koronara intervence;
KAS — koronaro artériju SuntéSana; EKG — elektrokardiogramma

raditaji. Katrs mingtais riska faktors novertéts ar vienu punktu, bet ar nulli, ja Sis faktors
nav bijis konstatéts (sk. 1. tab.).

Atbilstosi riska punktu skaitam pacienti tika sadaliti trTs grupas — zema riska (0—4
punkti), vidgja riska (5-9 punkti) un augsta riska (10—18 punkti) grupa.

Pacienta aptaujas lapa tika ieklauts arT arsté$anas protokols, kas ietver datus par kon-
servativu arst€Sanu (aspirins, klopidogrels, nefrakcionéts heparins (NH) vai mazas mo-
lekulmasas heparini (MMH), angiotenzinkonvertgjosa enzima inhibitori (AKEI), nitrati,
beta adrenoblokatori, trombocitu glikoproteinu I1b/Illa receptoru inhibitori (GP IIb/IIla
RI), statini) un datus par invazivo arsté$anas stratégiju (neatlickama PCI vai KAS).

P&ttjuma anketa tika fikséta informacija par kardiovaskularam komplikacijam hospi-
talizacijas laika un iznakumiem.

Trisdesmit dienu rezultati

Trisdesmit dienas p&c akiita koronara notikuma tika veikta pacientu telefoniska ap-
tauja, ieprieks inform&jot pacientus par aptaujas merkiem.

Funkcionala klase noverteta atbilstosi Kanadas Kardiologu asociacijas stabilas slo-
dzes stenokardijas klasifikacijai. Atkartota iSémiska 1ekme definéta ka tipiskas kardialas,
stenokardijai raksturigas sapes kritis [idz divdesmit mintitém un ilgak fiziskas slodzes
laika vai miera stavokli; MI (atkartots MI) — ja pacients trisdesmit dienu laika ir bijis
stacion&ts ar So diagnozi.
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Katra gadijuma pa talruni tika runats ar pasu pacientu, iznemot vienu gadijumu, kad
informacija sanemta no radiniekiem (pacients bija miris).

Datu apstrade

Datu apstrade veikta, izmantojot Microsoft Excel un SPSS datorprogrammu. Primari
ievaktiem datiem noradita vidgja vertiba + standartnovirze. Statistikas analizé p vertiba
noteikta ar H1 kvadrata (Chi-Square) testa metodi. Par statistiski ticamam uzskatitas at-
Skiribas p vértibam, mazakam par 0,05.

Rezultati

Pettjuma tika ieklauti 162 pacienti ar AKS bez ST segmenta elevacijas atbilstosi ie-
klausanas krit€rijiem. Gala kltniska diagnoze ne-Q-MI bija 60 pacientiem (37%), nestabila
stenokardija — 67 pacientiem (41%) un cita diagnoze — 35 pacientiem (22%). Telefoniska
aptauja iegita informacija par 88 pacientiem (69%) no kopgja pacientu skaita ar NS/ne-
Q-MI diagnozi triisdesmit dienas péc akiita koronara notikuma (sk. 1. att.). Ar pargjiem 39
pacientiem (31%) nebija iesp&jams nodibinat telefonisku kontaktu.

Pacientu vid&jais vecums bija 66,3 + 12,6 gadi (no 34 lidz 91 gadam). Vidgjais ve-
cums pirmaja grupa —48,7+ 9,3 gadi, otraja grupa — 67,2 + 12,2 gadi, treSaja grupa — 69,8
+ 10,1 gadi. Visas riska grupas konstatéts virieSu dzimuma parsvars — 77,8% gadijumu
zema riska grupa, 62,1% gadijumu vid&ja riska grupa un 56,5% gadijumu augsta riska
grupa.

Visas tris riska grupas analizeti pamatjautajumi par ilgtermina riska un akata riska

162
pacienti , kam
ir AKS BSTE

1 1
60 67 35

pacienti, kam pacienti, kam pacienti ar
ir ne -Q-MI ir NS citu diagnozi

88
pacienti
(trisdesmit
dienas péc
AKS)

1. attels. Pacientu grupu raksturojums

AKS BSTE — akdits koronars sindroms bez ST-segmenta elevacijas
Ne-Q-MI — ne-Q miokarda infarkts
NS — nestabila stenokardija
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noverté$anu, aplukota arsté$anas stratégija pirmajas 48 stundas péc hospitalizacijas, ana-
lizétas kardiovaskularas komplikacijas stacionétajiem pacientiem un iznakumu rezultati
trisdesmit dienu laika p&c AKS epizodes.

2. tabula
ArsteSanas stratégijas analize riska grupas
Arstesana Zema riska p Vidgja riska P Augsta riska p
grupa grupa grupa

1 I-11 1I TI-111 11 I-111

Aspirins 100,0 0,660 97,9 0,483 100,0 -
Klopidogrels 333 0,914 31,6 0,768 34,8 0,938
MMH 88,9 0,784 91,6 0,149 100,0 0,104

NH 0 0,757 1,1 0,621 0 -

Nitrati 100,0 - 100,0 - 100,0 -
B-adrenoblokatori 100,0 0,280 88,4 0,303 95,7 0,525
Statini 88,9 0,967 88,4 0,453 82,6 0,660
GP IIb/I1Ia RI 11,1 0,657 16,8 0,950 17,4 0,660
AKEI 66,7 0,032 90,5 0,611 87,0 0,186
PCI 11,1 0,657 16,8 0,307 26,1 0,357

MMH - mazas molekulmasas heparini; NH — nefrakcionéts heparins; GP IIb/Illa RI — trombocitu
glikoproteinu I1b/I11a receptoru inhibitori; AKEI — angiotenzinu konvert€josa enzima inhibitori;
PCI — perkutana koronara intervence

Lietotas arstéSanas strat€gijas analiz€ (pirmajas 48 stundas péc hospitalizacijas) sta-
tistiski ticamu atSkiribu starp riska grupam nebija. Atskiriba novérota tikai starp zema un
vidgja riska grupu AKEI lietosana — attiecigi 66,7% un 90,5 % gadijumu (p = 0,032) (sk.
2. tab.).

Visiem 127 pacientiem (100% gadijumu) arsté$ana tika izrakstiti nitrati, aspirins
100% gadijumu lietots tikai zema un augsta riska grupas pacientiem, MMH — 100% ga-
dijumu augsta riska grupa, bet beta adrenoblokatori — 100% gadijumu tikai zema riska
grupa.

Apméram vienai treSdalai pacientu katra riska grupa tika ieteikts otrs arstéSanas stra-
tegija ieklautais antiagregants — klopidogrels — 33,3%, 31,6% un 34,8% attiecigi zema,
vidgja un augsta riska grupa.

Starp pacientu arstéSana lietotajiem antikoagulantiem bija acimredzams MMH par-
svars — NH bija ieteikts tikai vienam vid&ja riska grupas pacientam (1,1%), savukart
MMH - 88,9% gadijumu zema riska grupa, 91,6% vidg&ja riska grupa un, ka jau min&ts
ieprieks, 100% augsta riska grupa.

Pretgji riska punktu skaitam mainijas statinu lietoSanas Tpatsvars pacientu vidi:
88,9% — pirmaja, 88,4% — otraja un 82,6% gadijumu tresaja riska grupa.

Tacu bija veérojama parliecinosi augstaka tendence GP IIb/Illa RI un PCI lietosana
pacientiem augsta riska grupa salidzingjuma ar divam pargjam pacientu riska grupam —
17,4% un 26,1% gadijumu pret 11,1% un 11,1% gadijumu zema riska grupa un 16,8% un
16,8 % gadijumu vidgja riska grupa (sk. 2. att.).

Koronaro artériju SuntéSana ka arst€Sanas metode netika lietota neviena gadijuma
neviena riska grupa.

Pacientiem atrodoties stacionara, kardiovaskularas komplikacijas nebija novérotas
zema riska grupa, savukart atkartota iS€miska 1e€kme vidgja riska grupa konstatéta 12,6%
gadijumu un augsta riska grupa 17,4% gadijumu. Augsta riska grupa nebija konstatéts
MV/atkartots MI vai naves gadijums, turpretim vid&ja riska grupa atkartots MI bija attTsti-
jies vienam pacientam un viens pacients bija miris.



MEDICINA

0 2
Zere riska Vid&ia Augsta
arups riska grupa |riska grupa |
B GRbila 11,1 18,8 17,4 |
o ~CH 1,1 16,8

2. attéls. Perkutanas koronaras intervences un glikoproteinu IIb/IIIa receptoru inhibitoru
lietojums pacientiem dazadas riska grupas (%)

GP IIb/IIIa RI — trombocTtu glikoproteinu IIb/Il1a receptoru inhibitori;
PCI — perkutana koronara intervence

Zema riska grupa trisdesmit dienas p&c staciongsanas ar AKS nebija konstatéts ne-
viens kardiovaskulars notikums (atkartota iSémiska 1€kme, MI/atkartots MI vai nave).

3. tabula
Trisdesmit dienas péc AKS (rezultati, %)
Trisdesmit dienas pec AKS Zema Vidéja Augsta
riska grupa riska grupa riska grupa
n=6 n=67 n=15

o Atkartota i$€miska lekme 0 7,5 6,7
e MI/atkartots MI 0 3,0 6,7
e Miris 0 1,5

MI — miokarda infarkts

Vidgja un augsta riska grupa noveroja atkartotu is€misku Iekmi attiecigi 7,5% un 6,7%
gadijumu, bet Ml/atkartots MI konstatéts attiecigi 3,0% un 6,7% gadijumu. Miris bija
viens pacients, kur§ pec punktu skaita atbilda vidg€jai riska grupai (sk. 3. tab.).

Diskusija

AKS pacientu arstésana ir interaktivs un salikts process, kas atkarigs gan no arsta kar-
diovaskularo notikumu riska izpratnes un novértésanas, gan no riska mazinasanas iespé-
jam ar pieejamiem terapeitiskajiem lidzekliem, ka arT no adekvatas atbildes uz izraudzito
terapiju (9). GRACE pétijums paradija, ka mirstiba seSu ménesu laika tiem pacientiem,
kas hospitaliz&ti ar AKS, bija 4,8% gadijumu pacientiem, kam ir MI ar ST segmenta
elevaciju, 6,2% gadijumu pacientiem, kam ir MI bez ST segmenta elevacijas, un 3,6 %
gadfjumu — kam ir nestabila stenokardija (10).
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Riska novértésanas modeli lauj noteikt tos pacientus, kuriem nepiecieSams agrini
uzsakt invazivo arst€Sanu un, iesp&jams, ,,agresivak” izmeklet. Starp tadiem modeliem
ir minams nesen publicétais GRACE kardiovaskularo notikumu prediktivs modelis, kas
lauj novertet seSu meénesu naves risku pacientiem ar visu formu akiitiem koronariem sin-
dromiem (11).

Riska noveértésanas modela izveid€ autori pamatojas uz TIMI shému, kas izstradata,
lai noteiktu riska punktu skaitu, nemot véra $adus notikumus — peksna nave, MI vai at-
kartota is€mijas epizode pacientiem, kam ir NS/ne-Q-MI (6). Tada vienkarsa riska no-
verteSanas shéma bez griittbam var tikt inkorporéta kliniskaja prakse atSkiriba no citiem
komplicétakiem modeliem, kas raditi AKS riska novértésanai (8, 9, 12).

Sis prospektivs pétijums demonstré, ki NS vai ne-Q-MI slimnieku primars novér-
tejums péc standarta kltniskajiem parametriem, kas definéti ka ilgtermina un aktta ris-
ka markieri, tick izmantots vienkarSas pacientu riska klasifikacijas shémas izveidosana.
Atbilstosi tai biitu iesp&jams prognozet kardiovaskularo is€misko notikumu un naves ris-
ku tuvaka nakotné€ un atkariba no ta izvéleties efektivaku arstéSanas strategiju.

Tacu pagaidam $aja petijuma iegiitajiem datiem ir dazi trikumi. Pirmkart, rezultati
giiti par nelielu analiz&to pacientu skaitu, ka arT pacienti noverteti tikai viena arstniecibas
iestadg, tas trauc€ petijuma piedavatas riska klasifikacijas shemas ieviest kltniskaja prak-
s¢€. Otrkart, kritiski ir javérteé informacija, kas iegiita telefoniskaja aptauja.

Pétfjuma rezultati apliecina, ka arstéSanas stratégija pacientiem, kam ir NS vai ne-
Q-MI, atbilst rekomendacijas ieteiktai taktikai atbilstosi riska grupu noveértgjumam: PCI
vairak tika lietota augsta riska grupas pacientiem — 26,1% pret 11,1% gadijumu zema
riska grupa un attiecigi 16,8% gadijumu vidgja riska grupa.

Sie rezultati ir lidzigi ta pétijuma rezultatiem, kur§ pierada TIMI riska punktu skai-
tu — palielinoties punktu skaitam, pieauga arT to pacientu Ipatsvars, kuriem veikta neatlie-
kama revaskularizacija — 20,9% gadijumu ar lielako punktu skaitu (7) un 1,2 % gadijumu
ar vismazako punktu skaitu (0/1) (6). ST arste$anas stratégija tika pieradita randomizéta-
jos pétijumos, kuros atspoguloti labaki rezultati vid€ja un augsta riska grupas pacientiem,
lietojot PCI (13-15).

Joprojam nav vienota pienémuma par augsta riska AKS pacientu optimalu arstéSanu
hospitalaja posma. Dazi klinicisti atbalsta agrinas invazivas arst€Sanas stratégijas lieto-
jumu — sirds asinsvadu kateterizaciju un revaskularizaciju pirmajas 24-48 stundas péc
AKS simptomu paradisanas atbilstosi profesionalo kardiologu asociaciju rekomendacijas
ieteiktai arstéSanas taktikai (16). Savukart citi vairak atbalsta konservativas stratégijas
lietojumu, respektivi, sakotngju medikamentozu stabilizaciju, kurai sekotu sirds katete-
rizacija, ja pacientam joprojam draud@tu augsts risks attistities kardiovaskularam kom-
plikacijam (atgriezeniska miokarda i$€mija vai sastréguma sirds mazspgja) (17). Miisu
petfjuma pacienti, kuriem lietota PCI, stacionara tika nogadati vidgji péc 12 stundam péc
AKS simptomu paradisanas.

Analizgjot invazivas arstéSanas metodes lietojumu, starp grupam netika novérota sta-
tistiski ticama atskiriba, ko var izskaidrot ar nelielu pacientu skaitu gan visa pétijuma, gan
arT katra grupa atseviski. Tacu, konstatgjot pacientu Tpatsvara starpibu starp dazada riska
grupam GP IIb/IIla RI un PCI lietosana, domajams, ka, palielinoties pacientu skaitam,
statistiska ticamiba tiks sasniegta.

P&tTjuma rezultati liecina, ka zinaSanas par risku ietekmé klinisko [emumu pienemsa-
nu arstéSanas procesa. Savukart, pamatojoties gan uz starptautisko p&tijumu rezultatiem
$aja joma, gan arT analizgjot i$€miskos notikumus hospitalizacijas laika un trisdesmit die-
nas péc AKS $aja pétijuma, autori sniedz $adu arstéSanas strat€gijas izvéles pamatoju-
mu pacientiem, kam ir AKS bez ST segmenta elevacijas — pacientiem ar zemu atkartotu
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kardiovaskularo notikumu attistiSanas risku atra izrakstiSanas no stacionara ir saprotama
un attaisnojama — rekomendacijas ieteiktic medikamenti samazina i$€misko notikumu
attistibu $aja grupa Iidz minimumam. Vidgja riska grupas pacienti biitu ieklaujami t. s.
»piesardzigas gaidiSanas” strat€gija: vini bltu janovero intensivas terapijas palata, kur
iesp&jams monitorct i$€mijas pazimes un noteikt atkartota miokarda bojajuma markierus.
Daziem pacientiem biitu nepiecieSama invaziva terapija, citus varétu arstet ar konser-
vativi (9). Savukart augsta riska grupas pacientiem biitu apsverama specifiska antitrom-
botiska terapija, sevisSki paaugstinatu sirds troponinu ITmenu gadijuma — GP I1Ib/Illa RI
lietojums var&tu samazinat Ml/atkartota MI attistiSanos, bet PCI biitu seviska nozime $aja
riska grupa (1, 6, 8, 15).
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Summary

Objectives: Risk assessement is an integral part of the management of acute coronary syndromes,
and clinical factors at initial presentation may help categorize such patients. The aim of this study
was to estimate the application of management strategy to patients with unstable angina or non-Q-
wave myocardial infarction depending on a degree of risk and to analyse clinical outcomes — rate of
cardiovascular complications (events) during hospitalization and thirty days after discharge.
Design and Methods: This was a prospective clinical study. We recruited 162 consecutive patients
that were admitted to the intensive care unit at the Latvian Centre of Cardiology, Paul Stradins
Clinical University Hospital with the diagnosis of acute coronary syndrome without ST elevation
between January 09, 2004 and March 10, 2004. Patients were dividied into three groups according
to the risk stratification scheme. Cardiac ischemic events and mortality rate were registered at the
hospital and by telephone call to each patient thirty days after the acute coronary event.

Results: The mean age of the patients was 66.3 + 12.6 years (from 34 to 91), and 37.8 % of patients
were female. There was no statistical significance between risk groups in application of medical
agents, excluded angiotensin-converting enzyme inhibitors in low- and intermediate-risk patients
(p=0.032). The largest number of patients who received platelet glycoprotein I1b/Ila receptor inhi-
bitors and underwent percutaneous coronary intervention was observed in the high-risk group —17.4
% and 26.1 % accordingly, in low risk group only in 11.1 %. During thirty days, recurrent ischemia
was observed in 7.5 % and 6.7 % of patients in intermediate- and high-risk groups accordingly,
myocardial (re)infarction was observed in 3.0 % and 6.7 % accordingly in these groups. None of
the cardiovascular events was observed in low-risk group patients in the thirty day follow-up.
Conclusions: Risk stratification in patients with unstable angina or non-Q-wave myocardial in-
farction influences clinical desicion making of the treatment strategy. Less cardiovascular com-
plications were observed in patients at low risk for coronary events during hospitalization and at
thirty days follow-up. Nevertheless, the model for risk stratification should be evidence based for
improvement of effective treatment.

Key words: acute coronary syndrome, cardiovascular events, risk stratification.
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Onkoproteina BCL-2, citokeratina 19 un S-100 ekspresija
mandelu Siinas hroniska tonsilita pacientiem

Oncoprotein BCL-2, S-100 and Cytokeratin 19 Expression
in Palatine Tonsils’ Cells in Chronic Tonsillitis

Sergejs Isajevs, Jurijs Markovs, Gundega Knip3e, Aija Zilevita
Latvijas Universitates Medicinas fakultate
Sarlotes iela la, Riga, LV-1001
E-pasts: george@pit.lv

P&tfjuma mérkis ir novertét morfologiskas parmainas mandelés hroniska recidiv&josa un hroniska
hipertrofiska tonsilita pacientiem. Histologiskais materials tika nemts no 12 operétiem pacien-
tiem, kas bija 10-18 gadus veci un kam tika veikta tonsilektomija un mandelu mikrobiologiska
izmekl&$ana. Bcl-2, citokeratina 19 un S-100 noteikSanai audos tika izmantota imunhistokimiska
biotina un avidina metode. Hroniska recidivgjosa tonsilita pacientiem starpfolikularos apvidos no-
veéro samazinatu T regulatoru limfocitu (Treg) skaitu, kas ekspresé bcl-2, ka arf palielinatu anti-

hipertrofiskam tonsilitam savukart raksturiga limfoidalo audu hipertrofija un starpfolikularos ap-
vidos palielinats Treg, kas eksprese bel-2. Turklat T onkoproteina ekspresija korele ar limfoidalo
audu hipertrofijas pakapi.

mikrofloras antigéni izraisa hronisku iekaisumu mandelgs.

Atslégvardi: hronisks tonsilits, imunologiska tolerance, mikroorganismi.

Ievads

Cilveka patologija aktuala probléma ir augsgjo elpcelu infekcijas, no kuram galvena
nozime ir hroniskam tonsilitam, kas raksturigs jauniem cilvékiem, visbiezak 10-18 gadu
vecuma. ST slimiba ir plasi sastopama, jo, péc bérnu otorinolaringologu datiem, tas Tpat-
svars ir 10—15% no visam kakla, ausu, deguna saslimsanam (1, 2).

Slimiba biezi vien noris slépta veida, tatad asimptomatiski. Hroniska tonsilita pa-
cienti ir paklauti akiitas infekcijas briesmam, nonakot ekstremalos apstaklos (aukstums,
karstums, lietains laiks, v&j$ un liela slodze). Turklat hroniskam tonsilitam ir raksturigas
gan lokalas komplikacijas (pieméram, abscess, elpcelu tuska), gan sisteémiskas komplika-
cijas (pieméram, meningits, miokardits, artrits un nefrits) (3, 4).

Hroniska iekaisuma persistencé svariga nozime ir imunologiskas tolerances traucgju-
miem (5). Tap&c pastaviga antigéna invazija pat nelielas devas (pieméram, rezidentmik-
rofloras antigéni) izraisa imtinatbildi hroniska iekaisuma veida (6, 7). Visbiezak nosaciti
veselu cilveku mandel@s ieperinas $adi mikroorganismi: anaerobie streptokoki, hemoli-
tiskie un viridans streptokoki, neis€rijas, koagulazes negativie stafilokoki, laktobakt&rijas
un korinebakt@rijas, retak S. aureus, enterokoki, sénes (8).
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Tolerances uzturésana izskirosa nozime ir vairakiem faktoriem, pirmkart un galve-
nokart, adekvatai antigénprezentétajstnu (S-100 pozitivas Stnas), T regulatoro limfocitu
(Treg) un B limfocitu diferenciacijai un mijiedarbibai (9, 7). Ir zinams, ka Treg (CD25
pozitivas Stinas) ekspresé bel-2 proteinu, kas nomac apoptozi, tadgjadi pasargajot $is Su-
nas no bojaejas (10). Otrkart, kriptu epiteliala barjera selektivai caurlaidibai, ko nodrosi-
na kriptu epitélija starpsiinu adhézijas molekulas, pieméram, klaudins1 (11, 12). Tomér,
lai novertétu mingto faktoru nozimi imunologiskas tolerances uzturé$ana, hroniska reci-
div&josa un hipertrofiska tonsilita pacientiem pilniba triikst vienlaicigas bel-2, S-100 un
CK-19 ekspresijas un rezidentmikrofloras sastava parmainu korelativas izp&tes.

Darba merkis ir pétit hroniska tonsilita imunologisko trauc€jumu mehanismus, par
krit€rijiem izmantojot antigénprezentetajsunu un limfocitu mijiedarbibu un kriptu epitélija
selektivu caurlaidibu (kriptu epit€lija markieris — citokeratins 19), ka arT rezidentmikro-
floras kolonizacijas pakapi.

Pacienti un metodes

Pacientu atlase

Histologiskais materials tika panemts no 12 pacientiem, kas bija 10—18 gadus veci un
kam tika veikta tonsilektomija. [zmeklgjamas personas tika iedalitas divas grupas: 1) hro-
niska recidivgjosa tonsilita pacienti (galvena pazime ir biezi paasinajumi) un 2) hroniska
hipertrofiska tonsilita pacienti (galvena pazime — mandelu hipertrofija).

Imiinhistokimiska izmeklésana

Histologiska materiala pagatavosanai audus fiksgja 10% formalina 48 stundas, péc
tam atlidenoja un ieguldija parafina. No blokiem pagatavoja 4 um biezus griezumus, ku-
rus izmekl€ja imiinhistokimiski. Antigéna demaské&sanai izmantoja mikrovilnpu karstuma
metodi. Imiinhistoktmisko analizi veica p&c biotina avidina metodes, izmantojot DAKO
firmas LSAB+ kitu. Visas reakcijas notika Shandon mitra kamera istabas temperatiira.
Preparatus inkubgja ar peroksidazes blokétajreagentu 10 mindtes, tad skaloja TBS. P&c
tam 30 mindtes inkubgja ar primaro antivielu bcl-2, S-100 vai citokeratinu 19 (CK-19).

P&c inkubacijas griezumus 5 miniites skaloja ar TBS un tad turpindja pusstundu
garu inkubaciju ar biotiniléto sekundaro antivielu (kazas IgG). P&c preparatu atkartotas
skaloSanas TBS turpinaja pusstundu garu inkubaciju ar marrutku peroksidazi iezZimé&tu
antivielu. Tad 5 minites veica vizualizacijas reakciju ar diaminobenzidinu (DAB). Péc
sekojosas preparatu skalosanas destiléta ideni tiem uzpilinaja Glycergel, uzlika segstikli-
nu un mikroskopgja. Preparati analizeti, izmantojot Motic Image programmu, Stinu skaits
izteikts uz laukuma vienibu (mm?).

Citokeratina 19 gadijuma imanmorfologiskas reakcijas pakape tika vértéta ar pus-
kvantitativas metodes palidzibu, subjektivi nosakot, cik intensivi hromogéns nokraso $ii-
nas: negativa reakcija (-), vaji pozitiva (1+), vidgji pozitiva (2+) un augsti izteikta (3+).

Pirms operacijas mikrobiologiskajai izmekl&$anai visiem pacientiem tika nemta uz-
triepe no mandelém. Lai izdalttu tirkultliru, materialu uzsgja uz barotném péc tris svitru
metodes (13). Tie mikroorganismi, kuru augSanas intensitate bija liela, t. i., parsniedza 50
kolonijas, tika uzskatiti par iesp&jamiem procesa ierosinatajiem. Tika izmantotas $adas
barotnes: asins, Endo un sals agars, ka arT Kandidu hromagars. Mikroorganismu bioki-
miskai identifikacijai tika izmantoti Crystal datorsisteémas testi.
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Datu statistiska apstrade

Visi dati tika statistiski apstradati, izmantojot statistisko programmu GraphPadPrism
treSo versiju. Grupas tika salidzinatas, izmantojot Mann-Whitney U testu. Rezultati tika
noverteti statistiski ticami, ja p < 0,05. Att€los dati izteikti ka vidgjais aritm&tiskais +
vidgja aritmétiska reprezentacijas kluda.

Rezultati

P&tijuma iegitie dati rada, ka hroniska recidivgjosa tonsilita pacientiem, salidzinot
ar hroniska hipertrofiska tonsilita pacientiem, starpfolikularos apvidos ir samazinats lim-
focttu skaits, kas eksprese bcl-2 (atbilstosi 39 + 6 un 94 £ 10; p = 0,0022; sk. 1. attelu),
un palielinats dendritisko $tinu skaits (atbilsto$i 136 + 32 un 55 £ 16; p = 0,002; sk. 2.
att€lu), bet kriptu epitélija ir palielinats S-100 $tinu skaits (atbilstosi 19 £ 6 un 8 £ 5;
p=0,008; sk. 3. att€lu) un samazinata citokeratina 19 ekspresija (atbilstosi 1,33 + 0,51 un
2,33 £0,82; p = 0,006; sk. 4. attelu).
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1. attéls. bel-2 pozitivas Stiinas starpfolikularos apvidos hroniska hipertrofiska tonsilita pa-
cientiem (hipertrof. tons.) un recidivéjosa tonsilita pacientiem (recidiv. tons.). Dati
izteikti ka vidéjais aritmeétiskais + vidéja aritmetiska reprezentacijas kliida;

p =0,0022, salidzinot pirmo un otro grupu

Bcl-2 positive cells in parafollicular regions of chronic hypertrophic and recurrent ton-
sillitis. Results are expressed as mean £ SEM, p = 0,0022 compared chronic hypertrop-
hic with recurrent tonsillitis patients
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2. attéls. S-100 pozitivas Siinas starpfolikularos apvidos hroniska hipertrofiska tonsilita pa-
cientiem (hipertrof. tons.) un hroniska recidivéjosa tonsilita pacientiem (recidiv.
tons.). Dati izteikti ka vid€jais aritmetiskais + vidéja aritmetiska reprezentacijas
klada; p = 0,002, salidzinot pirmo un otro grupu
S -100 positive cells in parafollicular regions of chronic hypertrophic and recurrent
tonsillitis. Results are expressed as mean = SEM, p = 0,002 compared chronic hyper-
trophic with recurrent tonsillitis patients
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3. attéls. S-100 pozitivas Siinas kriptu epitélija hroniska hipertrofiska tonsilita pacientiem
(hipertrof. tons.) un hroniska recidivéjosa tonsilita pacientiem (recidiv. tons.). Dati
izteikti ka vidéjais aritmétiskais + vidéja aritmétiska reprezentacijas kluda;

p =0,008, salidzinot pirmo un otro grupu

S -100 positive cells in cryptal epithelium of chronic hypertrophic and recurrent tonsil-
litis. Results are expressed as mean + SEM, p = 0,008 compared chronic hypertrophic
with recurrent tonsillitis patients
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4. attéls. Kriptala epitélija nokraso$anas intensitate ar CK-19 hroniska hipertrofiska tonsili-
ta pacientiem (hipertrof. tons.) un hroniska recidivéjosa tonsilita pacientiem (recidiv.
tons.). Dati izteikti ka vid€jais aritmeétiskais + vidéja aritmetiska reprezentacijas
kliada; p = 0,06, salidzinot pirmo un otro grupu
Cytokeratin CK — 19 cryptal epithelium staining intensity of chronic hypertrophic and
recurrent tonsillitis. Results are expressed as mean £ SEM, p = 0,06 compared chronic
hypertrophic with recurrent tonsillitis patients

Hroniska recidivgjosa tonsilita pacientiem, salidzinot ar hroniska hipertrofiska ton-
silita pacientiem, konstatéta palielinata mandelu kolonizacija ar stafilokokiem un strep-
tokokiem.

Diskusija

P&tfjuma rezultati liecina, ka hroniska recidivgjosa tonsilita pacientiem mandel@s ir
samazinats Treg limfocitu skaits, kas ekspresé bcl-2 proteinu un uztur imunologisko to-
leranci. Vienlaikus So slimnieku limfoidalos audos ir palielinats antigénprezent&tajstinu
skaits, ka arT pastiprinata kriptu retikulara epitélija infiltracija ar leikocTtiem un antigén-
prezentétajsinam. Tas liecina par ickaisuma reakcijas persistenci.

Treg limfocitiem ir biitiska nozime tolerances uzturésana. Sie limfociti sekrete tadus
regulatorus citokinus ka I1-4, II-10 un TGF-f. Savukart bel-2 proteina ekspresija pasarga
§Ts $iinas no apoptozes (10, 15). Treg nomac parméerigu iekaisuma atbildi. Nesen paradits:
Sie efekti ir saistiti ar to, ka I1-10 un TGF-3 nomac nukleara faktora-kB aktivaciju (5).
Eksperimentos ar dzivniekiem ir paradits, ka I1-10 knockout pelei attistas iekaisuma zarnu
slimibas (16, 17).

Hroniska recidivéjosa tonsilita pacientiem ir paaugstinata kriptala epitélija caurlai-
diba. Tas savukart sekmé pastiprinatu mandelu kolonizaciju ar mikroorganismu anti-
geniem (3).

A1 citos petfjumos pieradits, ka hroniska recidivgjosa tonsilita pacientiem, salidzi-
not ar hroniska hipertrofiska tonsilita pacientiem, parafolikularos apvidos un kriptala epi-
telija ir palielinats antigénprezent&tajstnu skaits (19, 20). Antigenprezentetajstnas eks-
presé stimulé&tajmolekulas B7-1 un B7-2, kuras nepiecieSsamas Treg aktivacijai (9, 21).
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So sanu skaits hroniska recidivéjosa tonsilita pacientiem ir palielinats, tas liecina par
pastiprinatu antigéna invaziju, tomér imunologiska tolerance netiek uzturéta, jo trikst

samazinasanas dgl).

ST pétijuma rezultati lidzinas citu pétnieku datiem par streptokokiem un stafiloko-
kiem ka galvenajiem mikroorganismiem, kas ierosina tonsilttu (4, 2).

Pastiprinata mandelu kolonizacija ar Siem mikroorganismiem notiek sekundara
imiindeficita attistibas dg] (8).

Tadgjadi pétijums liecina, ka uz Treg un antigénprezent&tajstinu sistémas parmainu
fona rezidentmikrofloras antigéni izraisa hronisku iekaisumu mandel@s. ST paradiba ir
noverojama hroniski recidiv§josa tonsilita pacientiem. Savukart, spriezot p&c normalas
bel-2 ekspresijas limfocitos, hroniska hipertrofiska tonsilita pacientiem tolerance pret re-
zidentmikrofloru veidojas adekvati. Var domat, ka Siem pacientiem ir kavéta mandelu
fiziologiska involicija, kas varétu bt saistita ar samazinatu glikokortikoidu receptoru
ekspresiju limfocTtos (22).

Secinajumi

Hroniska recidivéjosa tonsilita pacientiem attistas imunologiskas tolerances traucé-
jumi pret rezidentmikrofloru, par ko liecina samazinats limfocTtu skaits starpfolikularos
apvidos, ka arT palielinats antigé€nprezentetajstinu skaits un kriptala epitélija pastiprinata
infiltracija ar leikocitiem.

Hroniskam hipertrofiskam tonsilitam savukart raksturiga limfoidalo audu hipertrofi-
ja un palielinats bcl-2 pozitivo limfocttu skaits starpfolikularos apvidos. Tas liecina par
adekvatu tolerances izveidosanos pret rezidentmikrofloru.

Pateiciba

Darbs tika veikts ar Eiropas Sociala fonda atbalstu.

Literatiira

1. Matilla, P. S., Tahkakallis, O., Tarkkane, J. (2001) Causes of Tonsillar Disease and Frequency
of Tonsillectomy. Arch. Otolaryng. Head and Neck Surg., 127, 37-44.

2. Xmensuauixas, H., Bracosa, B., Kocernko, B. (2000) Orenka ¢yHKIIMOHAIBHOTO COCTOSTHHUS
HEOHBIX MMH/JIAJIMH Y OOJIBHBIX XPOHHYECKUM TOH3MJUIUTOM. BECTHHK OTOPHHOIAPHHIOIL.,
4, 33-39.

3. Brandtzaeg, P. (1995) Immunocompetent Cells of the Upper Airway: Functions in Normal
and Diseased Mucosa. Eur. Arch. Otorhinolaryngol., 252 (Suppl.1), 8-21.

4. Manolis, E. (1997) Alterations to the Oropharyngeal and Nasopharyngeal Microbial Flora of
Children after Tonsillectomy and Adenoidectomy. J. Laryngol., 108, 763-767.

5. Garside, P., McIMowat, A., Khoruts, A. (1999) Oral Tolerance in Disease. Gut, 44,
137-142.

6. Lanoue, A., Bona, C., von Boehmer. (1997) Conditions that Induce Tolerance in Mature
CD4+ T Cells. J. Exp. Med.,185, 405-414.

7. Maloy, K. J., Powrie, F. (2001) Regulatory T Cells in the Control of Immune Pathology. Nat.
Immunol., 2, 816-822.

8. Brook, I. (1999) Bacterial Interference. Crit. Rev. Microbiol., 25 (3), 155-172.

9. Liu, L., Kuchroo, V. K., Weiner, H. L. (1999) B7.2 (CD86) Not B7.1 (CD80) Costimulation is
Required for the Induction of Low Dose Oral Tolerance. J. Immunol., 163, 2284-2290.

10. Taams, L. S., Smith, J., Rustin, M. H., Salmon, M., Poulter, L. W., Akbar, A. N. (2001)
Human Anergic/Suppressive CD4(+)CD25(+)T cells: a Highly Differentiated and Apoptosis
Prone Population. Eur. J. Immunol., 31(4), 1122-1131.

11. Clark, M. A., Wilson, C., Sama, A., Wilson, J. A., Hirst, B. (2000) Differential Cytokeratin



46 MEDICINA

and Glycoconjugate Expression by the Surface and Crypt Epithelia of Human Palatine
Tonsils. Histochem. Cell. Biol., 114, 311-321.

12. Tang, X., Hori, S., Osamura, R. Y., Tsutsumi, Y. (1995) Reticular Crypt Epithelium
and Intraepithelial Lymphoid Cells in the Hyperplastic Human Palatine Tonsil: an
Immunohistochemical Analysis. Pathol. Int., 45(1), 34—44.

13. Zilevica, A (2000) Metodiskie materiali visparigaja mikrobiologija. Latvijas Universitate,
Riga.

14. Westendorf, A. M., Templin, M., Geffers, R. (2005) CD4+ T cell Mediated Intestinal
Immunity: Chronic Inflammation versus Immune Regulation. Gut, 54, 60—69.

15. Tsunoda, R., Heinen, E., Sugai, N. (2000) Follicular Dendritic Cells in vitro Modulate the
Expression of Fas and bcl-2 on Germinal Center B Cells. Cell Tissue Res., 299, 395-402.

16. Kuhn, R., Lohler, J., Rennick, D. (1993) Interleukin-10 Deficient Mice Develop Inflammatory
Bowel Disease in T cell Receptor Mutant Mice. Cell, 75, 275-282.

17. Roncarolo, M. G., Levings, M. K. (2000) The Role of Different Subsets of T Regulatory Cells
in Controlling Autoimmunity. Curr. Opin. Immunol., 12, 676—683.

18. Strober, W., Kelsall, B., Marth, T. (1998) Oral Tolerance. J.Clin.Immunol., 18, 1-30.

19. Noble, B., Gorfien, J., Rossman, S., Brodsky, J. L. (1996) Microanatomical Distribution of
Dendritic Cells in Normal Tonsils. Acta Otolaryngol., 523, 94-97.

20. Papadas, T., Batistatou, A., Ravazoula, P., Zolota, V., Goumas, P. (2001) S-100 Protein-
Positive Dendritic Cells and CD-34 Positive Dendritic Interstitial Cells in Palatine Tonsils.
Eur. Arch. Otorhinolaryngol., 258, 243-245.

21. Plzak, J., Holikova, Z., Smetana, K., Riedel, F., Betka, J. (2003) The Role of Dendritic Cells
in the Pharynx. Eur. Arch. Otorhinolaryngol., 260, 262-272.

22. Zhang, T. Y., Ding, X., Daynes, R. A. (2005) The Expression of 11 beta-Hydroxysteroid
Dehydrogenase Type I by Lymphocytes Provides a Novel Means for Intracrine Regulation
of Glucocorticoid Activities. J Immunol., 15; 174(2), 879-889.

Summary

The aim of our research was to compare the inflammatory changes in palatine tonsils in patients
with recurrent and hypertrophic tonsillitis. 12 patients with a history of tonsillitis were enrolled in
the study. They were subdivided into two groups: 6 patients had recurrent tonsillitis and 6 patients
had hypertrophic tonsillitis. Immunohistochemical methods were used to indentify bcl-2, S-100
and cytokeratin 19 (CK-19) positive cells. The microflora of palatine tonsils where also studied.
Obtained results have shown that patients with recurrent tonsillitis had fewer bcl-2 positive cells in
parafollicular regions compared to hypertrophic tonsillitis. Furthermore, the CK-19 expression in
cryptal epithelium had decreased in patients with recurrent tonsillitis. Patients with recurrent tonsil-
litis had more S-100 cells in parafollicular region and cryptal epithelium compared to hypertrophic
tonsillitis, which correlates with intense microorganism proliferation.

It is recognized that recurrent tonsillitis probably results from a lack of mucosal tolerance to com-
mensal bacterial antigens.

Key words: chronic tonsillitis, immunological tolerance, microorganisms.



LaTvisas UNIVERSITATES RAKSTI. 2007, 712. s&j.: Medicina

47.-53. 1pp.

Pacientu individuala agrina sistemiska iekaisuma reakcija
uz polipropiléna protézém péc cirkSna tricu operacijam,
tas izvertejums
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Polypropylene Mesh after Groin Hernioplasties
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Darba mérkis ir izvertét pacientu individualu agrinu sist€émisku organisma iekaisuma reakciju uz
polipropiléna protézém péc cirksna hernioplastijam.

88 pacientiem péc cirk$na hernioplastijam Lihtensteina modifikacija ar 60 cm?lielu polipropiléna
protézi 1. un 4. p&coperacijas diena seruma noteikti: C-reaktivais proteins (CRP), leikocitu skaits,
limfocitu un monocitu koncentracijas un eritrocitu grimsanas atrums (EGA). Pamatojoties uz CRP
sadalfjumu kvartil&s, visi pacienti hipotetiski sadaliti 3 grupas: vajas iekaisuma reakcijas grupa
(< 25%), merenas iekaisuma reakcijas grupa (25%-75%), augstas iekaisuma reakcijas grupa
(> 75%). Visam grupam aprekinatas vidgjas vertibas, kas salidzinatas 1. un 4. pecoperacijas diena
grupu ietvaros un starp grupam.

Kontatgtas statistiski ticamas CRP atskiribas starp visam grupam 1. un 4. pecoperacijas diena, lei-
kocTttu skaita nemazinasanos 4. pécoperacijas diena augsta ickaisuma reakcijas grupa, limfocito-
péniju 1. pEcoperacijas diena visas grupas un tas saglabasanos augsta ickaisuma reakcijas grupa
4. pecoperacijas diena, ka arT ticamu EGA palielinaanos augsta iekaisuma reakcijas grupa 4. pac
operacijas diena, salidzinot ar vajas iekaisuma reakcijas grupu.

Pastav individuala organisma reakcija uz sintétisko materialu. Pacientiem, kuriem ir augsta siste-
miska iekaisuma reakcija, ilgak saglabajas imtinas sistémas nomakums.

Atslégvardi: triice, polipropiléna prot€ze, cilvéka organisms, ickaisums.

Tevads

Sintetisko materialu izmantoSana tricu arst€sana netiek neparprotami atbalstita, lai
gan ta butiski samazina recidivu skaitu. Diskusiju pamata ir sintétiskas protézes ietek-
me uz organisma homeostazi. Lai gan tiek izmantotas identiskas operaciju metodes un
moderni materiali — polipropiléns, tetrafluoretiléns un poliesters — tiek uzskatiti par bio-
logiski inertiem un lielai dalai pacientu nerada nekadas stidzibas, tomér ir gadfjumi, kad
pacientiem péc operacijas kliniski konstaté pastiprinatu ickaisuma reakciju, kas izpauzas
ar ilgstosam sapém, infiltratiem un seromam operacijas vietas rajona (1, 2, 3). ArT da-
zadu iemeslu d&] iznemto prot€zu paraugos reizém konstateé hronisku iekaisumu (4, 5).
Minétais liek secinat, ka pastav individualas organisma reakcijas, un rosina pardomas, vai
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eksiste atskiriga ickaisuma atbildes reakcija arT starp pacientiem, kuriem p&coperacijas
periods noris bez kliniski konstatéjamam protézu izraisitam komplikacijam.

Materials un metodes

Petijuma ieklauti 88 pacienti péc cirks$na trii¢u operacijas ar kliniski nekomplicétu
agrino pécoperacijas periodu un bez hroniskam iekaisuma, imunologiskam un onkolo-
giskam blakusslimibam. Pirms operacijas visi pacienti sanéma antibakterialo profilaksi
(2 g 1. paaudzes cefalosporins Reflin® Ranboxy, Indija). Triices plastikai izmantota polip-
ropiléna protéze (Surgipro® USSC ASV un Prolene® Ethicon ASV ) ar vidgjo izméru 60
cm?. Operacijas veiktas spinalaja anestézija, izmantojot 15 mg bupivacainu (Marcain®
Astra Zeneca, Zviedrija).

Operacijas protokols

Ar 5-7 cm garu griezienu pa kartam tika atvérta cirk$npa kanala pricks€ja siena; iz-
dalita un panemta uz gumijas turétaja seklas saite; atrasts un izdalits triices maiss, kas
slipo triicu gadijumos pie pamatnes caursits, ligets un rezecéts. Cirk$na kanala mugurgja
siena un triices varti noklati ar polipropiléna protézi, kas cirkulari fikséta pie apkartgjiem
audiem ar neuzsticoSu diegu (Baltibond 3/0 Sutura Baltica, Latvija vai Ticron 3/0 USS
DG Sutures, ASV ). Pardalitie audi pa kartam sasuti ar uzsticoSu diegu (Polisorb 0 USS
DG Sutures, ASV).

Eksperimenta protokols

15 ml venozo asinu no periféras vénas savakti sterila hermétiska heparinizéta trauka
1. un 4. pecoperacijas diena. Asinu paraugi centrifuggti 10 minttes ar atrumu 3 500 ap-
griezieni miniite, pec tam atdalitais serums sasaldéts 20 °C I1dz izmekl&jumu izdariSanai.
Atkausétajos seruma paraugos noteikta C-reaktiva proteina, leikocttu, limfocttu un mo-
nocttu koncentracija, ka arT eritrocttu grimsanas atrums.

C-reaktiva proteina koncentracija noteikta ar nefelometrisko metodi, izmantojot ko-
mercialos kitus (Behring, Vacija). Leikociti, limfoctti un monociti skaittti ar elektrisko
impedances metodi (MS-9 analizétajs, Francija). Eritrocitu grim$anas atrums noteikts péc
Vestergréna metodes.

Visiem izmekl&jamajiem raditajiem noteiktas vidgjas vertibas Nemot par individua-
las sistémiskas iekaisuma reakcijas izvértéjuma pamatu C-reaktiva proteina raditajus
1. p&coperacijas diena, ta videjas vertibas sadalitas pa kvartilém. Pacienti, kuru C-reakti-
va proteTna raditaji ietilpa 1. kvartile (25%), hipot&tiski tika uzskatiti par vajas iekaisuma
reakcijas grupu, 2. un 3. kvartiles raditaji (25%—75%) tika uzskatiti par mérenas ickaisu-
ma reakcijas grupu un 4. kvartiles pacienti (> 75%) tika uzskatiti par augstas iekaisuma
reakcijas grupas pacientiem.

Statistiska analize

Datu apstrade veikta, izmantojot GraphPad Prism®(Version 3 GrahpPad, San Diego,
California, USA) datu statistiskas apstrades datorprogrammu. Neatkarigu izlasu analizei
izmantots Mann-Whitney tests, savukart savstarpgji atkarigas izlases analizetas, lietojot
Wilcoxon testu. Par statistiski ticamam uzskatitas atSkiribas ar p < 0,05.
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Rezultati
legiitie dati apkopoti 1., 2. un 3. tabula.
1. tabula

Pacientu grupu vidéjo laboratorisko raditaju salidzinajums 1. un 4. pécoperacijas diena

The mean values of the groups on the 1 and 4 post-operative day

G C-reaktivais proteins Leikociti Limfociti Monociti Eritroc_itu grimsanas
rupa 5 atrums
(N 0-5 mg/L) (N 4,5-103 mmr) (N 22-40 %) (N 2-10 %) (N2.15 mmh)
1. 4. P 1. 4. P 1. 4. P L. 4. P 1. 4. P
diena | diena diena | diena diena | diena diena | diena diena | diena
Vija
reakeja | 7,29 | 1223 [ NS | 9,21 | 6,96 | 0,002 | 19,46 | 30,84 [ 0,0002 | 4,1 | 3,8 | NS | 868 | 12,33 | NS
(n22)
Merena
reakeija | 25,02 | 2897 | NS | 8,47 | 5,79 | 0,0005 | 21,36 | 30,36 | 0,001 | 3,57 | 4,02 | 0,003 | 11,19 | 16,06 | 0,047
(n44)
Augsta
reakeija | 62,28 [ 63,71 [ NS | 93 | 93 | NS | 1871 | 23,7 | NS | 412 | 394 | NS |[12,19 | 23,06 | 0,01
(n22)
2. tabula
Videjo laboratorisko raditaju salidzinajums starp grupam 1. pécoperacijas diena
The comparison of the mean values between groups on the 1 post-operative day
p Vajas reakcijas Meérenas Augstas p
VRversus MR | 8rupn | reakelfas grupa | reakelfas €rupa |y yergus AR
C-reaktivais <0,0001
proteins <0,0001 7,29 25,02 62,28 £ 20,0001
Leikociti NS 9,21 8,47 9,3 NS
Limfoctti NS 19,46 21,36 18,71 NS
Monociti NS 4,1 3,57 4,12 NS
Ega NS 8,68 11,19 12,19 NS
* P vertiba VR versus AR
3. tabula
Vidgjo laboratorisko raditaju salidzinajums starp grupam 4. pécoperacijas diena
The comparison of the mean values between groups on the 4 post-operative day
P Vajas reakcijas Mgérenas Augstas P
VRversus MR | rUpn | reakeifas grupa | reakeifas 61UP3 | g vergus AR
C-reaktivais 0,0093
proteins 0,0011 12,23 28,97 63,71 *(,0032
Leikociti NS 6,96 5,79 7,66 0,03
Limfoctti NS 30,84 30,36 237 S0
MonocTti NS 3,8 4,02 3,94 NS
Ega NS 12,33 16,06 23,06 r g

* P vértiba VR versus AR
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C-reaktivais proteins

Visas grupas netika konstatéta statistiski ticama vidgjo vertibu samazinasanas vai pa-
liclinasanas 4. pccoperacijas diena.

1. un 4. pecoperacijas diena vajas iekaisuma reakcijas grupa ir statistiski ticami ze-
maki raditaji neka mérenas un augstas ickaisuma reakcijas grupa.

Tapat 1. un 4. pecoperacijas diena merenas iekaisuma reakcijas grupa arT ir zemakas
vidgjas vertibas neka augstas ickaisuma reakcijas grupa.

Leikoctti

4. pecoperacijas diena vajas un mérenas ickaisuma reakcijas grupa konstatéts statis-
tiski ticams leikocttu skaita samazinajums. Turpretl augstas ickaisuma reakcijas grupai
leikocttu skaits 4. pecoperacijas diena ticami nemazinas, salidzinot ar 1. p&coperacijas
dienu. 1. pécoperacijas diena nenovéro statistiski ticamas atskiribas starp grupam. 4. péc-
operacijas diena augstas iekaisuma reakcijas grupa leikocitu skaits ir lielaks neka mere-
nas ickaisuma reakcijas grupa.

Limfociti

1. pecoperacijas diena visas grupas ir neliela limfocitopénija, kas vajas un mérenas
ickaisuma reakcijas grupa izzud 4. pécoperacijas diena, bet saglabajas augstas ickaisuma
reakcijas grupa, jo limfocttu skaits 4. pecoperacijas diena statistiski ticami nepalielinas,
salidzinot ar 1. p&coperacijas dienu.

1. pecoperacijas diena statistiski biitiskas atskiribas starp grupam netika konstatgtas,
savukart 4. pecoperacijas diena augstas iekaisuma reakcijas grupa limfocitu koncentracija
ir statistiski ticami zemaka neka pargjas grupas.

Monoctti

4. pecoperacijas diena statistiski ticamu monocitu koncentracijas palielinasanos kon-
state tikai m&renas ickaisuma reakcijas grupa. 1. un 4. p&coperacijas diena nenovero ari
ticamas monocTitu koncentracijas atSkiribas starp visam grupam.

Eritrocitu grimSanas atrums

4. pecoperacijas diena EGA ticami pieaug mérenas un augstas ickaisuma reakcijas
grupas, bet nemainas vajas ieckaisuma reakcijas grupa. 1. p&coperacijas diena nenovéro
EGA biitiskas izmainas starp grupam. 4. pécoperacijas diena EGA augstas iekaisuma
reakcijas grupa ir ticami lielaks neka vajas iekaisuma reakcijas grupa. Nekonstatg statis-
tiski ticamas atSkiribas starp grupam, salidzinot pacientu vecumu, dzimumu, operacijas
ilgumu un izmantotas protézes lielumu un komercialo veidu.

Diskusija

Ir zinams, ka dazadi materiali izraisa atSkirigu organisma reakciju. To pierada klinis-
kie novérojumi (6), morfologiskie protézu izmekl&jumi (7, 5) un laboratoriskie pétijumi
in vitro (8, 9).

Tapat kliniski ir pieradits, ka, samazinot sintétiskas protézes jeb sveskermena masu,
organisma iekaisuma reakcija pavajinas un izpauzas ar vajakam sapém p&coperacijas pe-
rioda, ka arT ar samazinatu ickaisuma §tinu daudzumu protézes rajona (10, 11).



A. Jezupovs, T. Kaulins, M. Mihelsons. Pacientu individuala agrina sistémiska.. 51

Domajams, ka pastav arT individuala organisma reakcija uz sintétiskajiem materia-
liem, jo dalai pacientu protézes nerada nekadas stidzibas, turpreti citiem izraisa ilgstoSas
sapes operacijas apvidd, lai gan protézes lielums un implantacijas tehnika ir vienadi.

Lai izverttu agrinu sist€misku iekaisuma reakciju cilvéka organisma p&c hernio-
plastijam ar sintetiskam protéz&€m, par iekaisuma markieri izmanto citokininus (IL 1, IL
6, IL 10, TNF) (12), asinsstinu (leikocTtu, granulocttu, monocittu, limfocttu) izmainas (13)
un akutas fazes iekaisuma proteinus: proteazes inhibitorus (o, -antitripsinu), koagulacijas
proteinus (fibrinogénu, plazminogénu) (14), transporta protetnus (haptoglobinu, cerulo-
plazminu) (15), daudzveidigas darbibas proteinus (C-reactive protein, serum amyloid A,
fibronectin) (16, 17), kas raksturo kadu noteiktu iekaisuma reakcijas posmu.

Darba noteiktie iekaisuma markieri atspogulo iekaisuma reakcija iesaistito Stnu (lei-
kocttu, monocitu, limfocttu) koncentraciju un to darbibas izpausmes (CRP, EGA).

CRP leikocitu un monocitu izdalito interleikinu ietekmg tick sintez&ts hepatocitos un
ir tie$i proporcionali paaugstinats to koncentracijai. CRP tiek uzskatits par jutigu un agii-
nu sistémiska iekaisuma raditaju (18). To parada arT iegiitie rezultati, jo ta koncentracija ir
paaugstinata, lai gan leikocitu un monocitu daudzums ir normals. CRP koncentracijas pa-
augstinajums 1. un 4. pecoperacijas diena neatbilst normalam sadalifjumam un var liecinat
par individualam organisma reakcijas Tpatnibam, tap&c pacientus var sagrupét atbilstosi
iekaisuma reakcijas grupai.

Literat@ira nav petfjumu, kas izskaidrotu tik atSkirigas iekaisuma reakcijas iemeslus
uz polipropilénu, tacu, interpret§jot individualas iekaisuma reakcijas p&tijumus septis-
kiem pacientiem, var uzskatit, ka galvena nozime iekaisuma reakcija ir granulocitu un
monocTttu atskirigai spgjai sintez&t interleikinus, ka arT interleikinu génu polimorfismam,
kas var dazadi ietekmét turpmakos iekaisuma procesus (19, 20, 21).

Darba rezultati apliecina, ka CRP koncentracijas statistiski ticamas izmainas starp
vajas, merenas un augstas iekaisuma reakcijas grupu nav atkarigas no leikocttu un mo-
nocttu daudzuma. Visticamak, to nosaka min&to Siinu dazada interleikinu produkcijas
kapacitate un, iesp&jams, arT hepatocitu jutigums pret tiem.

Lai gan tiek uzskatits, ka uz sveskermeniem, taja skaita uz polipropiléna protezi, gal-
venokart reag€ monociti, tomér $aja darba praktiski netika konstatétas batiskas to kon-
centracijas izmainas grupas, salidzinot ar 4. p&coperacijas dienu, ka arT atskiribas starp
grupam 1. un 4. p&coperacijas diena. To varétu izskaidrot ar pacientu monocitu atskirigo
sp&ju producét interleikinus — to pierada p&tijumi in vitro, kur atseviski izdalitas un kul-
tivétas individu monocitu kultiiras izdala dazadu interleikinu daudzumu uz vienu un to
pasu sintetisko materialu (22).

Limfocitopéniju p&c operacijam izskaidro ar operacijas radito stresu un no ta izrie-
toSo talamohipoadrenalas ass aktivaciju (15). Lai gan p&tijuma icklautajiem pacientiem
audu traumatisms biitiski neatSkiras, tomer tika konstat€ta paléninata limfocitu koncen-
tracijas atjaunosanas 4. pecoperacijas diena augstas iekaisuma reakcijas grupa, salidzinot
ar pargjam grupam.

EGA izmainas, nemot véra multifaktorialu ietekmi uz ta raditajiem un vélaku reage-
Sanas sp&ju, nav jutigs un agrins iekaisuma reakcijas markieris, tadé] EGA nevar uzskatit
par objektivu iekaisuma reakcijas atspogulotaju. EGA rezultatus vajadzetu interpretét ti-
kai konteksta ar CRP izmainam.

Kaut gan operacijas tehnika bija identiska, lietotas polipropiléna protézes izméri vie-
nadi un pecoperacijas periods norisgja klmiski l1dzigi, tom&r var pielaut, ka pastav in-
dividuala organisma ickaisuma reakcija, ko hipotétiski var klasificét ka vaju, mérenu un
augstu iekaisuma reakciju.
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Summary

The aim of this clinical observation was to evaluate the inflammation reaction of patients to poly-
propylene mesh in the early stage after groin hernioplasties.

Materials and methods. A total of 88 patients after groin hernioplasty with Lichtenstein modifica-
tion (mean size of the polypropylene mesh 60 cm?) because of non-complicated hernias were invol-
ved in the observation. No clinically diagnosed infection or technical errors of operation technique
generating complications were observed in the postoperative period; immunology and oncological
diseases did not appear either. All patients were subjected to laboratory tests: C-reactive protein
(CRP), leucocyte, lymphocyte, monocyte level in serum, and erythrocyte sedimentation rate (ESR)
on the first and fourth post-operative day. Low, moderate and high inflammatory responses were de-
fined according to the distribution of the CRP concentrations in quartiles on the first post-operative
day. Pacients were defined as ,,low” responders when concentrations of CRP were below 25h per-
centiles, as moderate responders when concentrations of CRP were between 25h and 75 percentiles
and as high responders when concentrations of CRP were above 75h percentiles respectively.
Results. There were significant diferences in CRP increase between the all groups on the 1% and 4*
postoperative day. All group patients showed a tendency for lymphocytopenia on the 1 postopera-
tive day, which remains for ,,high” responders on the 4% postoperative day an increase of leucocyte
counts and ESR on the 4% postoperative day for ,,high” responders.

Conclusions. It should be concluded that there exsists individual inflammation reaction of patients
to polypropylene mesh.

Key words: hernia, polypropylene mesh, human being, inflammation.
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Slapekla oksids (NO) organisma piedalas daudzu fiziologisku procesu regulacija (gludas muskulata-
ras atslabinaSana, neirotransmisija, lielas koncentracijas — $tinu imunitates reakcijas). Paaugstinatas
koncentracijas NO ir iesaistits arT patologisku procesu genéze. NO ir iesaistits sirds asinsvadu sli-
mibu, aterosklerozes, i8€mijas — reperfuzijas bojajuma, neirodegenerativo slimibu, muskulattras
distrofiju, insulinatkariga diab&ta patogenézg, kancerogenéze un septiska Soka geneze.
Atslegvardi: slapekla oksids, ateroskleroze, i§€mija, neirodegenerativas slimibas, muskulatiiras
distrofijas, insulinatkarigais diabéts, kancerogenéze, septiskais Soks.

Ievads

Slapekla oksida (NO") fiziologiskas nozimes atklasana ir viens no 20. gadsimta ievé-
rojamakajiem sasniegumiem biologija un medicina, $ai sakariba ir radusies jauna izpratne
par daudziem organisma notiekoSajiem procesiem. NO ir biitiska nozime tados dzivibai
svarigos procesos ka gludas muskulatiiras atslabSana, signalparnese nervu sisteéma, trom-
bocitu aktivitates regulésana; liclakas koncentracijas NO iedarbojas citotoksiski un pie-
dalas organisma aizsardziba — $tinu imunitates reakcijas, bet var biit arT iesaistits daudzos
patologiskos procesos. Tadgjadi atkariba no NO veido$anas un metabolisma apstakliem
NO ietekme var biit:

e regul&josa (asinsvadu tonuss, $iinu adhézija, asinsvadu caurlaidiba, neirotrans-
misija, bronhodilatacija, trombocitu adhézija, pretaudzg&ju imunitates sistéma,
nieru funkcijas);

e aizsargajosa (antioksidanta Tpasibas, leikocitu adh&zijas inhib&Sana, aizsardzi-
ba pret audzg€ju nekrozes faktora-o toksisko darbibu);

o toksiska (vairaku fermentu inhibésana, DNS struktiiras bojasana, lipidu perok-
sidacijas procesu izraisiSana, $iinas antioksidantu statusa pazeminasana, $tinas
jutibas paaugstinasana pret radiaciju, alkilgjoSiem agentiem un toksiskiem me-
talu joniem).

Organisma NO sintézi katalizé fermentu saime — NO sintazes (NOS) (EC 1.14.23),
ka vienigo substratu izmantojot L-argintnu. No audiem ir izdalitas trts NOS izoformas:
endoteliala (eNOS), neironala (nNOS) un inducgjama (iNOS), ir identific&ti trTs géni, kas
tas kodg, attiecigi 7., 12. un 17. hromosoma. nNOS un eNOS ir konstitutivi kalcija un
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kalmodulina atkarigi fermenti, kas veido NO nelielas koncentracijas, atbildot uz daza-
diem fiziologiskiem signaliem, kas paaugstina Ca?" Iimeni $tina, ka, pieméram, acetil-
holins asinsvadu endotglija vai glutaminskabe nervu sistéma (1). Turpreti iNOS aktivi-
tates regulacija notiek transkripcijas Iiment, kad dazadi ickaisuma faktori inducé iNOS
proteina (apofermenta) biosintézi. Reiz sintez&ts, $is ferments ir aktivs nepartraukti, jo
kalmodulins tam ir piesaistits cieSi ka prostetiska grupa; tas inaktivéjas, noardoties pro-
teasomas. Tas lauj iNOS veidot NO liclas koncentracijas (2, 3).

Zinot, cik svarigas un daudzveidigas ir NO funkcijas vesela organisma, var iedo-
maties ari to, cik plasa ir ta nozime patologisku procesu attistiba. Intensivi tiek pétitas
daudzas slimibu grupas, kuru attistiba ir raksturigas novirzes NO metabolisma.

Sirds asinsvadu sistémas slimibas

NO ir iesaistits tadu sirds asinsvadu sistémas slimibu patogenézeé ka aterosklero-
ze, hipertensija, diabéta miokardiopatija, aritmija, sirds mazspéja, i§€mijas-reperfuzijas
asinsvadu bojajums (4).

Agrinam aterosklerotiskajam procesam ir raksturiga asinsvadu endotglija disfunk-
cija— samazinata NO sintéze asinsvadu endotélija un (vai) samazinata NO aktivitate.
Bojats endotélijs liela daudzuma generé superoksida radikalus, kas strauji inaktivé NO.
Tadgjadi tiek trauceta NO atkariga asinsvadu tonusa regulacija, kas izraisa predispoziciju
vazokonstrikcijai. Pieméram, acetilholina ievadi$ana sirds vainagarterija sirds iseémiskas
slimibas pacientiem izraisa paradoksalu reakciju — vazokonstrikciju, nevis vazodilataciju,
ka tas biitu gaidams. Endotglija disfunkcija izraisa arT traucgjumus trombocttu agregacijas
un $tinu adhézijas regulacija — pastiprinas trombocTtu un monocttu adhézija pie asinsvadu
sieninas, un lidz ar to picaug trombozes risks (4).

Endotelialas disfunkcijas izcelsmes pamata var but dazadi faktori: endotélija esoso
acetilholina un serotonina receptoru disfunkcija, samazinata eNOS ekspresija, kofaktora
tetrahidrobiopterina deficits, tadé] NOS veido skabekla radikalus. NOS substrata L-argi-
nina deficits audos pastiprina endotélija disfunkciju, L-arginina ievadiSana dal&ji atjauno
endotélijatkarTgo vazodilataciju hiperholesterinémijas pacientiem un paplasSina stenoze-
tas koronaras arterijas sirds i$§€miskas slimibas gadijuma. L-argininu var izmantot terapija
pacientiem ar koronaro endotelialo disfunkciju, neobstruktivo koronaro sirds slimibu un
stenokardiju. Zinams, ka asinsvadu sieninu gludas muskulattras kontraktila funkcija nav
traucéta, jo aterosklerotiskas artSrijas ar traucétu endotélija funkciju NO donors nitrogli-
cerins izraisa dilataciju (5).

Aterosklerozes attistiba liela nozime ir arT apoptozei, kas skar endotglija $tinas, mak-
rofagus un gludas muskulatiiras Stinas. Ir noskaidrots molekularais mehanisms, kas endo-
telija Stnu noved lidz apoptozei. NO saistiba ar apoptozes izraisiSanu ir divéjada nozime
(sk. 1. att.). Asinvadu endotélija izdalitais NO iedarbojas antiapoptotiski, un faktori, kas
aktivé NO sintezi endotélija (laminara asinspliisma, antioksidanti, estrogéni u. c.), iedar-
bojas antiaterogéni. NO lielas koncentracijas, kas ir saistitas ar brivo radikalu reakcijam
un peroksinitrita (ONOO") veidosanos, izraisa apoptozi endotélija un gludas muskulati-
ras $unas. Tadi faktori ka audzgju nekrozes faktors-a (TNF-a), oksidétie zema blivuma
liporoteidi (LDL), paaugstinats angiotenzina II un augsts glikozes ITmenis asinis veicina
aterosklerozes attistibu (6). Turpmakajos petijumos varétu noskaidrot, ka noverst nelab-
veligo proapoptotisko faktoru aktivésanos asinsvadu sienina.

Ir hipotéze, ka organisma predispoziciju aterogenézei nosaka eNOS kod&josa géna
polimorfisms. Glu 298 — Asp substitlicijas mutacija korele ar paaugstinatu koronaras
sirds slimibas un infarkta risku (4).
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1. attels. NO antiapoptotiska un proapoptotiska ietekme uz endotélijSinam
Anti- and proapoptotic action of NO on endotelium cells

Diabéts

Konstitutivo izoformu eNOS un nNOS sintez&tais NO piedalas insulina sintéze fi-
ziologiskos apstaklos. Pieradits, ka glikoze aktivé NO veidosanos pankreasa o-$tnas vai
endotélija $tnas ar eNOS palidzibu, NO parakrina veida stimul€ insulina izdaliSanos no
B-stinam (sk. 2. A att.) (7).

Turpreti iNOS lielas koncentracijas sintezétais NO izraisa pankreasa Langerhansa
salinu B-$tnu bojajumus, kas ir saistiti ar insultnatkarigo (1. tipa) diab&tu.

Insulinatkariga diab&ta gadijuma insulins nesintez&jas, jo Langerhansa salinu B-5a-
nas ir gajusas boja autoimiina procesa de|. Ir pieradits, ka autoimiina diab&ta sakumstadija
veidojas salinu iekaisums — insulits, kad salinas infiltr&jas aktivéti makrofagi un T lim-
foctti helperi (Th), turklat novéro T limfocTtu subtipu nomainu — Th2 vieta sak domingt
Thl ar tiem raksturigajiem citokiniem: interferonu-y, IFN-y un TNF-o. Vélakas stadijas
noveéro B limfocttu un citotoksisko CD8 limfocTtu infiltréSanos.

Galvena citotoksiska efektormolekula, kas izraisa B-$tinu bojaeju agra insulita stadi-
ja, ir NO. To galvenokart veido iNOS, kas ekspresgjas infiltrétajos makrofagos, salinu ka-
pilaru endot€lija un pasas B-stnas (sk. 2. B att.). NO parakrini vai autokrini iedarbojas uz
B-$tnam, izraisot to bojaeju. Jaatzime, ka (-stinas pie I tipa diab&ta ir salidzino$i zemaks
brivos radikalus neitraliz&jo$o fermentu limenis. Sie fermenti ir glutationperoksidaze (sa-
tur selénu), Mn-atkariga superoksiddismutaze un katalaze.

Kaut arT NO ir galvena nozime B-§iinu destrukcija grauzgju autoimiina diab&ta gadi-
juma, attieciba uz cilvéka insulinatkarigo diab&tu tas ir mazak pieradits. Cilvéka aizkunga
dziedzera Langerhansa salinas un B-$iinas, salidzinot ar grauzg€jiem, ir izturigakas pret
NO inhibgjosajiem efektiem. So izturibu nodroina to fermentu, kas piedalas oksidativa
stresa novérsana, salidzino$i augstaks ekspresijas [imenis un augstaka DNS reparacijas
kapacitate (7).

In vitro pétijumos noskaidrots, ka NO izraisa bojajumus dazadas mitohondriju struk-
taras:



M. Dzintare, D. Meirena, N. Sjakste. Slapekla oksida nozime.. 57

insulina
atbrivoSanas
B-stina A

eNOS
endotglija Stina

IL-1

Makrofagi iNOS = NO—>bojajumi

[B-Stna

2. attéls. NO divéja loma aizkunga dziedzera Langerhansa salinas
Dual role of NO in pancreatic Langerhans islets

A) NO nozime insulina sintéze: glikoze aktivé NO veidoSanos a-§tinas vai endotélija $tinas ar
eNOS palidzibu, NO parakrina veida stimul€ insulina izdalisanos no -$tnam.

B) NO nozime insulinatkariga diabéta izraisisana: infiltréto makrofagu vai pasu p-$tinu izdalitie
citokini inducg NO sintezi, kas rada -§tinu bojajumus.

A) Role of NO in synthesis of insulin: glucose activates NO production in a-cells or endotelial
cells via action of eNOS, NO stimulates insulin release out of p-cells in paracrine way.

B) Role of NO in induction of insulin-dependent diabetes: cytokins released from infiltred macro-
phages or f-cells induce production of NO, the latter damages p-cells.

1) NO inhib& Krebsa cikla fermentu — akonitazi, saistoties pie Fe-S grupam, kas
samazina glikozes oksidésanas un ATP veidosanas atrumu, 11dz ar to tiek trau-
cta insulina biosintéze un sekrécija;

2) NO inhib& hému saturoSus fermentus — citohromoksidazi (elposanas k&des IV
kompleksa), kas kave elektronu parnesi un ATP veidosanos;

3) NO fragmenté mitohondriju DNS.

Tatad NO izraisitie bojajumi traucé mitohondriju funkcijas un ievérojami vajina §ii-
nas energoapgadi (8).

In vitro petijumos noskaidrots, ka NO izraisa arT kodola DNS fragmentaciju un se-
kojosu apoptozi. 1. tipa diab&ta pacientiem uz -$§tinu virsmas ir ekspreséts Fas (Apo-1,
CD 95) receptors, kas piedalas ar apoptozi saistita signalparnes€ un ko nenoveéro veseliem
cilvekiem. Ka apoptozi izraisosie citokini ir zinami: IL-1f, [IFN-y un TNF-a. [zmantojot
génu mikroCipu metodi (microarray analysis), ir dalgji noskaidrots molekularais me-
hanisms — transkripcijas faktori, kas regulé p-siinas ,,]Jémumu” iet vai neiet apoptotisko
celu (9).

[-Stinas bojaeju var izraisit ar1 poli(adenozindifosfatribozes) polimerazes (PARP) ak-
tivéSana. Multiplu DNS bojajumu dél ka viens no pirmajiem aktiv&jas $is ferments, lai
veiktu DNS reparaciju. Aktiveétais PARP sintezg lielus ADP-ribozes polimérus un strauji
patere visu §tna esoSo NAD" krajumu. Tas noved pie Stinas bojaejas (8).
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Neirodegenerativas slimibas

NO ir galvena nozime ar glutamata — N-metil-D-aspartata (NMDA) — signalcelu sais-
titajos patologiskajos procesos. ST t. s. glutamata neirotoksicitate ir pamata tadam nei-
rologiskam patologijam ka i$€miskam insultam, epilepsijai, neirodegenerativam slimi-
bam — Parkinsona slimibai, Alcheimera slimibai (10, 11).

NMDA receptorus — Ca®* jonu kanalus — aktivé glutaminskabes piesaistiSanas, re-
ceptors atveras, un postsinaptiskaja neirona ieplast Ca>* joni, aktiv&jas nNOS, un sinte-
z&jas NO, kas veic talaku neirotransmisiju. Is€mijas laika novero ievérojamu glutamata
atbrivoSanos sinapsés un paaugstinatu NMDA receptoru aktivitati un reakciju kaskadi
(sk. 3. att.), kas ietver NO biosintézes palielinasanos un spéciga oksidetaja — peroksinit-
rita anjona (ONOO") — veidosanos. Peroksinitrita anjons izraisa daudzveidigus kaitigus
efektus: lipidu peroksidaciju, mitohondriju bojajumus, DNS fragmentaciju, kas beigas
rada (apoptotisku vai nekrotisku) neironu bojaeju un ilgstoSus smadzenu darbibas trau-
c&jumus (12).

Traucéta cerebrala asinsrite

* O, un glikozes koncentracija
+ ATP veidosanas * glikolizes intensitate

A laktata koncentracija ypH AIK] pINat] ) [CL]

Neironu depolarizacija

Glutamata izdaliSanas Kalcija
¢ @ kanalu
_ ne-NMDA  atvér$anas
Glutamata transports NMDA receptori
- - receptoru ©)
Glutamata atbrivosanas PRI
¢ @ aktivésanas
NOS fintracellularﬁ CaZ" koncentracija
¢ Mitohondriala elposana
NO — /02._
ONOO-
Oksidativs bojajums
DNS bojajums
PARP aktivacija

Energgtisks izstkums

Stinas nave

Audu bojajums

Neiroimiinas atbildes aktivésanas

iNOS ekspresija — NO

3. attéls. NO nozime cerebralas iSémijas izraisito nervu audu bojajuma. PARP — poli(adeno-
zindifosfatribozes) polimeraze. + aktivéSana; — inhibéSana

Role of NO in ischemic damage of nerve tissue. PARP — poly(adenosine-diphosphate-
ribose) polymerase. + activation; — inhibition
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Is€mijas laika NO ir arT neiroprotektiva loma, Tpasi tas sakuma:
* tas nitrozile NMDA receptorus un kavé Ca®* ieklt$anu $ina;
* inhibé ksantinoksidazi, kas veido O, radikalus;
+ terming lipidu paroksidésanas reakcijas;
 optimizg lokalo asinsriti, kavé trombocttu agregaciju un leikocitu adhéziju.
Ka jau min&ts, asinsvadu endotglija veidotais NO uz nervu audiem iedarbojas aizsar-
23josi, jo, paplasinot asinsvadus, tas uzlabo asinsriti bojatajos audos. Eksperimentali kon-
statéts, ka pelém, kuram mutacijas d€] nesintezgjas eNOS, cerebralas iS€mijas bojajumi ir
smagaki. Meklgjot efektivus terapijas lidzeklus, lai arstétu neirodegenerativas slimibas,
mégina lietot NOS inhibitorus pret insultu un citam no NO atkarigam CNS slimibam. Ka
bija gaidams, NOS inhibitori, kas inhibé gan eNOS, gan nNOS, nav efektivi neiroprotek-
tivi agenti, jo tie ietekmé cerebralo asinsriti. Turpreti selektivi nNOS inhibitori efektivi
pasarga no neironu bojajuma dzivniekus eksperimentali izraisita insulta un Parkinsona
slimibas gadijuma (13).

Astma un citas plausu slimibas

Svariga nozime daudzu tadu plausu slimibu patogenézé ka astma, hroniska obstruk-
tiva plausu slimiba (HOPS), cistiska fibroze ir iekaisumam. Iekaisuma apstaklos novéro
NO hiperprodukciju plausu audos (sk. 4. att.). Elpcelos esoSie makrofagi ekspres€ iNOS,
turklat makrofagu un T limfocitu izdalitie citokini stimulé iNOS ekspresiju elpcelu epi-
telij$inas. Lidz ar to NO sintezgjas lielas koncentracijas, tas var veidot peroksinitrita
anjonus ar to izraisitajiem raksturigajiem bojajumiem. NO Iimena paaugstinasanas plausu
audos pastiprina eozinofilo leikocTtu izraisTtu ickaisumu un rada vazodilataciju, tisku un
plazmas eksudaciju (14).

NO, difundgjot ara no audiem, nonak izelpotaja gaisa. Izelpota NO daudzums rakstu-
ro imins$tinu aktivitati plausas, un to izmanto ka markieri iekaisuma diagnostika. Astmas
pacientiem izelpotaja gaisa ir 3—4 reizes paaugstinata NO koncentracija, salidzinot ar ve-
seliem cilvekiem. NO koncentracija izelpotaja gaisa korel€ arT ar citiem iekaisuma mar-
kieriem, pieméram, eozinofilo leikocTtu daudzumu inducétajas krépas (15).

Makrofagi NO izelpotais
T/ NO
| Epitélijéfn;a<

LUMENS

Kodols

GLOTAS
NO 9’ Vazodilatacija

? ?
Bronhodilatacija / Eozinofilu izraisits ickaisums

4. attels. NO veidosanas plausas péc indukcijas ar iekaisuma mediatoriem
Production of NO in lung after induction by inflammation mediators
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P&tot nNOS géna polimorfismu, ir konstatétas atskiribas starp astmas pacientiem un
veselajiem cilvékiem. Tas lick domat, ka §is géns ir viens no astmas izraisitaju kandidat-
geniem (16).

Sepse

Dzivniekiem ar eksperimentali izraisitu sepsi, ka arT septiska Soka pacientiem no-
vero pastiprinatu NO veidoSanos daudzos audos iNOS darbibas dé] (sk. 5. att.) (17).
Endotoksina injekcija zurkam izraisa iNOS mRNS ekspresiju ar sekojosu iNOS proteina
ekspresiju un liela daudzuma NO veidosanos. Endotoksins p&c kimiskas uzbiives ir lipo-
polisaharids (LPS). iNOS inhibitoru klatbtitné NO koncentracijas pieaugumu nenovero.
Iesp&jams, zinama nozime ir ari eNOS, jo in vitro eksperimentos pieradits, ka cilvéku
asinsvadu endotglija $iinas citokini var inducét NO veidosanos, aktivgjot eNOS (18).

Audu bojajumi

Mitohondriju elposanas k&des enzimu inhibicija
DNS bojajumi
Tirozina atlikumu nitrozile$ana enzimos
Apoptozes induc€sana vai inhib&ana

}

ONOO- plazmas zudums
0.~ hipotensija
>7NO
vazorelaksacija
Endoté&lija $tina
L-arginins
DNS —> mRNS )—> iNOS—= NO
/ Kodols L-citrulins

Bakteriju
citokini

cGMP

L-arginins

DNS —> mRNS )=>iNOS ——>NO —| Guanilatciklaze
Kodols L-citrulins

5. attéls. NO nozime audu bojajuma veidoSana sepses laika. GTP — guanozintrifosfats,
c¢GMP - cikliskais guanozin-3,5-monofosfats
Role of NO in septic tissue damage. GTP — guanosinetriphosphate, cGMP — cyclic gua-
nosine-3,5-monophosphate

Paaugstinata NO veidoSanas izraisa septiskajam Sokam raksturigos simptomus — va-
zodilataciju, hipotensiju un asinsvadu hiporeaktivitati artSrijas, vénas, kapilaros. Sepses
apstaklos cie$ audu elposana — lielas koncentracijas NO iedarbojas ar superoksidanjonu
un veido peroksinitritu, kas neatgrizeniski inhib& mitohondriju elposanas k&des fermentus
citohromoksidazes, reaggjot ar to Fe-S grupam. Turklat NO rada bojajumus DNS, nitrozi-
I& tirozina atlikumus fermentu aktiva centra proteinos. Sie faktori izraisa multiplus audu
un organu bojajumus, kas draud ar letalu iznakumu (18).
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Kliniskos pétijumos NO stabilo metabolitu — nitritu un nitratu (NO ) — koncentracija
asins plazma kontroles grupa ir 30—40 uM, bet pacientiem ar septisko Soku 60—100 uM.
Sads divkartigs vai pat triskartigs NO, pieaugums sepses gadijuma cilvékam ir neliels,
salidzinot ar desmitkartigu pieaugumu, kas noverots grauzgju endotoksémijas modelos
(19).

Septiska Soka terapija ir m&ginajumi lietot NOS inhibitorus, pieméram, izoformu
nespecifisku inhibitoru N®-monometil-L-argininu (L-NMMA). To lieto nelielas devas, jo
pretéja gadijuma pieaug letalo iznakumu skaits, iesp&jams, tiek inhib&ta fiziologiski ne-
pieciesma NO veidoSanas un izraisita parmeériga vazokonstrikcija. Ilesp&jams, ka, lietojot
selekttvus iNOS inhibitorus, sekmes bitu labakas (18).

Ir parbauditi vairaku NOS inhibitoru — guanidina atvasinajumu — in vivo efekti eks-
perimentos ar zurkam. N -Nitro-L-arginina metilesteris (L-NAME) inhib& gan bazalo,
gan lipopolisaharida (LPS) induc&to NO sint€zi visos pétitajos organos, aminoguanidins
uzrada inhibgjosas Tpasibas tikai sepses modeli. Guanobenzs inhibé bazalo NO produkci-
ju smadzenu garoza, citur tas ir vaj$ inhibitors (20).

Pretiekaisuma un imtinmodul&josa darbiba ir raksturiga a-melanocitus stimul&josa-
jam hormonam (MSH), kas inhibg iekaisuma citokinu, NO biosintezi un izdaliSanos no
makrofagiem. Tas var notikt divos veidos — aktiv&jot melanokortina I receptorus un ade-
nilatciklazi, vai ar no cikliska adenozinmonofosfata (cAMP) neatkariga cela, inhibgjot
kodola faktora- kB (NF-kB) translokaciju uz kodolu (21, 22). In vivo eksperimentos ar
pelém konstatéts, ka a-, B- un y-MSH atkariba no devas samazina ar LPS inducéto NO
pieaugumu smadzengs, t. i., modul@ ickaisuma signalu smadzengés. Turklat lielaka aktivi-
tate piemit B-, y1- un y2-MSH (23).

NO un skeleta muskulaturas distrofijas

Muskulatiira ekspresgjas daudz neironalas NOS mRNS, kas alternativa splaisinga dél
veido muskulu specifisku izoformu — nNOSp. Daudz muskulu nNOS proteina ir atrajas
muskulskiedras, to veidotais NO samazina kontrakcijas speku. Skeleta muskulu nNOS
ir koncentréta pie plazmas membranas (sarkolemmas) un ir saistita ar protena distrofina
kompleksu.

Diséna muskulu distrofijas slimnieckiem un mdx pelém distrofina géna ir mutacija,
kas pilnigi partrauc distrofina sintezi, tapeéc nNOS nevar piesaistities pie plazmas mem-
branas. Mutacija distrofina ntijveida (rod-like) doména, kas saistita ar Bekera distrofiju
(salidzinosi vieglaku §is slimibas formu), izraisa $o nNOS nespgju saistities pie sarkolem-
mas, bet neietekme pargjos distrofina kompleksa elementus. Distrofina trikums Diséna
distrofijas gadijuma izjauc normalo saikni starp ekstracelularo matriksu un muskulskied-
ras citoskeletu. Sarkolemmas nestabilitate izraisa atkartotu muskul$kiedras degeneraciju
ar sekojosu regeneraciju. nNOS pardale no sarkolemmas uz citosolu, domajams, noved
pie muskulskiedru nekrozes. Ta ka NO piedalas arT Stnu diferenciacija, tad ar sarkolem-
mu saistitas nNOS iztriikums Diséna distrofijas gadijuma rada traucgjumus arT muskulu
regeneracija (13).

Detaliz€tos bioktmiskos petijumos noskaidrots, kads specifisks proteins distrofina
kompleksa saista nNOS. Tas ir sintrofins, kura aminogala esosais PDZ proteina motivs
saistas ar I1dzigu motivu netalu no nNOS aminogala. Sintrofins tiesi saistas ar distrofinu
un pievieno nNOS distrofina kompleksam. Iesp&jams, ka PDZ doméns sintrofina saistas
arT ar citiem muskulu proteiniem. Dis€na distrofijas gadijuma novéro sintrofina saistito
proteinu zudumu sarkolemma, kas, domajams, izraisa Sai slimibai raksturigos traucgju-
mus sarkolemmas integritate (24).
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Kancerogenéze

NO nozime audzgju biologija ir daudzveidiga. NO piedalas $tinu malignizacija.
Ilgstosa un paaugstinata NO veidoSanas uz audu hipoksijas un iekaisuma citokinu sinté-
zes fona izraisa onkogéna p53 inaktivéSanu un mutantu $tnu veidoSanos. Kancerogéna
iedarbiba ir NO un aminu iedarbibas produktiem — nitrozoaminiem.

NO regulg arT audzgja augsanas procesu. Audzgja esosas asinsvadu endotélija $tinas,
infiltrétas iman§tGnas un pasa audzgja §tnas spgj generét NO. Audzgja audos novéro iNOS
ekspresiju, paaugstinatu NOS aktivitati un cikliska guanozinmonofosfata (cGMP) [imeni.
NO paaugstina asinsvadu caurlaidibu, veicina angiogen&zi, arT patologisko angiogenézi.
Pastiprinata vaskularizacija koreleé ar audzgja augSanas atrumu. Metastazes veidojoSos
audzgjos angiogenéze ir intensivaka neka kompaktos audzgjos, kur ta ir samazinata, jo ir
inhib&ta iNOS biosinteze.

NO var izraisit arT audzgja samazinasanos, inducgjot apoptozi.

Tiek pétita NO sintézi modificgjosu preparatu izmantosana pretvéza terapija. Tie in-
duc€ audzgja $tnu bojaeju un ietekmé& audzgja asinsvadu tonusa regulaciju. Pieméram,
NOS inhibitors nitroarginins ievérojami samazina audzgja asinsapgadi, gandriz neietek-
mgjot asinsvadus kungi, sirdi, nier&s un smadzengs. Ir arT dati, ka NO paaugstina kimijte-
rapijas un radioterapijas efektivitati (25).

Par slapekla oksida nozimi dazadu slimibu izcelsmé ir noskaidrots loti daudz, turklat
salidzino$i Tsa laika, kop$ NO saka intensivi pétit. Tomér ir daudz neskaidru jautajumu. Ka
plasu darba lauku var min&t iesp&jas izmantot Sos p&tijumus dazadu terapeitisku Iidzeklu
izstradasana, piemeram, lietot NO donorus vai dazadu izoformu NOS inhibitorus.
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Summary

Nitric oxide (NO) participates in the regulation of many physiological processes (relaxation of
smooth muscles, neurotransmission, and at higher concentrations — in cell immune response).
Besides that, especially at high concentrations NO is involved in the genesis of many pathological
processes. NO participates in the pathogenesis of many diseases of the heart and vascular blood
vessel system, atherosclerosis, reperfusion — ischemia damage, neurodegenerative diseases, muscle
dystrophies, insulin dependent diabetes and septic shock genesis.
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Iekaisigas parmainas centralajos un periferajos elpcelos
HOPS pacientiem

Inflammatory Changes in Central and Peripheral Airways
in COPD
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P&tfjuma merkis ir raksturot iekaisigas parmainas centralajos, periférajos elpcelos un plausu pa-
renhima nesmeké&tajiem un smekétajiem, ka ari HOPS pacientiem.

Pétijuma izmantots histologiskais materials no 22 pacientiem, kuriem tika operéts solitars veido-
jums plausas. Izmeklgjamas personas tika iedalitas trijas grupas: nesmékétaji ar normalu plausu
funkciju (n = 6), sméketaji ar normalu plausu funkciju (n = 8) un HOPS pacienti (n = §). CD8 lim-
focitu, makrofagu un neitrofilu noteik$anai audos izmantota imtinhistokimiska biotina un avidina
metode.

HOPS pacientiem, salidzinajuma ar nesméketajiem, ir izteiktaka centralo, periféro elpcelu un plau-
Su parenhimas infiltracija ar CD8 limfocTtiem, neitrofiliem un makrofagiem. Asimptomatiskiem
smeketajiem iekaisigas parmainas mazaka méra neka HOPS pacientiem novérojamas gan centrala-
jos un periferajos elpcelos, gan plausu parenhima. Turklat CDS8 limfocitu, makrofagu un neitrofilu
infiltracija elpcelos korel€ ar elposanas funkcionalajiem raditajiem.

P&tTjuma noskaidrots, ka HOPS pacientiem iekaisigas parmainas ir vairak izteiktas periferajos neka
centralajos elpcelos, savukart asimptomatiskiem smékétajiem iekaisuma parmainas galvenokart
skar centralos elpcelus.

Atsleégvardi: HOPS, FEV %, ickaisigas parmainas.

Tevads

Hroniskai obstruktivai plausu slimibai (HOPS) ir raksturiga progres¢josa un neatgrie-
zeniska plausu funkciju pasliktinasanas, ko izraisa hroniska elpcelu obstrukcija. Elpcelu
obstrukciju noverte, izmantojot spirometriju (13). HOPS paslaik ir ceturtais biezakais
mirstibas c€lonis Eiropa un ASYV, tacu tiek prognozéts, ka, smékétaju skaitam picaugot,
2020. gada 51 slimiba biis jau tresais biezakais naves c€lonis (1). Turklat tas ir vienigais
strauji progres€josais naves iemesls. Epidemiologiskie p&tijumi liecina, ka aptuveni 60
miljoni cilvéku visa pasaulé cies no HOPS, no tiem 15-20 miljoni ASV, un katru gadu
aptuveni 2,75 miljoni mirst (1, 13).

Tabakas diimi ir nozimigakais HOPS riska faktors, kas izraisa strauju FEV, kriSanos
un lielaku mirstibu smék&josiem HOPS slimniekiem salidzinajuma ar nesmékejosiem
(1, 16). Tabakas diimi ir bagatigs oksidantu avots. Tie satur vairakus komponentus: dimu
darvas komponentu un gazes komponentu (15). Tabakas diimu darvas komponents satur
hinona-hidrohinona redokskompleksu, kas reducé O, par O,-, savukart tabakas diimu



S. Isajevs, I. Taivans, U. Kopeika, G. Strazda. lekaisigas parmainas centralajos.. 65

gazes komponents satur vairak neka 10'¢ organisko radikalu viena cigareté (11). Tie gal-
venokart ir oglekla un slapekla radikali, ka arf alkéni un dieni. Ss vielas aktivé ickaisuma
mediatoru sint€zi bronhu epitélij§tinas, neitrofilajos leikocTtos un makrofagos (15).

P&tfjumi liecina, ka HOPS pacientiem ickaisuma izraisitas parmainas ir novérojamas
gan centralajos, gan periférajos elpcelos. Galvenas elpcelu ickaisuma Stinas ir CD8 lim-
foctti (18, 5). Savukart ir iegliti pretrunigi dati par neitrofilajiem leikocttiem un makrofa-
giem. Vieni petnieki uzskata, ka nav butiskas atSkiribas starp So $tinu infiltraciju dazados
elpcelu limenos (9, 10, 18), turpretim citi to noliedz (5, 14). P&c autoru domam, pretrunu
iemesls ir tas, ka iekaisigas parmainas centralajos un periferajos elpcelos, ka arT plausu
parenhIma netiek pétitas vieniem un tiem pasiem individiem.

Darba meérkis ir salidzinat ickaisuma Stinu skaitu un spektru centralajos, periférajos
elpcelos un plausu parenhima vieniem un tiem pasiem asimptomatiskajiem nesmékéta-
jiem un smék&tajiem, ka arT smeketajiem ar HOPS.

1. tabula
Pétijuma ieklauto personu raksturojums
Description of investigated persons
Grupa Skaits Vecums Pakgadi FEV, % FEV /FVC %
(gadi)

Nesmeketaji 6 62,7+7,6 | ------m-m- 99,1 £11,1" |76,3+5,5
Asimptomatiski |8 65,25 +3,28 35+ 10,6 94,5+8,7 773 +5,7
smeketaji

HOPS pacienti |8 63,4+38,3 24,6 + 14,1 58,1+94 61,1 £8,5

(Tabula dati izteikti ka vid&jais aritmétiskais + vidéja aritmétiska reprezentacijas kltida)

p < 0,05, salidzinot pirmo ar treSo grupu un otro ar tre$o grupu

Pacienti un metodes

Pacientu atlase. P&tljuma tika izmantots histologiskais materials, kas iegtits no 22
pacientiem, kuriem operéts solitars veidojums plausas. Izmeklgjamas personas tika ie-
dalttas trijas grupas (sk. 1. tabulu):

1) nesmeketaji ar normalu plausu ventilacijas funkciju (n = 6; FEV > 80% FEV /
VC > 70%);

2) smeketaji ar normalu plausu ventilacijas funkciju (n = 8);

3) smeketaji ar videji smagu HOPS (n = 8; FEV <80% FEV /VC <70%).

Visiem pacientiem tika noteikta plausu ventilacijas funkcija, izmantojot firmas Jaeger
spirografu Master Screen. Tika novertéta VC, FEV , FEV /VC% pirms 2 agonista (400
ug salbutamola) inhalacijas un 15 mindtes p&c tas un aprékinata FEV % reversibilitate.
FEV %reversibilitate ir starpiba starp FEV % 15 mintites pec B2 agonista inhalacijas un
FEV % pirms inhalacijas.

Imiinhistokimiska izmeklésana

Histologiska materiala pagatavoSanai audi tika fikséti 48 stundas 10% formalina, péc
tam atiidenoti un iegulditi parafina. No blokiem tika pagatavoti un imiinhistoktmiski iz-
mekl&ti 4 pm biezi griezumi. Antigéna demaskésanai tika izmantota sakarséSanas metode
mikrovilnu krasni 180 W — preparati tika ievietoti citrata bufera vanna ar pH = 6,2 un 30
min inkubgti. Savukart, identificgjot CD8 limfocttus, preparati tika inkubéti bufera vanna
ar pH 9,0. P&c tam tika veikta imtnhistokimiska krasoSana, izmantojot biottna avidi-
na metodi ar DAKO firmas LSAB kitu. Visas reakcijas tika veiktas istabas temperatiira



66 MEDICINA

Shandon mitraja kamera. Preparati tika inkub&ti 10 min peroksidazes blok&tajreagentu
klatbttng un skaloti TBS, péc tam 30 min inkubé&ti primaro antivielu CD8, MPO (neitro-
filo leikocttu mieloperoksidaze) un CD68 klatbiitne. Pec inkubacijas griezumi 5 min tika
skaloti ar TBS un vélreiz 30 min inkubé&ti ar biotiniléto sekundaro antivielu pret kazas
IgG. Pec preparatu atkartotas skalosanas TBS tika veikta 30 min ilga inkubacija ar treSo
antivielu, kas bija iezZim&ta ar marrutku peroksidazi. Tad notika 5 min vizualizacijas reak-
cija ar diaminobenzidinu (DAB). P&c preparatu skalosanas destiléta tidenT tiem uzpilindja
Glycergel, uzlika segstiklinu un mikroskopgja. Preparati tika analiz&ti, izmantojot Motic
Image programmu, $anu skaits tika izteikts uz laukuma vienibu (1/mm?).

Datu statistiska apstrade

Visi dati tika apstradati, izmantojot statistisko programmu GraphPadPrism treso ver-
siju. Grupas tika salidzinatas, izmantojot Kruskal-Wallis testu ar Danna p&ctestu (Dunns
post test). Korelacijas tika izvertetas, izmantojot Spearman testu. Rezultati tika novertéti
ka statistiski ticami, ja p < 0,05. Attelos dati tika izteikti ka vidgjais aritmé&tiskais + vidgja
aritméetiska reprezentacijas klada.

Rezultati

CD8 limfociti centralajos, periférajos elpcelos un plausu parenhima

CDS8 limfocttu absoliitais skaits centralajos elpcelos HOPS pacientiem ir batiski
augstaks neka nesmeketajiem (281 £ 92 un 81 £33, p <0,01) un ar zemaku ticamibu augs-
taks neka asimptomatiskiem smekétajiem (172 = 98, p > 0,05). Lidziga likumsakariba
tika noverota attieciba uz CDS8 limfocTttu skaitu periférajos elpcelos HOPS pacientiem un
nesmékétajiem (417 £ 108 un 54 £ 25; p < 0,001). HOPS pacientiem un asimptomatis-
kiem smékétajiem CD8 limfocitu infiltracija ir izteiktaka plausu parenhima (p < 0,01) sa-
lidzinajuma ar centralajiem elpceliem un ar zemaku ticamibu periférajos neka centralajos
elpcelos (p > 0,05). Savukart asimptomatiskiem nesmeketajiem CD8 limfocTtu infiltracija
ir izteiktaka centralajos neka periferajos elpcelos (p > 0,05), bet visvairak $o §tinu ir plau-
Su parenhima, salidzinot ar centralajiem (p < 0,05) un periférajiem elpceliem (p < 0,01).
(sk. 2. tabulu). Analizgjot datus par visiem pacientiem kopa (sk. 1. att.), tika konstatéta
negativa korelacija starp FEV % un CD8 limfocitu skaitu centralajos un periferajos elp-
celos un plausu parenhima, ka arT negativa korelacija starp CD8 infiltraciju periférajos
elpcelos un FEV /FVC% (r = -0,607; p = 0,0027).

Neitrofilie leikociti centralajos un periférajos elpcelos un plausu parenhima

Netika atrasta buitiska statistiski ticama korelacija starp neitrofilo leikocttu infiltraciju
centralajos elpcelos asimptomatiskiem nesméketajiem, smekétajiem un HOPS pacien-
tiem. Savukart, analizgjot neitrofilo leikocttu skaitu perifeérajos elpcelos, tika konstatéts,
ka HOPS pacientiem $o $iinu infiltracija ir izteiktaka salidzinajuma ar asimptomatiskiem
nesméeketajiem (438 £ 63 un 68 £ 21, p <0,0001) un lielaka neka asimptomatiskiem smé-
ketajiem (232 + 61, p <0,05).

Neitrofilo leikocttu infiltracija plausu parenhima ir ticami lielaka arTt HOPS pacien-
tiem salidzinajuma ar nesmékétajiem (491 = 94 un 182 £ 62, p <0,001).

Salidzinot neitrofilo leikocttu infiltraciju asimptomatiskiem sméeketajiem, ta ir izteik-
taka centralajos neka periférajos elpcelos (245 + 148 un 68 £ 21; p < 0,05). ArT nesmeke-
tajiem neitrofilo leikocTttu infiltracija ir lielaka centralajos elpcelos, salidzinot ar perife-
rajiem elpceliem un plausu parenhimu (245 £ 61, 68 £ 21 un 182 * 63). Savukart HOPS
pacientiem neitrofilo leikocttu infiltracija, izradas, ir lielaka periférajos neka centralajos
elpcelos (43 8+ 63 un 298 £ 105; p < 0,05), ka art So $tnu infiltracija plausu parenhima ir
izteiktaka neka centralajos elpcelos (atbilstosi 491 £ 94 un 298 + 105; p < 0,01).
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2. tabula
Siinu skaits un spektrs nesmékétajiem (NS), asimptomatiskiem smekétajiem (S) un HOPS

pacientiem (HOPS) centralajos, periferajos elpcelos un alveolas
Number and spectrum of cells in central, peripheral airways and alveoli nonsmokers (NS),
asymptomatic smokers (S) and COPD patients (HOPS)

CD8 limfociti/mm? Makrofagi, mm? Neitrofili, mm?
Elpceli
NS S HOPS |NS S HOPS NS S HOPS
Centralie |81 £33° |172+98 |281 £92 |214+54 [338£137|522+97 [245+61 |245+148(298 + 105
Periferie (68 +12° (232 +[438 + 63 [135+ 45y |266 £ 54 (297 +£134|68 £ 12° |232 +(438 + 63
61® 61®
Alveolas |274 £ 65 |309 £30 (526 £ 76 |412 £ 91y [601 92 |515 + 139|205 £ 57 |182+£62 [491 +94

(Tabula dati izteikti ka vidgjais aritmé&tiskais + vid&ja aritm&tiska reprezentacijas kluda)
p < 0,05, salidzinot NS ar HOPS

®p < 0,05, salidzinot S ar HOPS

p <0,05, salidzinot S ar NS

Analizgjot datus par visiem pacientiem kopa (sk. 2. att.), tika konstatéta statistiski
ticama negativa korelacija starp neitrofilu infiltraciju elpcelos un FEV %, toties pozitiva
korelacija starp neitrofilo leikocitu infiltraciju periférajos elpcelos un smékésanas pak-
gadiem (sk. 3. att.). Tika konstatéta statistiski ticama negativa korelacija starp neitrofilu
infiltraciju periferajos elpcelos un FEV /FVC% (r = -0,6269; p = 0,0018).

Makrofagi centralajos, periférajos elpcelos un plausu parenhima

Veikta pétfjuma rezultati liecina, ka makrofagu absolitais skaits centralajos elpce-
los ir bitiski augstaks HOPS pacientiem neka veseliem nesmékétajiem (522 £ 97 un
214 + 54, p < 0,01) un ar zemaku ticamibu augstaks neka veseliem sméketajiem —
338 + 137 (p > 0,05). Savukart makrofagu skaits periférajos elpcelos asimptomatis-
kiem smé&kétajiem ir butiski augstaks neka asimptomatiskiem nesmékétajiem (atbilstosi
266 = 54 un 135 +45; p <0,05). Lidziga likumsakariba tika noverota attieciba uz makro-
fagu infiltraciju plausu parenhima, salidzinot asimptomatiskos smek&tajus un nesmeketa-
jus (601 £92un 412 £ 91; p <0,05).

Analizgjot datus par visiem pacientiem kopa, tika konstateta arT negativa korelacija
starp makrofagu infiltraciju centralajos un periférajos elpcelos un FEV % (sk. 4. att.).

Diskusija

Sis ir pasaules literatiira pirmais pétijums, kura salidzinats iekaisuma $finu skaits un
to spektrs centralajos, periférajos elpcelos un plausu parenhima vieniem un tiem pasiem
nesméeketajiem, asimptomatiskiem smeketajiem un smeketajiem ar HOPS.

P&tfjuma rezultati rada, ka CDS8 limfocttu infiltracija centralajos un periferajos elp-
celos ir izteiktaka HOPS pacientiem neka nesméké&tajiem un asimptomatiskiem smeketa-
jiem. Petijuma tika konstateta negativa korelacija starp FEV % un CD8 limfocitu skaitu
centralajos, periférajos elpcelos un plausu parenhima. Arf citos p&tijumos ir konstatets,
ka CD8 limfocTtu skaits centralajos, periférajos elpcelos un plausu parenhima HOPS pa-
cientiem ir lielaks neka nesméketajiem un asimptomatiskiem smékétajiem (5, 10, 20, 23).
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Turklat ir noverota ticama negativa korelacija starp CD8 limfocttu infiltraciju elpcelos un
FEV % (10, 12). Tomér $adi p&tijumi navvveikti vieniem un tiem pasiem HOPS pacien-
tiem un asimptomatiskiem smé&k&tajiem. ST pétijuma dati liecina, ka asimptomatiskiem
nesmékétajiem CDS8 limfocitu infiltracija vairak ir izteikta centralajos neka periferajos
elpcelos, savukart HOPS pacientiem CD8 limfocTtu infiltracija ir izteiktaka periférajos
elpcelos.

Pétfjums liecina par svarigu CD8 limfocTtu nozimi HOPS patogenéze. CD8 limfociti
izdala dazadus citokinus, tostarp I1-6, I1-8 un TNFa (8, 2). Turklat CDS $tinas izdala per-
fortnus un granzimus, tadgjadi izraisot alveolaro epiteliocttu apoptozi (7, 15). P&tjuma
autori nav atradusi biutiskas atSkiribas starp neitrofilo leikocttu infiltraciju centralajos
elpcelos nesmékétajiem, asimptomatiskiem smékétajiem un HOPS pacientiem. Lidzigi
rezultati ir iegiiti arT citos petijumos (5, 9, 10, 19). P&tijuma rezultati neapstiprina Pesci
datus (14). Vigs noveroja palielinatu neitrofilo leikocttu skaitu centralajos elpcelos HOPS
slimniekiem.

Neitrofilo leikocitu skaits periférajos elpcelos ir biitiski lielaks HOPS pacientiem
neka nesméketajiem un asimptomatiskiem smekétajiem. Sie dati apstiprina Boskena pé-
tljuma datus (4), bet ir pretstata Saetas iegiitajiem datiem (19) — vins neatrada butiskas
neitrofilo leikocttu skaita atSkiribas. Autori atklajusi, ka neitrofilo leikocttu infiltracija
plausu parenhima ir izteiktaka HOPS pacientiem, salidzinot ar asimptomatiskiem nesme-
ketajiem. Sactas p&tijuma (20) sada tendence netika atrasta. P&c autoru domam, tas iz-
skaidrojams ar dazadam pé&tijuma materiala analizes metodém. Saeta neitrofilo leikocitu
infiltraciju petijis tikai alveolaraja epitelija (20), bet $aja p&tjuma ta noteikta gan alveo-
laraja epitelija, gan alveolarajas ejas, kur neitrofilo leikocttu infiltracija bija izteiktaka.
Iegiitos rezultatus apstiprina bronhoalveolaras lavazas materiala p&tijumi, kur galvenas
iekaisuma $tinas ir neitrofilie leikoctti (17, 22).

ArT $aja pétijuma, I1dzigi ka citos, konstatta negativa korelacija starp neitrofilo lei-
kocttu infiltraciju centralajos elpcelos (10), periferajos elpcelos (4) un plausu parenhima
(7) un FEV . Lidzigi ka Boskena pétijuma (4), tika konstatéta pozitiva korelacija starp
neitrofilo leikocttu infiltraciju periférajos elpcelos un smekésanas pakgadiem.

Vairakos pétijumos konstatéta bitiska neitrofilo leikocTtu skaita atskiriba starp cen-
tralajiem un periférajiem elpceliem joprojam pilniba nav izskaidrota. Dalgji to vargtu
skaidrot ar smékesSanas un HOPS ilgumu, materiala panemsanas laiku (HOPS recidivs
vai remisija).

Iegutie rezultati liecina, ka makrofagu absoliitais skaits centralajos elpcelos ir buitiski
augstaks HOPS pacientiem neka veseliem nesmékétajiem un ar zemaku ticamibu aug-
staks neka veseliem sméek&tajiem. L1dzigi rezultati ir iegiiti citos petijumos (5, 17).

Savukart citi petnieki nav atradusi butiskas atskiribas starp makrofagu skaitu centra-
lajos elpcelos HOPS pacientiem un asimptomatiskiem nesmékétajiem (10, 18).

Makrofagu skaits periférajos elpcelos asimptomatiskiem sméketajiem izradijas bi-
tiski augstaks neka asimptomatiskiem nesmékétajiem, turklat tika konstatéta negativa
korelacija starp makrofagu infiltraciju centralajos un periferajos elpcelos un FEV %.
Makrofagu infiltracija plausu parenhima ir izteiktaka asimptomatiskiem sméekétajiem sa-
lidzinajuma ar nesmeketajiem; l1dzigi dati atrodami Finkelsteina petijuma (7).

legiitie rezultati liecina, ka no tabakas dimiem izdalitie oksidanti per se var aktivet
alveolaros makrofagus un NF-«B aktivitati. Rezultata makrofagi sinteze virkni iekaisuma
citoktnu (IL-18, IL-6, IL-8 un TNFa), kas izraisa iekaisuma procesu plausas (3, 6, 15).
Svarigi, ka aktivéti makrofagi pasi izdala vairakus oksidantus, pieméram, no O  Fe**
klatbiitng veidojas hidroksila radikalis OH-. Makrofagiem ir biitiska nozime plausu em-
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fizémas un fibrozes attistiba. Makrofagu metaloproteazes sagrauj plausu audu elastisko
karkasu, tadgjadi veicinot emfizémas attistibu, bet TGF-3 un PAF veicina fibrozi (21).

Iekaisuma parmainas centralajos un periférajos elpcelos, un plausu parenhima ir no-
vérojamas gan asimptomatiskiem sméketajiem, gan HOPS pacientiem. HOPS pacientiem
ickaisuma parmainas ir vairak izteiktas periférajos neka centralajos elpcelos, savukart
asimptomatiskiem sméeketajiem iekaisuma parmainas galvenokart skar centralos elpce-
lus.

Secinajumi
HOPS pacientiem salidzinajuma ar nesmékétajiem ir izteiktaka centralo, perifero

elpcelu un plausu parenhimas infiltracija ar CD8 limfocitiem, neitrofilajiem leikocttiem
un makrofagiem.

Asimptomatiskiem sméketajiem iekaisuma parmainas ir izteiktakas centralajos elp-
celos, bet HOPS pacientiem — periferajos elpcelos.

Pateiciba

Darbs tapis ar Eiropas Sociala fonda atbalstu.
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Summary

Immunohistochemical, morphometrical and pulmonary function tests were performed to study in-
flammatory cells infiltration in central, peripheral airways and lung parenchyma in nonsmokers,
asymptomatic smokers and in smokers with COPD.

Obtained results have shown that in asymptomatic smokers inflammatory changes mostly occur in
central compared to COPD patients. Subjects with COPD had more CD8 lymphocytes, macropha-
ges and neutrophils in central, peripheral airways and lung parenchyma compared with nonsmokers
and asymptomatic smokers.

A negative correlation between CD8 lymphocytes infiltration in central, peripheral airways and
lung parenchyma and FEV % was observed. There was a negative correlation between neutrophil
infiltration in peripheral airways and FEV % and positive correlation with pack-years.

A negative correlation between macrophages in central and peripheral airways and FEV % was
observed.

It has been concluded that both asymptomatic smokers and COPD patients had inflammatory
changes in central, peripheral airways and lung parenchyma. However, in COPD inflammatory
changes mostly occur in peripheral airways compared to asymptomatic smokers.

Key words: COPD, FEV %, inflammatory changes.
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2. attels. Korelacija starp neitrofilo leikocitu infiltraciju centralajos (a) un periférajos (b)

elpcelos, plauSu parenhima (c) un FEV %
Correlation among neutrophil leucocytes infiltration in central (a) and peripheral air-

ways (b), lung parenchyma (c) and FEV,%
a) FEV % un neitrofilie leikoctti (Ne) centralajos elpcelos (= -0,6373; p = 0,0014)
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3. attels. Korelacija starp neitrofilo leikocitu (Ne) infiltraciju periférajos elpcelos un pakga-
diem (r =0,5173; p = 0,0401)
Correlation between neutrophil leucocytes (Ne) infiltration in peripheral airways and
pack-years (r = 0,5173; p = 0,0401)
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4. artéls. Korelacija starp makrofagu infiltraciju centralajos (a) un periférajos (b) elpcelos
un FEV %
Correlation among infiltration of macrophages in central (a) and peripheral (b) airways
and FEV %

a) Korelacija starp makrofagu infiltraciju centralajos elpcelos un FEV % (r = -0,642,
»=0,0027)
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b) Korelacija starp makrofagu infiltraciju periferajos elpcelos un FEV % (r=-0,5038,
p=0,0168)
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Tumorasocieto antigénu inkorporacija
virusveidigas dalinas

Incorporation of Tumor-Associated Antigens
in Virus-Like Particles

Reinis Balmaks, Janis Freivalds, Pauls Pumpéns, Andris Kazaks
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Ratsupites iela 1, Riga, LV-1067
E-pasts: andris@biomed.lu.lv

Ar génu inzenierijas metodeém tika konstrugta virkne him&ru B hepatita virusa nukleokapsida pro-
tetna (HBc) génu, kuri ietvéra tumorspecifiska MAGE-3 antigéna epitopu. Ekspresgjot Sos génus
Escherichia coli §inas, tikai viens no septiniem himérajiem HBc-MAGE proteiniem saglabaja spé-
ju veidot virusveidigas dalinas (virus-like particles, VLP). Himéras VLP tika attiritas no E. coli
proteTniem, lai inkorporétu to sastava iminstimulgjosus oligonukleotidus. Sadas struktiiras varétu
tikt izmantotas ka antitumoru vakcinas.

Atslegvardi: virusveidigas dalinas, B hepatita virusa nukleokapsids, CTL epitopi, vakcinas.

Tevads

VLP tehnologijas pamata ir virusu apvalku proteinu sp&ja pasasociéties organizetas
struktiiras bez citu virusa sastavdalu klatbiitnes. Ta ka VLP nesatur virusa genomu, tas
ir neinfekciozas, bet augstmolekularas uzbtives del — relativi viegli attiramas. B hepatita
virusa ieksgjo apvalku (nukleokapsidu) veidojosais HBc proteins paslaik ir viens no vis-
plasak pétitajiem VLP modeliem, kas ticis sekmigi izmantots vairak neka 100 dazadas
izcelsmes sekvencu inkorporacijai (8, 9).

Tumorspecifiskos antigénus, kurus spgj pazit citotoksiskie T limfociti (CTL), iespé-
jams izmantot antitumoru vakcinu izstradei. Dazadu histologisko tipu tumori (galveno-
kart melanoma) intensivi eksprese MAGE-3 génu, savukart normalas $tinas ta ekspresija
nenotiek (5). Tapéc MAGE-3 géna produkts, kas paradas uz audzgja $tinu virsmas, ir iz-
mantojams ka dro$s tumorspecifisks mérkis autologo T-$tinu darbibai. Veiksmigas klinis-
kas parbaudes tika veiktas ar MAGE-3 CTL epitopu sekvencem atbilstoSiem sint&tiskiem
peptidiem (3, 2), tacu So peptidu ieklausana specifiskos molekularos nes€jos (pieméram,
VLP) varétu radit daudz intensivaku terapeitisko efektu.

Saja darba pétitas iesp&jas inkorporét HBc-VLP sastiva MAGE-3 HLA-A1 epitopu
168-EVDPIGHLY-176, kas jau peptida veida uzrada izteiktu antitumoru CTL indukciju (2).

Materiali un metodes

HBc-MAGE himérie géni tika konstrugti uz plazmidas pHBc3 (1) bazes ar génu in-
zenierijas standartmetodém (11), izmantojot MBI Fermentas (Vilpa, Lietuva) razotus
fermentus.
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HBc-MAGE géni tika ekspreséti E. coli celma K802 triptofana operona promotera
kontrolg, lidzigi ka aprakstits Kazaka p&tijuma (6). Imunoblota analize tika veikta ar mo-
noklonalajam anti-HBc antivielam 14E11 (10).

- —v

E. coli stnu liz€Sana, himéro VLP attiriSana Sefarozes CL-4B gelfiltracijas kolonna
un elektronmikroskopija tika veikta, [idzigi ka aprakstits A. Kazaka p&tijuma (6).

Rezultati

Pamatojoties uz rentgenstrukttiras datiem par B hepatita nukleokapsida uzbiivi (14),
MAGE-3 CTL epitopu kodgjosa DNS sekvence tika klonéta HBc géna imunodominan-
taja rajona (MIR), ka arT ta C-gala (sk. 1. A att.). Par matricam tika izmantoti gan pilna
183 aminoskabju (aa) garuma, gan saisinatie (161 un 145 aa) HBc proteini, kas visi veido
VLP. Lai palielinatu dalinu veidosanas spgju, insercijam MIR tika izmantotas dazadas
MAGE-3 CTL flankg&josas sekvences (konstrukcijas Nr. 1-4), bet konstrukcija Nr. 5 tika
veikta preciza HBc aa 7684 nomaina ar MAGE-3 aa 168—176, jo §1s sekvences uzrada
izteiktu homologiju. Konstrukcijas Nr. 6-7 klonéSana tika veikta HBc géna C-gala,
attiecigi aiz 145. un 161. aminoskabes (sk. 1. A att.).

A L] ®
Nr. ..GGNLEDIELMEVDPIGHLYIFATyvgqtadwrldpvdPISRDLVV. . kDa
Nr ..GGt...IELMEVDPIGHLYIFATyvgqgtadwrldpvdPISRDLVV. . (+)

Nr ..GGNLEDIELMEVDPIGHLYIF..gI......000... PISRDLVV..
Nr ..GGt...IELMEVDPIGHLYIFATyv. . .dPISRDLVV.. 26
Nr .
HBc ..
S s 20
144 161
HBc ..PETTVVRRRGRSPRRRTP
Nr ..PEgTIELMEVDPIGHLYIFATyvtgdycc (+)
Nr ..PETTVVRRRGRSPRRRTPLMEVDPIGHLYIFt (+++) MKIK2 1 2 3 4 5 6 7
YWV r1-3
I SAAS .
 —
Nr5
*Nr'l
I 1
yurd yuré
I 1
1 74 86 144 161 183
N C

1. attéls. Himéro HBe-MAGE VLP iegisana

(A) Augsgja paneli: himéro HBc-MAGE proteinu struktiira. Trekniem burtiem izceltas MAGE-3
specifiskas aa, ar mazajiem burtiem apzimétas flank&josas aa. (+) un (+++) parada protei-
nu sp&ju veidot VLP, ja (+++) atbilst nativam HBc. Apaksgja paneli: HBc-MAGE génu
vispariga konstruésanas sheéma. Bultinas norada epitopa insercijas vietas HBc géna. Cipari
pie bultinam atbilst konstrukciju numuriem. Apaksgja skala atzimétas HBc aminoskabju
pozicijas.

(B) HBe-MAGE génu ekspresijas imunoblots. M, molekulsvara markieris; K1-K2 kontroles — at-
tiecigi 183 un 145 aa HBc — proteini. Treki 1-7 atbilst attiecigi konstrukcijam Nr. 1-7.

(C) Attiritu HBc-MAGE Nr. 7 VLP elektronmikroskopija.

Visos gadijumos $tinas uzkrajas proteini, kas specifiski reagéja imunoblota ar anti-
HBc antivielam (sk. 1. B att.). Izradijas, ka MIR nav piem&rots MAGE-3 CTL epitopa
insercijam, jo tikai konstrukcijas Nr. 2 gadijuma Stnu lizata tika detektéts neliels VLP
daudzums, kas nebija pietiekams, lai uzsaktu attirisanu. Saméra negaiditi konstrukcijai
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Nr. 5, kur tika izmainitas tikai dazas aa, VLP formesanas netika detektgta vispar. Ievérojami
labaki rezultati tika iegtiti ar C-gala insercijam. Ja konstrukcijas Nr. 6 gadijuma situacija
bija I1dziga ka Nr. 2, tad MAGE-3 epitopa insercija aiz 161. aminoskabes (konstrukcija
Nr. 7) praktiski netraucgja VLP veido$anos. E. coli $tinas tika sagrautas ar ultraskanu,
un Skistos$aja frakcija esoSie proteini frakciongti gelfiltracijas kolonna. Attirisanas gaita
netika novérotas biitiskas atskiribas no nativa (neizmaintta) HBe. Kopuma izdevas iegit
4-5 mg tiru VLP no | g $tinu (sk. 1. C att.).

Diskusija

Kopgjais VLP kandidatu skaits jau ir parsniedzis vairakus desmitus, un uz to bazes
tiek veiksmigi konstrugtas gan profilaktiskas, gan arT terapeitiskas vakcinas. Inkorporét
»svesus” peptidus VLP sastava iesp&jams, pirmkart, ar génu inzenierijas metozu palidzi-
bu un, otrkart, kimiski ,,pieSujot” attiecigo peptidu pie aminoskabes lizina. Otra stratégija
lickas pievilcigaka ,,problematisku” sekvencu (pieméram, CTL epitopu) ekspongSanai,
un nesen ta sekmigi demonstréta E. coli ekspresétu rekombinantu B hepatita un bakte-
riofaga QB VLP gadijuma (4, 12). Nesen QB VLP iegtas ari Saccharomyces cerevisiae

un Pichia pastoris rauga. Jaatzimée, ka raugos iegiitie proteini nesatur cilvekam kaitigus
endotoksinus un tatad batu Tpasi pieméroti vakcinu izstradei.

VLP kvantitativa disociacija un reasociacija rada iesp&ju iepakot tajas nemetilétus
CG motivus saturosus oligonukleotidus (t. s. CpQ), kas ir specigi CTL atbildes poten-
cCtaji un vieni no daudzsolo$akajiem Sobrid zinamajiem vakcinu adjuvantiem (13, 7).
CpG iepakosana VLP ievérojami samazina to jutibu pret nukleazem, ka ar1 izsledz tadu
negativu blakusparadibu ka splenomegaliju (12).

Secinajumi

legiitie rezultati liecina, ka CTL epitopi, neraugoties uz to nelielo garumu, ir telpiski
griti savietojami ar VLP strukttru. Funkcionalu CTL epitopu saturosu VLP iegtsanai
tadgjadi nepieciesams mérktiecigi kombingt bakterialas un eikariotiskas ekspresijas siste-
mas, ka arT génu inZenierijas un proteTnu kimijas metodes.
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Summary

A number of chimeric hepatitis B virus core protein (HBc) genes with incorporated coding sequen-
ce from tumor-specific MAGE-3 antigen epitope were generated by gene engineering techniques.
The relevant genes were expressed in Escherichia coli, but only one out of seven chimeric HBc-
MAGE proteins was competent for self-assembly into virus-like particles (VLPs). The chimeric
particles were purified from E. coli proteins for further loading with imunostimulatory CpG oligo-
deoxynucleotides. Such VLPs could possibly be used as antitumor vaccines.

Key words: virus-like particles, hepatitis B core protein, CTL epitopes, vaccines.
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Ar atomu absorbcijas spektrofotometrijas metodi tika analiz&ts kadmija Iimenis nierés 51 cilvékam.
Nieres nemtas no mirusiem cilvékiem, kuru dzivesvieta bija Riga un Rigas rajons un vecums no 26
lidz 92 gadiem. Vidgja kadmija koncentracija nierés bija 17,0 + 7,1 pg/g. Augstaks kadmija [imenis
nierés tika atrasts piecdesmitgadigo grupa. Kadmija koncentracija nierés smekétajiem bija divreiz
augstaka neka nesméekétajiem. Pastav izteikta korelacija starp kadmija koncentraciju nierés un sme-
keésanu, ka ar tendence saistibai ar diagnozi. Salidzinot ar citu valstu datiem, vidé esosa kadmija
ietekme uz cilvéku Latvija ir salidzinosi neliela.

Atslegvardi: kadmijs, biologiskie paraugi, nieres, histopatologija.

Ievads

Kadmijs ir atrodams daba nelielos daudzumos: apkartgja gaisa, puteklos, partika, dze-
ramaja tdeni, tabakas diimos un profesionalaja vidé. Tomér tas tick uzskatits par vienu no
visbistamakajiem vides piesarnotajiem, jo ir noturigs apkartgja vidé un spgj akumulgties
cilveka organisma (1, 2, 3).

Kadmija savienojumi tiek lietoti ka pigmenti un polim&rmaterialu stabilizatori.
Kadmiju lieto arT ka elektrodu sastavdalu nikela-kadmija sarmu baterijas. Apkarteja vide
esoso kadmiju cilvéks uznem &dot, dzerot Gideni, ieelpojot gaisu, puteklus, smekgjot.
Nesméketajiem, kuriem nav kontakts ar kadmiju darba vidg, partika ir galvenais kadmija
avots.

Lielakaja dala valstu vidgjais kadmija daudzums, ko diena uznem ar partiku, ir no
10 I1dz 25 pg (4). Organisma absorbétais kadmijs parsvara koncentr&jas aknas un nieres.
Nieres un aknas kopa saista vairak neka pusi no organisma uznemta kadmija. Nieres ir
kadmija mérkorgans (kritiskais organs), kura galvenokart tiek novérota kadmija toksiska
iedarbiba (5).

Kadmija izdali$anas no organisma ir Joti 1&éna. Matematiski modelétais biologiskais
pussabruksanas periods nieru garoza ir 20 gadi (4).
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Kadmijs ir ietverts Apvienoto Naciju Vides programmas prioritasu saraksta (6).
ST pétijuma merkis ir noteikt kadmija koncentraciju nierés dazadas iedzivotaju grupas
Latvija.

Materiali un metodes

Post mortem kadmija koncentracija organos (aknas, nieres) labi atspogulo vides ie-
tekmi. Kadmija Itmenis analiz&ts nieru audos, kuri tika iegiti Latvijas Patologijas cen-
tra. P&tfjumam tika sanemta RSU Etikas komisijas atlauja sekcijas materiala analizei.
Uzreiz pec sekcijas audi tika ievietoti polietiléna konteinera, 24 stundas izturéti 10%
slapeklskabé un paraugu konteineros ledd transporteti uz laboratoriju analizei. Kadmija
koncentracija nierés tika vertéta 51 personai (26 sievietes un 25 viriesi vecuma no 28 lidz
92 gadiem), lielaka dala no tiem bija Rigas un Rigas rajona iedzivotaji. Vid&jais vecums
63,0 £ 22,3 gadi. Tika uzskaitita informacija par dzimumu, vecumu, smék&sanas para-
dumiem, kermena svaru, abu nieru svaru, profesiju, dzivesvietu, klinisko diagnozi un
patologisko izmeklgjumu rezultatu. Dati tika iegfiti no slimnicam un intervgjot tuviniekus
(ja tas bija iesp&jams). Informacija par profesiju un smékesanas paradumiem ne vienmer
bija preciza. Parsvara naves c€lonis bija komplikacijas péc sirds i§€miskas slimibas (14
gadijumi), nieru patologija (10 gadijumi), dazadas lokalizacijas laundabigie audzgji (13
gadijumi), tuberkuloze (5 gadijumi) un citi. Kadmija koncentracija nier¢s tika noteikta ar
atomu absorbcijas spektrometru (Perkin Elmer 403 HGA 2200), pirms tam elektrotermali
sadalot paraugus grafita kivete. Paraugi tika mineralizéti koncentréta slapeklskabé un
peroksida (2:2:1) 120-125 °C hermétiskas teflona mégenés. Raditaju atskiribas nozimi-
gums tika novertets, izmantojot Stjudenta kriteriju (p < 0,05).

Rezultati un diskusija

Kadmija Iimenis nieres svarstas no 6,2 lidz 56,6 pg/g mitras audu masas atkariba no
vecuma, dzimuma, ieradumiem un slimibam. Vidgja koncentracija nier€s novertétaja gru-
pair 17,0 £ 7,1 ng/g. Kadmija koncentracija butiski neatskiras dazadas vecuma grupas,
iznemot grupu virs 70 gadiem: vecuma no 28 lidz 50 gadiem — 17,6 + 2,0 pug/g, vecuma
no 51 lidz 70 gadiem — 17,2 £ 3,6 pg/g. Vecuma grupa virs 70 gadiem kadmija koncen-
tracija ir ievérojami zemaka 14,9 + 4,2 pg/g (sk. 1. att.). Literatiira arT minéts, ka dazadas
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1. attels. Kadmija koncentracija nieres (C pg/g + SD) dazada vecuma grupam (N — personu
skaits)
Concentration of cadmium (C ug/g + SD) in kidney in different age groups
(N — number of persons)
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valstis kadmija koncentracija nierés pcc 60—70 gadiem samazinas, tas pats vérojams ari
vecuma virs 90 gadiem (7). Visaugstaka kadmija koncentracija tika noverota vecuma ap
50 gadiem ( 20,0-1,9 pg/g), iegiitie rezultati apstiprina citu autoru datus (8).

Vidgjais kadmija [imenis sméketajiem (39,7 ng/g) ir divkarss (sk. 2. att.), salidzinot
ar nesméketajiem (16,4 pg/g). Statistiski ticama atSkiriba (izmantojot Stjudenta krit€riju
t pie p < 0,05) noverota tikai starp minétajam grupam. SmékéSanas ietekmi uz kadmija
koncentraciju nierés var izskaidrot ar augsto kadmija saturu cigaretés. Divdesmit cigare$u
smé&késana diena ir ekvivalenta 5—6 pg/g kadmija, un gada tas var izraisit 0,5 mg kadmija
uzkrasanos organisma (4, 9).

nesmeke /
nonsmokers

SMEks /
smokers

0 10 20 30 a0 so ©.ugig

2. attéls. Kadmija koncentracija nierés (C pg/g = SD) personu grupas atkariba no sméekesa-
nas ieraduma (personu skaita sadalijjums: 15 smekétaji, 26 nesmékétaji, 11 personas
nav identificétas)

Concentration of cadmium (C ug/g + SD) in kidney for smokers and nonsmokers
groups (15 smokers, 26 nonsmokers, 11 non identified persons)

Pamatojoties uz Belgijas zinatnieku p&tijumiem, kritiska kadmija koncentracija nieru
garoza populacija ir 50 pg/g audu masas (10). Diemzel smékétaju grupa $aja petijuma nav
pietickama, lai var€tu izdartt secinajumus par Latvijas populaciju kopuma.

Kadmija koncentracija ir atskiriga atkariba no dzimuma: virieSiem 18,8 + 4,5 ug/gun
sievietém 15,2 + 3,5 pg/g. Butiska atskiriba kadmija koncentracija atkariba no kliniskas
diagnozes un nodarbosanas netika novérota. Nedaudz palielinats kadmija [Tmenis nové-
rots personam ar aterosklerotisko slimibu (sk. 3. att.). Nieru paraugu histopatologiskie
dati pemti no personam, kas mirusas no slimibu komplikacijam. Personam, kuras mirusas
no nieru patologijas, 5,9% gadijumos tika novérots ekstrakapilars eksudativs un atri pro-
gresgjoss glomerulonefrits.

Analizgjot literatiras datus, redzams, ka noveérota kadmija koncentracija nieres
Latvijas iedzivotajiem ir lidziga ka 20. gs. astondesmitajos gados Zviedrija un Indija, bet
ta ir zemaka neka Belgija, Japana un Dienvidslavija taja pasa laika (5).

Salidzinot kadmija Itmeni nier&s 20. gs. devindesmitajos gados izmekl&tajam perso-
nam Baltijas regiona (2, 5) ar $aja p&tijjuma novéroto, jasecina, ka Latvija kadmija kon-
centracija nierés ir 1idziga kadmija koncentraciju limeniem Danija, Somija un Zviedrija
(sk. 4. att.). SmekeSanas ietekme uz kadmija koncentraciju cilvéka organisma ir bitis-
ka, bet petijuma novérotais kadmija ITmenis neparsniedz 50 pg/g — Eiropas populacijai
noteikto references Itmeni. P&tfjumu rezultati dod tikai ieskatu par kadmija uznemsanu
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3. attéls. Kadmija koncentracija nierés (C pg/g = SD) personu grupam (N — personu skaits)

ar dazadam diagnozém
Concentration of cadmium in kidney (C ug/g + SD) in relation to diseases (N — number
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4. attéels. Kadmija koncentracija nieres (C png/g) dazadu valstu iedzivotajiem (Latvija no §1
petijuma, parejas valstis péc literaturas datiem (2, 5, 11))
Concentration of cadmium (C ug/g) in kidney in different countries (Latvia in accor-
dance with this investigation, for other countries — data of literature (2, 5, 11)

organisma. Lai iegiitu visparinosus datus par kadmija [Tmeniem organisma Latvijas ie-
dzivotajiem, nepiecieSams veikt plasakus p&tijumus. Informacijas trikums par p&tijuma
icklauto miruso cilvéku nodarbosanos nelava izvertét arodvides ictekmes risku uz kad-
mija koncentraciju organisma. Latvijas iedzivotajiem kadmija daudzums nierés, kuru tie
uznem no apkartgjas vides, ir mérens un salidzinams ar citam Eiropas valstim, un riska
pakape kadmija iedarbibai uz veselibu ir prognozgjama ka zema.
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Summary

The level of cadmium in kidneys was analysed in 51 people living in Riga and the Riga District
(age 26-92 years). The mean cadmium concentration in kidneys, determined by flame AAS, was
17.0 £7.1 ng/g. A broad range of cadmium levels was found in kidneys, with the highest values in
the 50-year age group. The levels of cadmium in smokers were twice higher than in non-smokers.
An insignificant correlation was found between concentration of cadmium in kidneys and clinical
diagnosis and occupation. Compared with other countries, the environmental exposure of humans
to cadmium is moderate in Latvia.

Key words: cadmium, biological samples, kidney, histopathology.
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Fruktana sirups ir jauns saldinatajs ar samazinatu energétisko vértibu, razots no konvencionala
cukura ar enzimatisku metodi un satur biologiski aktivus fruktozes komponentus: fruktooligosaha-
ridu un levanu. P&tfjumos ar laboratorijas dzivniekiem konstatéts, ka fruktana sirups ir netoksisks
produkts. Fruktana strupam, izmantojot to ka partikas piedevu (1 g uz 1 kg kermena svara diena),
ir tendence samazinat holesterina limeni un paaugstinat augsta blivuma holesterina (HDL) frakciju
asins plazma zurkam. Nemot vera, ka fruktooligosaharidi tiek lietoti ka piedeva jogurtam, izp&tita
fruktana sirupa ietekme uz Bifidobacterium attistibu. Fruktana sirupa piedeva (10% w/w) stimulé
Bifidobacterium lacticum 12 attistibu no taukiem briva piena un auzu putras barotn€s pirmajas
fermentacijas stundas. Fruktana sirups ir acimredzami perspektivs produkts, kas lietojams kardio-
vaskularu un gremosanas sist€mas saslim$anu noveérsanai.

Atslégvardi: fruktana sirups, saldinatajs, holesterins, Bifidobacterium.

Tevads

Miisdienas palielinas interese par antihiperlipidémiskiem un pretaptaukoSanas agen-
tiem. Ir zinami zalu Iidzekli, kuri samazina lipidu daudzumu asins seruma, piem&ram,
nikotinskabe un tas derivati, holesterina sint€zes inhibitori un Gdeni Skistosas digtiskas
Skiedras, kuras satur pektinu. Siem lidzekliem dokumentéti dazadi blakusefekti, tadi ka
karstuma vilni, nieze, muskulu vajums. Holesterina limena samazinasanai asinis pektins
biitu jalieto no desmit gramiem lidz vairakiem desmitiem gramu diena. Sadu pektina
daudzumu uznemt ir loti sarezgiti pektina augstas viskozitates dél. Ka lipidus pazemino-
Sas Skiedras var arT lietot B-glukanus (1). Nesagremojami saldinataji, tadi ka steviozids
un aspartams, tiek lietoti, lai noverstu aptaukosanos. Ari Sos saldinatajus nav iesp&jams
lictot liela daudzuma. Fruktooligosaharidi ir perspektivi saldinataji ar mazu kaloriju
daudzumu, tie stimulé bifidobakteriju augSanu un uzlabo zarnu mikrofloras 1so k&zu
taukskabju produkciju, kurai, ka tiek uzskatits, ir pozitiva ietekme uz cilveka veselibu.
Fruktooligosaharidu spgja izmainit holesterina un trigliceridu Iimeni ir aprakstita vaira-
kas publikacijas (2, 3, 4). Fruktooligosaharidu kaloritates vertiba ir 1,0 Iidz 1,5 kcal/g
vai 25-40% no fruktozes (5). Dazas fruktozi saturosas sastavdalas, tadas ka fruktooligo-
saharidi un poliméri (inulins un levans), ir pazistamas ka fruktans. Sis sastavdalas taja
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pasa laika ir prebiotiki, kas stimul€ Bifidobacterium sp. attistibu gastrointestinalaja trakta
(5, 6). Eksperimenti ar zurkam rada, ka fruktozes polimérs levans adsorb& holesterinu in-
testinalaja trakta (7). ISihara (Ishihara) (8) zino, ka eksperimentos ar zurkam un trusiem
konstatgta levana hidrolizata ietekme uz holesterina Iimeni asins seruma. Jaunakie pétiju-
mi (9, 10) rada, ka ir svarigi palielinat augsta blivuma lipoproteidu frakciju asins seruma,
lai samazinatu kardiovaskularo slimibu risku. 1993. g. LU Biotehnologijas un mikro-
biologijas instithta tika izstradata tehnologija levana raZo$anai, izmantojot Zymomonas
mobilis fruktana sirupu, kas producéts no saharozes, ka ari Zymomonas mobilis bakteriju
un levana-saharozes enzimu (11). Komercials fruktooligosaharidu preparats tiek razots
Japana ar nosaukumu Neosugar (12). Fruktana sirups, kas iegiits no Z. mobilis, atskiras no
§1 produkta ar to, ka satur fruktozes poliméru levanu. Fruktooligosaharidi ir saldinataji ar
samazinatu energétisko vertibu un specifisku Bifidobacteria stimulaciju gastrointestina-
laja trakta. Levans ir imunomodulators, asins plazmas substitiits, holesterina adsorbents,
zalu iedarbibu paildzino$s agents. Fruktana sirups ir daudzsolo$s uztura bagatinatajs, ka
arT medikaments, kops tas pieder pie skistoSo skiedru grupas (13, 14).

Darba meérkis

Darba merkis ir izpétit fruktana sirupa toksicitati, ta ietekmi uz holesterina un HDL
frakciju Itmeni zurku asins seruma un noteikt ta ietekmi uz Bifidobacterium attistibu.

Materiali un metodes

Fruktana sirups piegadats no Latvijas Universitates Mikrobiologijas un biotehnologi-
jasinstitiita. Tas veidots laboratorijas apstaklos saskana ar patent&tu metodi (15). Atbilstosi
Latvijas Tehniskajiem noteikumiem fruktana sirups ir kvalific€ts ka partikas produkts un
ka partikas riipniecibas izejviela (,, Tehniskie noteikumi” LV US 41503019956-01:2001
akcepteti Latvijas Partikas centra 2001. gada 25. aprili). Kimiskas sirupa sastavdalas
redzamas 1. tabula. Fruktooligosaharidu un levana koncentracija fruktana strupa ir at-
tiecigi 17,2% un 3,4%. Gan fruktooligosaharidi, gan levans ir nesagremojami produkti.
Fruktooligosaharids ir salds, bet levans — bezgarsigs.

1. tabula
Fruktana sirupa sastavs
Content of syrup compositions

Sastavdalas %
Oglhidrati:
fruktooligosaharidi 17,2
levans 34
saharoze 18,6
reducétais cukurs (glikoze + fruktoze) 31,0
Kopa 70,2
Udens 29.8

Eksperimenti ar dzivniekiem tika veikti saskana ar Rigas Stradina universitates Etikas
komisijas prasibam. Dzivnieki (peles un zurkas) sanemti no Rigas Stradina universitates
Eksperimentalo dzivnieku laboratorijas. Dzivnieki tika baroti ar specialu granuléto bari-
bu, kas satur proteinus, vitaminus, mikroelementus, karbohidratus un taukus (razotajfir-
ma SIA ,,Straume” Latvija).
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Akutas toksicitates p&tijumos tika izmantotas trisdesmit baltas peles (tevini), ker-
mena masa 2025 g, desmit katra grupa. Fruktana sirups tika dots perorali nativa forma
katrai grupai 0,2 ml (npemot v&ra sirupa blivumu pie 20 °C attiecigi — 0,25 mg); 0,4 ml
(0,5 mg); 2,0 ml (2,5 mg). Eksperiments ilga 14 dienas.

P&tijuma par fruktana sirupa ietekmi uz holesterina Iimeni asins seruma tika izman-
totas divdesmit abu dzimumu baltas zurkas (Itnija Wistar) ar kermena masu 220-260 g.
Zurkas tika sadalitas divas grupas. Pirma, kontroles grupa (5 matites un 5 tevini), sapéma
standartbaribu un 0,6 g/kermena masas kg glikozes diena. Otra, eksperimentala grupa,
sanéma standartbaribu un fruktana strupu 1 g/kermena masas kg. Strups un glikoze tika
ievaditi perorali. Eksperiments izstradats tris ménesu laika. Holesterina Itmenis asinis,
ta HDL frakcija un citi biokimiskie raditaji noteikti péc pirma un tre$a meénesa beigam.
Holesterina un glikozes koncentracija tika mérita ar ILAB-500 analizatoru, izmantojot
holesterinoksidazes/peroksidazes (CHOD/POD) noteikSanas metodi (16).

Eitanaz&to dzivnieku organi tika noverteti vizuali. Histologiski izpétiti iek$gjie or-
gani: plausas (asinsvadi, limfatiskie vadi, alveolas un bronhi), sirds (koronaras artérijas,
perikards, miokards un endokards), liela kalibra asinsvadi (aorta, pulmonala artgrija), ba-
ribas vads, kungis un zarnas. Audu fragmenti tika fikséti neitrala formalina un krasoti ar
hemotoksinu un eozinu (péc Van Gieson metodes), ar rezorcinu un fuksinu (péc Veigerta
metodes), ar Sudanu III (p&c Perlsa metodes, pec Shiffa) un ar alciana zilo (17).

Fruktana sirupa ietekme uz Bifidobacterium attistibu tika pétita, izmanto-
jot Bifidobacterium lacticum 12 kultiru (certificate of Christofer Hansen's Applied
Technological Lab., Denmark). Lai pétitu baktériju biomasas attistibu, Bifidobacterium
augSana tika noteikta divas atSkirigas barotn@s: 1. — no taukiem atbrivota tira piena un
2. — Gdeni gatavota auzu tumé, kura cukuri dal&ji noarditi ar partikas fermentiem (18).
Fruktana sirups tika pievienots 5, 10 un 15% koncentracija abas barotnés. Paraugi tika
kultivéti 37 °C 6 st. (standarta fermentacijas laiks jogurtam) un analiz&ti p&c 0, 2, 4 un
6 kultivacijas stundam. Dzivotspgjigo Stinu skaits tika noteikts ar ,,atS8kaidiSanas metodi”
beztauku piena (19). Sensoras sajiitas tika noteiktas ar paraugu degustaciju.

Analitiskas metodes. Cukura koncentracija fruktana sirupa tika noteikta p&c hidro-
lizes, izmantojot Lane-Eynon metodi (20) un HPLC metodi (14). Levans tika precipitéts
ar etanolu un noteikts ka fruktoze polisaharida hidrolizata. Totala fruktooligosaharida
koncentracija tika aprékinata no kopgjas cukura koncentracijas Skiduma, kura nav levana,
pirms hidrolizes un péc tas (14).

Rezultati

Akiita toksicitate. Dodot pelém fruktana sirupu perorali 0,2, 0,4 un 2 ml daudzu-
ma, 14 dienu eksperimenta laika vizuali netika novérotas nekadas izmainas dzivnieku
uzvediba, izskata un baribas paterina. Dzivnieku svars neatskiras no kontroles grupas.
Dzivnieku iek$€jos organos netika konstatétas patologiskas izmainas.

Fruktana sirupa ietekme uz holesterina Iimeni asins seruma. P&tfjuma laika eks-
perimentalas un kontroles grupas dzivnieku uzvediba, izskats un baribas paterins neat-
skiras. Daziem eksperimentalas grupas dzivniekiem pirmajas divas dienas noveroja ne-
nozimigu caureju. Eksperimenta laika noveéroja dzivnieku normalu attistibu un kermena
masas pieaugumu. Letali gadijumi netika noveroti. Izmainas dzivnieku kermena masa
redzamas 2. tabula. Konstatéts, ka fruktana sirupa di€ta viegli samazina kermena masu.
Ar fruktana strupu barotaja grupa kermena masas samazinasanas téviniem bija lielaka
neka matite€m, salidzinot ar kontroles grupu.
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2. tabula
Eksperimentalo dzivnieku kermena masas izmainas tris meénesos
Changes of experimental animals body weight during three month’s periods
Grupa kermena masa, g (M + m)
(5 dzivn. katra grupd) | ipyg péc 1. mén. | péc 2. mén. | p&c 3. mén. | picaugums, g
eksperimenta

Kontrole, vir. k. 240 + 18 286+ 17 302+ 12 325+20 85+17
Fruktana strups, vir. k. | 251 £ 22 287+ 18 310*21 32017 69 + 19*
Kontrole, siev. k. 239+ 23 279+ 18 297 +£ 17 310+ 17 71+ 19
Fruktana strups, siev.|258 £ 16 291 + 18 337423 350+20 |92 +20%*
k.

*Starpiba péc Stjudenta testa statistiski ticama, salidzinot ar kontroles grupu pie p < 0,05

P&c trim barosanas ménesiem eksperimentala grupa holesterina ITmenis samazinajas;
paaugstingjas HDL frakcijas limenis; samazinajas totala holesterina attieciba pret HDL
Itmeni, salidzinot ar pirma ménesa rezultatiem (p < 0,05). Tom&r holesterina un HDL
frakcijas proporcijas eksperimentala un kontroles grupa atskiras. Kontroles grupas dziv-
niekiem eksperimenta laika bija mazak izteiktas izmainas un nebija statistiskas atskiribas

@ holestering
mHOL
o holesterins/HDL

mmal/l

pec 1.mén. péc 3.mén. kortrole pec kontrole péc
eksp. g. eksp. g. 1.mén. 3.mén.

1. attéls. Holesterina Itmenis baltajam Zurkam (vir. k.), kuras sapéma fruktana sirupu tris
meénesos
Cholesterol level of rats (male) treated with fructan syrup during three month’s periods

@ holesterins
mHCL
O holesterns/HDL

rmolfl

pEc 1.meén.  péc 3.meén.  kontrole pec  Kontrole pec
eksp. g. eksp. g. 1.mén. 3.mén.

2. attéls. Holesterina Iimenis baltajam Zurkam (siev. k.), kuras sanéma fruktana sirupu tris
meénesos
Cholesterol level of rats (female) treated with fructan syrup during three month’s peri-
ods

* Statistiski ticama starpiba, salidzinot 3. mén. rezultatus ar 1. mén. rezultatiem
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starp pirma un tre$a menesa rezultatiem (1. un 2. att€ls). Glikozes koncentracija dzivnie-
ku asins seruma bija robezas no 5,8 lidz 6,9 mmol/l, ta statistiski neat$kiras starp grupam.

Histologisko pétijumu rezultata eksperimentalo dzivnieku organos (plausas, sirdi,
baribas vada, lielajos asinsvados — aorta, pulmonalaja arterija) patologiskas izmainas ne-
tika atrastas. Histologiski novérotas tikai vieglas tauku infiltracijas pazimes hepatocitos
dzivniekiem, kuri san€ma fruktana strupu tris ménesus.

Kontroles grupa novérotas nelielas izmainas hepatocitos, kas neparsniedza normas
robezas.

Fruktana sirupa ietekme uz Bifidobacterium attistibu. Fruktana sirups stimulé
Bifidobacterium attistibu pirmajas ses$as kultivéSanas stundas. Bifidobacterium izauga
beztauku piena barotng ar fruktana sirupa piedevam 5—15% koncentracija. Pirms ekspe-
rimenta $tinu skaits 102 uz 1 ml, p&c 2 st. kultivésanas ar 10% fruktana sirupa piedevu —
picaugums lidz 10°, un 4 st. turpmaka augSanas perioda §tnu skaits sasniedza 10° lidz
107. Titréjama aciditate un pH bija lidzigi (pH 4,0-4,1) visos paraugos. Ar fruktana sirupu

10% fruktana strupu, uzradija labu Bifidobacterium augS$anu barotné jau pec 4 st.

Diskusija

Veiktie petijumi paradija, ka fruktana strups ir netoksisks, dod Iidz 2000 mg/kg ker-
mena masas, neizraisa toksisku vai letalu efektu. Fruktana sirupa kermena svara picau-
guma samazinoSais efekts skiet buitisks. Iesp&jams, ka §is produkts var tikt lietots ka pret-
aptaukoSanas agents. Lidzigus rezultatus ieguva K. ISihara (8) eksperimenta ar zurkam,
izmantojot fruktana sirupu ka piedevu baribai 1,5% koncentracija. Svarigs efekts ir ho-
lesterina un ta frakciju Iimenis asinis. Saja eksperimenta tika pétita tikai totala holesterina
un HDL frakcija. Pievienojot baribai fruktana strupu HDL, holesterina frakcija pieauga
eksperimentalaja grupa no 1,08 I1dz 1,18 mmol/l (par 9,2%). Ka kontrasts kontroles grupa
HDL samazinajas no 1,0 lidz 0,83 mmol/I vai 23,1%. Matitém Sis efekts bija mazak iz-
teikts. Zinama ietekme fruktana sirupam var biit uz tauku metabolismu hepatocitos, par
to liecina histologiskie hepatocitu izmeklgjumi. Literatiira ir norades, ka nozimigs riska
faktors pie kardiovaskularam saslimSanam ir HDL frakcijas samazinaSanas asins seruma,
totala holesterina, LDL un trigliceridu koncentracijas pieaugums (21, 10). Fruktana stru-
pa ietekme uz LDL un trigliceridu [imeni ir turpmako pétfjumu uzdevums.

Nemot véra fruktana sirupa uzradito tendenci palielinat HDL frakciju asins seru-
ma un pazeminat totala holesterina Itmeni, fruktana sirups varétu but perspektivs pro-
dukts kardiovaskularo saslimSanu riska mazinasanai péc plasaku pétfjumu veikSanas.
Fruktooligosaharidi tiek lietoti ka prebiotiki jogurtos. Meiji Seika kompanija (Japana)
razo Ologo Yogurth uz fruktooligosaharidu bazes (6). Prebiotiku devas jogurta ir
2-5 g/100 ml. Pienemts, ka diena uznemto fruktooligosaharidu daudzums ir ap 0,8 g uz
1 kg kermena masas (22). levérojot pieredzi ar Iidzigiem preparatiem ASV un Eiropas
valstis, Latvija varétu bt lietderigi sakt ar 5-10 g fruktana strupa piedevu uz 100 ml
jogurta.
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Summary

Fructan syrup, a new sweetener with a reduced energetic value, is produced from conventional
sugar by enzymatic method and contains biologically active fructose components: fructooligo-
saccharides and levan. Fructan syrup has been investigated as a food additive for mice and rats.
Investigation of the acute toxicity in mice has shown that fructan syrup in a quantity up to 2000 mg
per 1 kg body weight is a nontoxic product. Fructan syrup used as a food additive (1 g per 1 kg body
weight per day) tends to decrease the cholesterol level and increase the high-density lipoprotein
(HDL) cholesterol fraction in blood plasma of rats. Taking into account that fructooligosaccharide
is used as an additive in yoghurt the influence of fructan syrup on Bifidobacteria was investigated.
The fructan syrup additive (10% w/w) stimulated development of Bifidobacterium lacticum 12 in
a fat-free milk and oat mash medium during the first fermentation hours. Fructan syrup is clearly a
prospective product for the prevention of cardiovascular and gastrointestinal diseases.

Key words: fructan syrup, sweetener, cholesterol, Bifidobacterium.



LaTvisas UNIVERSITATES RAKSTI. 2007, 712. s&j.: Medicina

91.-96. Ipp.

Agrina aizkunga dziedzera véza diagnostika. Vai reala?

Early Pancreatic Cancer Diagnostics. Is it Realistic?

Aiga Staka, Aldis Pukitis, Juris Pokrotnieks
Paula Stradina Kliniska universitates slimnica, Gastroenterologijas centrs
Pilsonu iela 13, Riga, LV-1002
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Aizkunga dziedzera vézis ir viens no agresivakajiem audzgjiem. Tas ir 4. vieta audz&ju mirstibas
zina. Statistikas dati liecina, ka saslimstiba ir proporcionala mirstibai, 5 gadu dzivildze ir mazaka
par 5%. Audzgjs ir rezistents gan pret kimijterapiju, gan staru terapiju. Pasaul€ ir veikti daudzi
karcinogenézes mehanisma pétijumi, lai varétu izstradat agrinas diagnostikas metodes un skrinin-
ga krit€rijus augsta riska personam. Lidz §im nav atrasts neviens pietiekami jutigs un specifisks
agrinas diagnostikas onkomarkieris. No pasreiz pieejamam radiologiskam diagnostikas metodem
agrina diagnostika ir iesp&jama ar jaunakas paaudzes trisfazu spirales datortomografiju ar ultra-
planiem griezumiem (1-2 mm) un kontrastvielas ievadi, ka ari ar endoskopisko ultrasonografi-
jas izmeklesanu. Nakotné perspektiva agrina diagnostika varétu biit kombingtam molekularo testa
markieru panelim.

Atsleégvardi: aizkunga dziedzera adenokarcinoma, agrina diagnostika, karcinogen&ze, molekularie
markieri, datortomografija.

Tevads

Aizkunga dziedzera audzgji veido apméram vienu tre$dalu no visam aizkunga dzie-
dzera slimibam, savukart aizkunga dziedzera duktala adenokarcinoma ir apm&ram 80%
no visiem aizkunga dziedzera audzgjiem. Gastrointestinalo audzgju grupa péc saslimsti-
bas biezuma aizkunga dziedzera duktala adenokarcinoma ir tre$aja vieta aiz kunga un
kolorektala véza. Aizkunga dziedzera vezis ir viens no ,,agresivakajiem” audzgjiem ar
visaugstakajiem mirstibas raditajiem. P&c plausu, kolorektala, prostatas un kunga audzgja
virieSiem un krits, kolorektala, plausu un olnicu audzgja sievieteém aizkunga dziedzera
vezis ir 4. vieta audz&ju mirstibas zina (11). To ir gruti diagnosticet agrina stadija. No
diagnosticétiem gadijumiem tikai 20% ir opergjami, bet 80% — neopergjami un ar attalam
metastazém. Audzgjs atri progresg, ir ar sliktu prognozi un agrinu letalitati. P&c statistikas
datiem, saslimstiba ir proporcionala mirstibai, un piecu gadu dzivildze ir mazaka par 5%
pat radikali opergtiem slimniekiem (10, 11). Turklat Sis audzgjs ir rezistents pret staru un
Kimijterapiju. Slimibas slikta prognoze ir saistita gan ar agresivo slimibas gaitu, velino
diagnostiku, gan arT ar skrininga kriteriju trikumu riska grupas atlasei. No riska faktoriem
parliecinosi ir pieradits tikai smekesanas kaitigums (dubulto risku), ka arT ilgstosi noritoss
hronisks pankreatits — kumulativais risks apméram 4% péc 25 gadiem (1, 6, 8). Aizkunga
dziedzera adenokarcinomas gimenes anamnéze nav biezi pieradita, tatu palielina daza-
du audzgju attistibas risku citiem asinsradiniekiem. Ir pieradita aizkunga dziedzera véza
parmantojamiba dazas gimengs, tadejadi So slimnieku asinsradiniekiem ir paaugstinats
risks saslimt ar aizkunga dziedzera vézi, tacu §ie slimnieki procentuali veido tikai nelielu
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dalu (1-2%) no visiem saslims$anas gadijumiem ar aizkunga dziedzera vézi (1, 7, 8). Nav
skaidru etiologisko faktoru, tacu liela nozime ir génu mutacijam (hereditara pankreatita
gadijuma risks saslimt pieaug 50 reizes) (8). PE€dgjos gados pasaulg ir veikti daudzi pétiju-
mi aizkunga dziedzera karcinogenézes mehanisma izpétei. To mérkis biitu apzinat augsta
riska individus, izstradat diagnostikas metodes skriningam un agrinai diagnostikai.

Epidemiologija

Ar aizkunga dziedzera vézi pasaul€ katru gadu saslimst aptuveni 185 000-200 000
cilveku. Saslimstibai ir tendence pieaugt, ko izskaidro gan ar dzivildzes pieaugumu
(80% slimnieku ir vecuma no 60 Iidz 80 gadiem), gan ar labaku diagnostiku (10, 11).
Viriesi slimo nedaudz biezak neka sievietes (1,5-2 : 1). Saslimstiba Rietumvalstis ir vi-
dgji 10/100 000 virieSiem un 7/100 000 sievietem. Ja salidzina ar skaitliem citur pasaulg,
tad visaugstako saslimstibu novero starp afroamerikaniem (~ 20/100 000), savukart ze-
mako — starp Indijas, Singaptiras un Kuveitas iedzivotajiem (~ 1/100 000) (4, 5, 10, 11).
Saslimstibas raditaji Latvija 2004. gada ir $adi: kopa 377 gadijumi, no tiem 190 viriesi
(17,9/100 000) un 187 sievietes (15,0/100 000); 2005. gada: kopa 367 gadijumi, no tiem
199 viriesi (18,7/100 000) un 168 sievietes (13,5/100 000) (20). Sie skaitli ir daudz aug-
staki neka vidgji Eiropas valstis.

Aizkunga dziedzera veézis ir tipiska gados vecaku cilvéku slimiba. Aptuveni
80% slimnieku ir vecuma starp 60 un 80 gadiem, bet tikai 2% slimnieku ir jaunaki par
40 gadiem (11).

Diagnostika

Laboratoriska diagnostika. Rutinas laboratorijas testi — pilna asins analize, bio-
Kimijas analize, koagulogramma — nespecifiski, slimibas sakuma stadija biezi vien ir ne-
izmainTti, un butiskas izmainas tajos var konstatét tikai slimibas vélinas stadijas (ja ir
holestaze, divpadsmitpirkstu zarnas obstrukcija vai audzgja perforacija uz divpadsmit-
pirkstu zarnu ar asinosanu).

Specifiskie aizkunga dziedzera funkciju testi. Enokrinas funkcijas testi — gliko-
zes tolerances un arginina tests. Testi diezgan komplicéti, tadgjadi reti izmantojami (11).

Eksokrinas funkcijas testi. TieSie aizkunga dziedzera funkcijas testi — sekretina,
holecistokinina vai cerulina testi. Analizei izmanto aizkunga dziedzera sulu, ko iegtist
divpadsmitpirkstu zarnas zondé$anas laika pirms un p&c hormonu stimulacijas. Aizkunga
dziedzera véza diagnostika reti lietojami, parasti izmanto specializ€tos centros ierobezo-
tam pacientu skaitam. Oralie aizkunga dziedzera funkciju testi (N-benzoil-L-tirozil-p-
aminobenzolskabes tests un pankreolaurila tests), ka arT fekalie aizkunga dziedzera funk-
ciju testi aizkunga dziedzera véza agrina diagnostika ir mazinformativi, bet atseviskos ga-
dijumos, pieméram, endokrinas un eksokrinas substitiicijas terapijas uzsakSanai, noderigi
(11). Zemas jutibas un specifiskuma dél tie neietilpst neviena diagnostikas algoritma.

Serologiskie markieri. Serologiskos markierus var klasificét sikak: seruma enzimi,
ar tumoru saistiti antigéni, ektopiski producéti regulgjosi peptidi un hormoni. Ar tumoru
saistttiem antigéniem vajadz&tu bt vislabakajiem seruma diagnostikas markieriem, bet
lidz $im neviens specifisks tumora antigéns vai specifisks aizkunga dziedzera véZza anti-
géns nav identificéts, iznemot dazus markierus slimibas velinas stadijas.

Visbiezak izmantotais onkomarkieris aizkupga dziedzera véza gadijuma— CA

19-9 (karbohidrata antigéns) ar 80% jutibu un 90% specifiskumu. Normas skaitli —
< 39 U/ml. Tas nav stingri specifisks tikai aizkunga dziedzera adenokarcinomai,
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paaugstinatos skaitlos to var atrast arT citu gastrointestinalo audz&ju vélinas stadijas, ka
arT aknu cirozes, holestazes, akiita un hroniska pankreatita gadijuma. Diemzel tas nav
derigs ne skriningam, ne aizkunga dziedzera agrino stadiju diagnostikai, kad audzgjs vél
teorétiski ir rezekcjams, jo tikai 55% pacientu, kuriem audzgjs < par 3 cm, $is markieris
ir paaugstinats. Toméer to var izmantot prognozes noteikSanai, terapijas efektivitates iz-
verteéSanai un recidiva diagnostikai péc kirurgiskas operacijas (9, 11).

Jaunaks markieris ir M2 piruvatkinaze (M2PK) jeb piruvatkinazes izoforma, kas tika
atrasts nediferencétu un proliferéjosu audz&ju audos. Neaktivas diméru un monoméeru
subformas var noteikt seruma. Sakotngjie rezultati bija daudzsolosi, jo to nekonstat&ja
veseliem individiem, bet atrada aizkunga dziedzera véza pacientu seruma. Tomér talaka
izpéte nebija tik daudzsolosa, jo to atrada arT labdabigu aizkunga dziedzera slimibu, Tpasi
hroniska pankreatita, gadijumos. Tas, vai Sis markieris blis derigs aizkunga dziedzera
v&za agrinai diagnostikai, vl nav zinams (11).

A1l citi onkomarkieri, ka CEA (karcinoembrioggnais antigéns), alfa fetoproteins,
CA 125, CA 242, tiek atrasti pavairotos daudzumos aizkunga dziedzera véza vélinas sta-
dijas, tomé&r tiem ir zemaka diagnostiska vértiba neka CA 19-9. Izpétes stadija tiek noteik-
ti arT POA (pancreatic oncofetal antigen), Span-1, DU-PAN-2, TAG-72 onkomarkieri.

Tiek pétita jaunako onkomarkieru— disintegrina, metalloproteinazes (ADAMD),
aknu-intestinala kadherina — nozime aizkunga dziedzera véza agrina diagnostika (8).
Papildus izmantojot divdimensiju poliakrilamida gela elektroforezi, tiek pétiti arT proteo-
ma markieri, resp., specifiski audzgja izdaliti proteini, un tiek identificétas kalretikulina
specifiskas izoformas (1, 2).

Molekulara diagnostika. Ta ka notiek aizkunga dziedzera véZa intensiva izpéte, pa-
lielinas arT zinasanas par §T audz&ja gen&tiskam un molekularam aberacijam.

Aizkunga dziedzera adenokarcinomu raksturo $adas genétiskas izmainas:

1) onkogénu aktivacija— K-ras mutacija, sastopama 90% aizkunga dziedzera
véza slimnieku;

2) tumora supresorgénu inaktivacija — p53 tumora supresorgéna 5,7 un 8§ eksona
mutacija (50%);
tumoru supresorgénu CDKN2A/p16, DPC4/Smad delecija;
BRCA2 géna mutacijas;

3) DNS mismatch repair génu defekti — MLH1 un MSH2 (4%) — sastopami aiz-
kunga dziedzera véza hereditaru formu gadijuma.

Aizkunga dziedzera véza gadijuma atrodama arT dazadu augSanas faktoru pavairota
ekspresija: TGF-B (tumor growth factor), EGF (epidermal growth factor), aberantu mu-
cinu (MUC4) ekspresija utt. [zmantojot hromosomu un génu analizes metodes, aizkunga
dziedzera véza $unas tika atrastas multiplas citogenétiskas izmainas, kariotipa izmainas
ar hromosomu vai hromosomu plecu (1p, 9p, 17p un 18q) delécijam, ka arT noteiktu al]u
zudums (heterozigotas LOH zudums).

Lai var€tu izstradat aizkunga dziedzera véZa agrinas diagnostikas metodes, ir labi
jaizprot aizkunga dziedzera véza karcinogenéze. Ka notiek normala aizkunga dziedzera
duktala epitelija parveidosanas par duktalu adenokarcinomu? Lidzigi ka citiem dziedzera
epitélijaudz&jiem, tas notick vairakas PanIN (pancreatic intraepithelial neoplasia) dis-
plazijas stadijas (PanIN-1A, 1B, 2 un 3). Tomér joprojam nav skaidrs, kuras genétiskas
alteracijas un kada seciba sastopamas PanIN stadijas. Izmantojot mikrodisekcijas meto-
des, var analiz&t iepriekSmingtas génu mutacijas, delecijas vai ekspresijas Sajas displa-
zijas. Pirmie rezultati liecina, ka CDKN1A kombinacija ar K-ras un HER-2/neu sastop
agrinakas PanIN stadijas, turpretim p53 mutaciju un DPC4/Smad4 delécija sastopama
vélinakas Panln stadijas, ka arT jau invazivas adenokarcinomas stadija (11).
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Aizvien lielaka uzmaniba molekularaja diagnostika, skrininga un pamatprincipu iz-
strade tiek pieversta t. s. gimenes aizkunga dziedzera véZa sindromiem. Pieméram, perso-
nam ar BRCA2 mutaciju risks saslimt ar aizkunga dziedzera vézi ir 10 reizes lielaks, p16
géna mutacijas pacientiem ar gimenes multiplo melanomu — 20 reizes, bet pacientiem ar
hereditaro pankreatitu (PRSSI géna mutacija) — 50 reizes lielaks (11).

Rezumgjot iepriek§ minéto, jasecina, ka testu kliniska izmantojamiba, nemot véra
molekularo testu specifiskumu, jutibu un komplicétibu, joprojam nav skaidra. Ta ka ge-
nétiskas mutacijas ir daudzveidigas un nav skaidra to progresija no prick§véza stavokla
lidz metastatiskai karcinomai, nakotné molekularai diagnostikai biis nozime, kombing-
jot dazadus molekularos testa markierus. Tiek veikti dazadi petfjumi par molekulariem
markieriem, un rezultati ir loti dazadi, pat pretgji. Tadejadi aizvien plasak tiek diskutéts
par vienotu pacientu analizu panemsanu un standartiz&tu molekularbiologisko testu ie-
vieSanu, lai multicentru pétijumos iegiitie rezultati biitu ar ticamu reproduktivitati, jutibu,
specifiskumu, resp., t. s. evidence-based medicine.

Molekulara diagnostika tiek lictota specializ&tos centros, tacu diezgan reti, galve-
nokart iedzimtu sindromu (hereditarais pankreatits un gimenes parmantotais aizkunga
dziedzera v&zis) gadijumos.

Radiologiska diagnostika

Ultrasonoskopija. Agrinai diagnostikai ir maza diagnostiska vertiba. Aptuveni
10-20% gadijumu aizkunga dziedzeris nav vizualiz&jams vai vizualiz€jams dal&ji. Testa
jutibaun specifiskums dazados literatiiras avotos loti vari€ un ir atkarigs no arsta radiologa
pieredzes. Pieredzgjis arsts sniedz rezultatu ar jutibu 90%, specifiskumu 99%. Papildinot
izmeklgsanu ar Doplera sonografiju un kontrastvielas ievadi, kas palidz diferencét audu
vaskularizaciju, metodes jutiba un specifiskums ir ievérojami palielinajusies (jutiba lidz
87%, specifiskums Iidz 94%). Tadgjadi, ieverojot metodes piecejamibu un vienkarso iz-
mekl&sanu, ta aizvien ir pirma izmekl&$ana gan stacionara, gan ambulatoraja praksg, ja ir
aizdomas par aizkunga dziedzera patologiju (11, 12).

Datortomografija (DT). Sai metodei paslaik ir vislielaka diagnostiska vértiba. Ta ir
izvéles metode aizkunga dziedzera agrina diagnostika un stadijas noverté$ana, kura iz-
manto jaunakas paaudzes trisfazu spirales DT ar ultraplaniem griezumiem (1-2 mm) un
kontrastvielas ievadi (arteriala, parenhimatoza, portovenoza faze). Metodes jutiba — 90%,
audzg€jiem < 2 cm — 78%, specifiskums — lidz pat 100% (14). Ka izn@mums ar viltus ne-
gativiem rezultatiem tiek minéti audzgji, kas lokaliz&jas tuvu papillai, ja ieprieks ir veikta
papilotomija ar stenta implantaciju. Sinf situacija, palielinoties §T rajona vaskularizacijai
(asinoSanas un iekaisuma dgl), zid aizkunga dziedzera kontrasts, kas labi redzams, ieva-
dot kontrastvielu un novértgjot parenhimatozo un portovenozo fazi. Tapat viltus negativi
rezultati tick aprakstiti gadijumos, ja aizkunga dziedzera vézis attistas paraléli iekaisu-
mam aizkunga dziedzera galvina (11). Metodes jutiba ir zemaka, izmantojot dualas fazes
kontrastpastiprinoSo spirales DT. Pieméram, audzgjiem, mazakiem par 1,5 cm, jutiba ir
tikai 67% (15). Japiebilst, ka tiesi tumora lielumam diagnostikas bridt ir izskirosa no-
zime. 100% 5 gadu dzivildze tiek sasniegta, ja audz&js diagnostikas bridi ir mazaks par
1 cm, resp., lokaliz&jas pie intraduktala epitelija bez parenhimas, asinsvadu, perineiralas
un limfvadu iesaistiSanas (16). Dzivildze krasi samazinas, ja audzgja lielums diagnostikas
bridi ir lielaks par 1 cm.

Endoskopiska ultrasonografija (EUS). Laba diagnostikas metode maza izméra

audz€ju diagnostikai, v. portae infiltracijas noteikSanai, limfmezglu metastazu un maza
izméra ascita noteikSanai (resp., audzgja stadijas un pirmsoperacijas rezec&jamibas
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noteikSanai). Gan DT, gan EUS tiek min&tas ka vienlidz labas maza izméra audzgju dia-
gnostika, tomér viena pétijuma prieksroka tick dota EUS (17). Neskaidros gadijumos ie-
sp&jama aspiracijas citologija, kas palielina jutibu lidz 95%, specifiskumu Iidz 100% (19).
Metodes trilkums ir procediiras invazivums un tas, ka lielu audzgju gadijumos ne vienmér
precizi iesp&jams izvertét asinsvadu infiltraciju. Savukart NEST (No Endosonographic
Detection of Tumor) pétijuma rezultati liecina, ka 20 pacientiem ar aizkunga dziedzera
adenokarcinomu sakotngja diagnoze ir hronisks pankreatits (13), diftiza infiltrgjosa kar-
cinoma (3), akiits pankreatits (1), resp., daudz viltus negativu rezultatu. 5 pacientiem ar
sakotngji negativu EUS péc 2-3 ménesiem atkartoti veicot EUS, tika konstateta aizkunga
dziedzera adenokarcinoma (18).

Magnétiskas rezonanses izmekléjums (MRI). Trikst p&tijumu, kuros tiktu salidzi-
nata §1 izmekleéSanas metode ar DT un EUS. Dazi specialisti uzskata, ka DT un EUS
biitu priekSrociba aizkunga dziedzera véZza agrina diagnostika. Ipasi kombingjot ar MR
angiografiju, specialisti pielidzina $1s metodes jutibu un specifiskumu gan DT, gan EUS
izmekl&jumam. Ja ir aizdomas par Zultscelu vai aizkunga dziedzera intraduktalu patologi-
ju, prieksroka biitu dodama magnétiskas rezonanses holangiopankreatografijai.

Endoskopiska retrograda holangiopankreatografija (ERHP). Attistoties jauna-
kam, mazak invazivam izmekl&$anas metodém (DT, EUS, MRI), ERHP ir zaudg&jusi savu
agrako diagnostikas nozimi. PriekSrociba biitu dodama vienigi neskaidru zultscelu vai
aizkupga dziedzera vadu patologijas gadijuma, kad ir iesp&jama intraduktala sonosko-
pija vai pankreatoskopija ar histologijas, citologijas materiala iegti$anu, ka arT mazu pa-
pillas tumoru diagnostika (11, 12). Nakotné perspektiva varétu bat aizkunga dziedzera
sulas analize (K-ras mutacijas, p53, p16 mutacijas noteikSana) agrinai véza diagnostikai.
Joprojam aktuala ir terapeitiska ERHP, piemé&ram, stenta ievietoSana paliativos noliikos
obstruktivas dzeltes gadijuma.

Pozitronu emisijas tomografija nav rutinas metode aizkunga dziedzera diagnostika,
ta tiek rekomendgéta attalu metastazu un recidivu diagnostika (11, 12).

Secinajumi
Aizkunga dziedzera véza agrina diagnostika joprojam ir aktuala visa pasaulé.
Lielakajai dalai pacientu diagnoze tick noteikta novéloti (80%), tikai 20% pacientu ir
iesp&jama radikala operacija, bet agrino recidivu dél 5 gadu dzivildze ir mazaka par 5%.
Izveles diagnostikas metodes aizkunga dziedzera véza agrinakai diagnostikai un

pirmsoperacijas rezecgjamibas noteiksanai ir spirales datortomografija un endoskopiska
ultrasonografija.

Joprojam nav pietiekami jutigu un specifisku seromarkieru slimibas agrinai diagnos-
tikai un riska grupu skriningam. Nakotn€ perspektiva agrina diagnostika varétu but kom-
bingétam molekularo testa markieru panelim.

Pateiciba

Raksts tapis ar Eiropas Sociala fonda atbalstu.
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Summary

Pancreatic cancer (PC) is one of the most aggressive cancers. It represents the fourth leading cause
of cancer-related mortality, Statistc date shows that morbidity is equal to mortality, 5 year survival
is less than 5 %. PC has been resistant to all conventional and modern therapies available. Many
clinical and experimental studies have been done in the past few years for detecting the mechanisms
of the pancreatic carcinogenesis, PC genetics in order to identify individuals at increased risk, and
for establishing of diagnostic methods for screening. Until now no serum markers with high enough
sensitivity and specificity are available for early diagnostic of PC. From radiological methods
available the best assessments have been achieved by thin-section triple-phase helical computer
tomography and endoscopic ultrasonography. In the future perspective early diagnostic could be
done in combination with several molecular test markers.

Key words: pancreatic carcinoma, early diagnostics, carcinogenesis, molecular markers, computer
tomography.
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Arteriala hipertensija ir misdienas |oti izplatita slimiba ar multifaktorialu etiologiju. Hipertensijas
patofiziologijas galvenie elementi ir palielinata asinsvadu periféra rezistence un kreisa kambara dis-
funkcija. Tadgjadi, meklgjot asociaciju ar hipertensiju, Ipasi interesanti ir géni, kas regul€ karnitina
sint€zi un transportu, ka arf géni, kas ir iesaistiti slapekla oksida produkcija.

Darba mérkis ir petit gamma-butirobetaina hidroksilazes (BBOX1) géna un endotelialas slapekla
oksida sintazes (eNOS) géna polimorfismu asociaciju ar hipertensiju Latvijas populacija.

DNS paraugi sanemti no Latvijas genoma kolekcijas. BBOX1 un eNOS géni analiz&ti bioinfor-
matiski. Genotip&Sana, izmantojot MALDI TOF tehnologiju un sekvencé$anu, pasutita Latvijas
Biomedicinas centra. Statistiskai datu apstradei izmantotas Microsoft Word Excel un Fisher’s & Chi
programma.

BBOX1 gena identificéts 241 SNP. eNOS géna identificéti 162 SNP. Genotip&Sanai izveleti
BBOX1 géna SNP C! — T un eNOS géna cSNP A% — G, un ¢SNP C¥* — A. Nav konstate-
ta izvéléto polimorfismu asociacija ar esencialo hipertensiju Latvijas populacija. Polimorfismam
¢SNP A3% — G Latvijas populacija novérota tikai G aléle un GG genotips. Novérota tendence,
ka eNOS c¢SNP C¥* — A genotipam AA ir paaugstinats biezums hipertonijas slimnieku grupa un
BBOX1 SNP C! — T genotipam TT ir paaugstinats bieZums hipertonijas slimnieku grupa.
Neviens no pétitajiem polimorfismiem nav asociéts ar arterialo hipertensiju Latvijas populacija.
Tomér BBOX1 géna polimorfisma SNP C! — T genotips TT un eNOS géna cSNP C¥* — A AA
genotips ir biezak novérojami primaras arterialas hipertensijas slimnieku grupa.

Atslégvardi: primara arteriala hipertensija, BBOX1 géns, eNOS géns, polimorfisms, Latvijas po-
pulacija.
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Ievads

Hipertensija ir viena no izplatitakajam misdienu slimibam, saslimstiba ar to pieaug
visur pasaulé. P&c aptuveniem aprékiniem, 7-8 miljoni cilvéku katru gadu mirst no pa-
augstinata asinsspiediena sekam, bet 59 miljoni cilvéku cie$ no ta. Vislielako saslimstibu
ar hipertensiju un mirstibu no tas novero attistitajas Rietumvalstis: ASV un Rietumeiropa.
Tacu ar1 attistibas valstis $1 slimiba kliist aizvien izplatitaka (22).

Latvija kardiovaskularas patologijas (taja skaita hipertensija) ir galvenais hospita-
las saslimstibas un mirstibas c€lonis. Pieméram, 2004. gada no slimnicas izrakstito un
miruSo pacientu skaits ar diagnozi ,,arteriala hipertensija” bija 11194. Kopuma izraksti-
to un mirus$o pacientu skaits ar diagnozém ,.hipertensija”, ,,koronara sirds slimiba” un
,miokarda infarkts” bija 32424 (p&c Veselibas statistikas un medicinas tehnologiju valsts
agentiras datiem).

Hipertensija ir galvenais riska faktors tadam kardiovaskularam komplikacijam ka
insults, miokarda infarkts, trombembolija u. ¢. Tap&c ipasa nozime ir savlaicigai hiperten-
sijas diagnozei un arst€Sanai. Tomé&r mazak neka tresdalai hipertensijas pacientu hiperten-
sija tiek atklata sakumstadija, nevis to komplikaciju dél. Gritibas laikus diagnosticét pa-
augstinatu asinsspiedienu un adekvati to kontrolét ir dalgji izskaidrojamas ar hipertonijas
multifaktorialo etiologiju. (22).

30% gadijumu arterialas hipertensijas c€lonis ir iedzimtiba (1). PE€d&jas desmitgades
ir identificéti vairaki hipertensijas kandidatgéni. Galvenas So g€nu grupas: renina-
angitenzina-aldosterona sistémas géni, o un [ adrenoreceptoru géni, lokalo asinsvadu
tonusu regulgjoso proteinu géni, G proteinu geéni, oo un  aducina géni, lipoproteidu
apoproteinu un to receptoru geni.

Hipertensijas patogeng&zes pamatelementi ir kreisa kambara disfunkcija un palielinata
asinsvadu periféra pretestiba. Pastav uzskats, ka hipertensijas patogen&zé sakotngji (ie-
sp&jams, palielinatas adrenergiskas aktivitates dél) palielinas sirds izsviede. Ka atbilde uz
palielinato sirds mindtes tilpumu picaug asinsvadu periféra pretestiba. Ja ta paliek palieli-
nata ilgstosi, sirds kreisais kambaris ar laiku hipertrof€jas, taja tiek trauc@ts metabolisms,
kas var radit tadas komplikacijas ka, pieméram, sirds mazspgja. Paaugstinata spiediena
apstaklos attistas ari endotélija disfunkcija, veicinot strauju aterosklerozes progresiju un
palielinot trombembolijas, insulta un miokarda infarkta risku. Tacu So komplikaciju attis-
tibas atrums dazadiem pacientiem ir atSkirigs. Tapéc saistiba ar hipertensiju zinatniekus
interes€ gan géni, kuri regulé miokarda metabolismu (piem&ram, karnitina metabolismu),
gan arT géni, kuri varétu sekmét endotélija funkciju saglabasanu paaugstinata spiediena
apstaklos (vazodilatgjosas substances, pieméram, slapekla oksids). Sim p&tfjumam autori
ir izv€lgjusies divus génus — gamma-butirobetaina hidroksilazes génu jeb BBOX1 (gam-
ma-butirobetaina hidroksilaze katalizg karnitina veidosanos) un endotelialas slapekla ok-
sida sintazes génu jeb eNOS (eNOS kataliz€ NO veidosanos endoteliocitos). Apkopojot
dazadu pétijumu datus, ir izveidota darba hipotéze (sk. 1. att.).

Darba mérkis ir izpétit gamma-butirobetaina hidroksilazes un eNOS géna polimor-
fismus, izmantojot pieejamas datubazes, un izveleties polimorfismus, kas varétu bt
perspektivi, p&tot asociaciju ar hipertoniju, noteikt izv€léto polimorfismu al€lu sada-
li Latvijas populacija un salidzinat polimorfismu al&lu sadali kontroles un hipertonijas
slimnieku grupa.
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1. attéls. eNOS un BBOXI1 géna polimorfisma iespéjama ietekme uz hipertensijas attistibu
Possible role of eNOS and BBOXI genes in pathogenesis of essential hypertension

Apkopots péc Tripodi et al, 2005 un Bueno et al, 2005, un Wolff et al, 2005. BBOX1 — gamma-
butirobetaina hidroksilaze, eNOS — endoteliala slapekla oksida sintaze, PGI, — prostaglan-
dins I, (prostaciklins), NO — slapek]a oksids, | — samazinats

Summarized after Tripodi et al, 2005 un Bueno et al, 2005 un Wolff et al, 2005. BBOX1 - gamma-
butyrobetaine hydroxylase, eNOS - endothelial nitric oxyde synthase, PGI, - prostoglan-
din I » NO - nitric oxide, | - decreased

Materiali un metodes

Populacija. Pacientu DNS paraugi sanemti no Latvijas Genoma centra kolekcijas ar
LR Centralas &tikas komisijas atlauju. Pamatojoties uz pacientu anketas eso$o informaci-
ju, kas sastav no arsta aizpilditas dalas un pacienta aizpilditas dalas, tika izveidotas divas
pacientu grupas: gadijumu grupa (hipertensijas pacienti) un kontroles grupa.

Gadijumu grupas raksturojums. Kritériji ieklauSanai gadijjumu grupa: diagnoze
»arteriala hipertensija” pacientu anketas pirmaja lapa, ko aizpilda slimnicas arsts, un
pacienta pozitiva atbilde uz anketas jautajumu ,,Vai jums ir diagnosticéts paaugstinats
asinsspiediens?” Gadijumu grupu veido 110 pacienti ar diagnozi ,,arteriala hipertensija”.
92% gadijumu grupas pacientu ir no Paula Stradina Kliniskas universitates slimnicas
kardiologijas nodalam un slimo ar koronaro sirds slimibu. 8% pacientu ir no citu Rigas



100 MEDICINA

slimnicu onkologijas un reimatologijas nodalam. Vid&jais vecums grupa — 61,2 gadi.
44% no gadijumu grupas pacientiem ir sievietes, 66% — viriesi. Vidgjais kermena masas
indekss (KMI) gadijumu grupa — 28,9. 68% §1s grupas pacientiem kermena masa par-
sniedz normas robezu (KMI > 25). Vidgjais holesterina limenis asinis gadijumu grupas
pacientiem — 5,45 mmol/l. 23% §Ts grupas pacientu ir aktivi smeketaji, 41% pacientu ir
bijusie sméeketaji, 30% — nekad nav smék&jusi, 6% nav datu par smekésanu. 10% gadiju-
mu grupas pacientu slimo ar cukura diab&tu (diab&ta tips neprecizéts), 9% dati par cukura
diabéta diagnozi nav precizi.

Kontroles grupas raksturojums. Kriteriji ieklausanai kontroles grupa: diagnozes
»primara arteriala hipertensija” trikums arsta aizpilditaja anketas dala un negativa at-
bilde uz jautajumu ,,Vai jums ir diagnosticSts paaugstinats asinsspiediens?” Kontroles
grupu veido 109 pacienti. Vidgjais vecums grupa — 43,2 gadi. 66% no tiem ir jauni ve-
seli brivpratigie, 34% ir onkologijas un neirologijas nodalu pacienti ar normalu asins-
spiedienu. 77% no kontroles grupas pacientiem ir sievietes, 23% — viriesi. Vidgjais KMI
§1s grupas pacientiem — 24,1. 23% pacientu kermena masa parsniedz normas robezu
(KMI > 25). Dati par holesterina ITmeni asinis un smék&Sanas statusu S§Is grupas pacien-
tiem nav zinami.

BBOX1 un eNOS génu bioinformatiska analize. BBOX1 un eNOS géni un to vie-
na nukleotida aizvietojumi analiz&ti ar NCBI datubazes (www.ncbi.nih.gov) un PupaSNP
programmas (http://pupasnp.bioinfo.ochoa.fib.es/) palidzibu.

DNS paraugu sagatavoSana. DNS paraugi krajumu koncentracijas sanemti no
Latvijas Genoma centra kolekcijas. DNS koncentracija krajumos ir 20-800 ng/pl. DNS
Skidumi ar darba koncentraciju 60 ng/ul izveidoti, pievienojot sterilo ideni nepiecieSama
daudzuma. DNS skidumi uzglabati -20 °C.

DNS fragmentu amplifikacija. Darba izmantota alélspecifiska PCR BBOX1 géna
markiera SNP C!' — T genotip&Sanai ar al€]specifiskiem praimeriem un 300 bp fragmenta
amplifikacija ap SNP C! — T sekvencé$anai. Stradajot ar eNOS génu, tika amplificéts
474 bp liels fragments ap cSNP A3 — G un 246 bp liels fragments ap cSNP C¥* — A to
talakai apstradei ar restriktazém un sekvencesanai.

Praimeru izstrade. Praimeri izstradati ar programmu primer3 (http://fokker.wi.mit.
edu/cgibin/primer3/primer3 www.cgi), tie pasititi firma Metabion International AG
(Lena-Christ-Strasse 44/1, D-82152 Martinsried/Vacija).

Praimeru kusanas temperatiira aprékinata péc formulas: t* =~ 4(G + C) + 2(A + T).
Praimeru piesaistes temperatiira izvél&ta, pamatojoties uz to kusanas temperatiiru.

PCR - DNS fragmentu amplifikacija. BBOX1 géna SNP C' — T izmantota alg|-
specifiska amplifikacija. Ar katru DNS paraugu veiktas divas PCR reakcijas (ar katru
al€lspecifisko tieSo praimeri atseviski). eNOS géna fragmentu amplifikacijai un BBOX1
gtna fragmenta amplifikacijai (tie bija paredzeti talakai sekvenc€sanai un restrikcijai) tika
veikta viena PCR reakcija ar katru DNS paraugu.

PCR reakcijas izmantoti Fermentas firmas reagenti:

1) desmitkartigs PCR buferis bez magnija hlorida (sastavs: 100mM Tris-HCl
(pH 8,8 25 °C), 500mM KCI un 0,8% Nonidet P40);

2) desmitkartigs PCR buferis ar (NH,),SO, (sastavs: 750 mM Tris-HCI
(pH 8,8 25 °C), 200 mM (NH,),SO,, 0,1% Tween 20;

3) 25 mM magnija hlorida skidums;

4) 10mM dNTP skidums (satur pa 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP);

5) rekombinanta Taq DNA polimeraze 5u/pl;

6) 10 pmol/ul praimeru skidumi sterilaja tdent.
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Amplifikacijas produkta restrikcija ar alélspecifiskam restriktazem. eNOS géna
markieru cSNP A3 — G un ¢SNP C**— A genotip&Sana veikta ar restrikcijas fragmentu
analizi. Restrikcijas saiti atrasti ar programmas RestrictionMapper palidzibu (www.res-
trictionmapper.org). Izmantotas restriktazes Nael un Mbol. Restriktazes Nael un Mbol un
restrikcijas buferi iegadati firma Fermenta.

Restrikcijas reakcijam nepiecieSami:

1) 10x buferis Y*/Tango™ (sastavs: 33 mM Tris-acetats (pH 7,9 37 °C), 10 mM
magnija acetats, 66 mM kalija acetats, 0,1 mg/ml BSA), restriktaze Nael
(10 u/pl);

2) 10x buferis R* (sastavs: 10 mM Tris-HCI (pH 8,5 37 °C), 10 mM MgCl,,
100 mM KCl, 0,1 mg/ml BSA), restriktaze Mbol (10 u/pl), sterils @idens.

PCR produktu analize veikta ar gela elektroforézes palidzibu.

SNP genotipésana ar MALDI-TOF masas spektrometru (genoSNIP). SNP ge-
notipésana ar MALDI-TOF MS (genoSNIP) un DNS sekvencésana ar Abi Prizm 3100
Genetic Analyzer sekvenatoru pasiitita Latvijas Biomedicinas p&tijumu un studiju cen-
tra.

Sekvencu salidzinasana (multiple alignment) ar Clustalw programmu. Sekvencu
salidzinaSana jaunu polimorfismu atpaziSanai veikta ar Clustalw programmas palidzibu
(http://clustalw.genome.jp).

Datu apstrade un statistiska analize. No iegiitajiem rezultatiem aprekinatas alelu
un genotipu frekvences katram lokusam hipertensijas gadijumu grupa un kontroles gru-
pa ar Microsoft Excel programmu. Katrai alélei noteikts sagaidamais heterozigotates in-
dekss, kas rada, cik liela dala no populacijas genotipa ir heterozigota stavokli. NoteikSana
izmantota formula:

h=(1—pr)

Al&lu un genotipu frekvencu atSkiribas statistiska ticamiba starp gadijumu un kontro-
les grupu noteikta ar hi kvadrata (?) kritérija metodi pie ticamibas p < 0,05, izmantojot
datorprogrammu Fishers + Chi.

Rezultati

Bioinformatiska analize

BBOX 1 géna analize. Datubazu analize rada, ka BBOX1 géns atrodas 11 hromo-
soma pl4,2 un ir 86 Kbp gars, satur 7 eksonus, un ta transkripts ir 1438 bp gars. BBOX1
génam ir nekanoniska Kozaka sekvence. Geéns satur 241 SNP, no kuriem 2 atrodas ne-
kodgjosas gena dalas, 3 — eksonos, 236 — intronos. Eksonos esosie SNP ir sinonimiski,
proti, tie neizraisa aminoskabes mainu. Viens SNP —1 pozicija atrodas Kozaka sekvencg,
divi — eksonu splaisinga enhanseru (ESE) rajonos (vietas, kuras pie RNS saistas serinu
saturosie proteini (SR proteini), kas regulé splaisinga mehanismu), viens SNP — géna
3’ gala (sk. 1. tab.). Polimorfisma izpétei tika izvéléts SNP —1 pozicija SNP C!' — T
(rs2305095), jo nukleotidu aizvietojumi Kozaka sekvencé varetu ietekm&t ribosomu
saistosa saita aktivitati un tadgjadi proteina sintézi (sk. 2. att.).

eNOS géna analize. eNOS géns atrodas 7. hromosoma q36, tas ir 23,5 Kbp gars, sa-
tur 26 eksonus, ta transkripts ir 4400 bp garS. Géna ir identificéti 162 SNP, no kuriem 16
atrodas eksonos, 20 nekod&josas géna dalas, 126 — intronos. No eksonos esosajiem SNP 7
ir nesinonimiski (izraisa aminoskabes mainu), 9 ir sinontmiski SNP (sk. 2. tab.).
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BBOX1 géna shéma. 11p14.2 NM_003986

= = = = = = = = =

Regions 3 = 4§ 8§ 5§ B8 & g =

A A A o

5 GGAAAICTIATGG | [] [ |
BBOX1

2. attels. BBOX1 géna shéma péc avota NM_003986
Scheme of BBOX1 gene after NM_003986

Tumspeléki — introni; gai$peleki — eksoni, kvadratiekavas — SNP C! — T polimorfisms. Paradita
BBOXI1 géna Kozaka sekvence

Dark grey - introns, light grey - exons, in square brackets - polymorphism SNP C ' — T. The
Kozak sequence of BBOX1 gene is shown

1. tabula
Interesantakie BBOX1 géna SNP
The most interesting SNPs of BBOX1 gene
SNP grupa SNP rs kods | SNP aléles | AS pozicija | AS maipa | Nozime Ietekméjamais
SR proteins

10767598 |T/C 47 Ser/Ser ESE sc35
kodgjosie 3183973 | T/C 136 His/His |ESE SIp55

1044273 A/G 302 Val/Val sinonimisks | -

Atrodas

netransléjamas 2305095 C/T - - Kozakal-
géna dalas sekvence

1044281 T/G - - - -

Izvertgjot eNOS géna SNP iesp&jamo funkcionalo nozimi ar PupaSNP programmu,
konstatéts, ka 7 SNP atrodas ESE rajonos.

eNOS géna polimorfisma izpétei izvéléti 2 nesinontmiski SNP: ¢SNP A3 — G
(rs3918166), kura G aléle nodrosina, bet A aléle novérs SR proteina sf2 saistiSanos; un
cSNP C¥* — A (rs1799983), par kuru ir oti daudz literattiras datu un kura alélu maina
ietekm€ SR proteTna sc35 saistiSanos (sk. 3. att.).

Kopuma genotip&Sanai izveleti 3 polimorfismi (sk. 3. tab.)

BBOXI1 géna SNP C ! — T genotipéSana

BBOXI1 géna SNP C! — T genotipéSana ar alélspecifisko PCR. Genotipgjot katru
DNS paraugu, ar to veiktas 2 PCR reakcijas: atseviski ar katru al€lspecifisko tieSo prai-
meri un ar vienu un to pasu reverso praimeri.

P&c visu DNS paraugu genotip&sanas rezultati apstradati ar Microsoft Office Excel
programmu, lai aprékinatu SNP C! — T al&lu frekvences un genotipu sadali. Novert&jot
iegiito rezultatu ticamibu, tika aprékinats gaidamais heterozigotates indekss péc formulas

h=(-Yp’)
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2. tabula
Interesantakie eNOS géna kodgjosie SNP
The most interesting coding SNPs of eNOS gene
SNP rs kods SNP aléles AS pozicija AS maina Nozime Ietekméjamais
SR proteins
3918166 A/G 112 Gln/Arg ESE sf2
1549758 C/T 258 Asp/Asp sinontmisks
9282803 C/T 283 Asn/Asn sinonimisks
9282804 C/T 287 Asp/Asp sinonimisks
1799983 C/A 298 Glu/Asp ESE sc35
7792133 A/G 665 His/Arg ESE sc35, srp40
2566514 G/C 666 Ala/Ala sinonimisks
11552661 T/C 737 Leu/Leu sinontmisks
3918232 A/G 827 Met/Val ESE sc35, srp55
3918201 T/G 885 Met/Arg ESE sf2
3918233 T/C 946 Pro/Pro sinonimisks
3918234 T/A 982 Leu/Gln ESE sf2, sc35
6947833 C/G 991 Ser/Cys ESE sc35, srp55
1064353 T/C 1010 Ile/Ile sinonimisks
3730011 A/G 1060 Glu/Glu sinonimisks
3918211 C/T 1117 Val/Val sinonimisks
3. tabula
Datu apkopojums par izvéléetiem BBOX1 un eNOS géna markieriem
SNPs genotyped in this study
Gens SNP kods SNP nosaukums Funkcija Nozime
BBOX1 Rs2305095 SNPC!'—T sinonimisks Atrodas Kozaka
sekvenceé
eNOS Rs3918166 cSNPA*»— G |GInll12 — Arg ESE
eNOS Rs1799983 cSNPC¥*— A Glu298 — Asp | ESE

Izradijas, ka gaidamais heterozigotates indekss ir loti atskirigs no p&tijjuma autoru
iegiita rezultata (gadijumi: iegiitais 0,70; sagaidamais 0,49; kontroles: iegiitais 0,76, sa-
gaidamais 0,49). STiemesla d&| genotipesana tika atkartota ar MALDI-TOF tehnologiju.

BBOXI1 gena SNP C!' — T genotipésana ar MALDI TOF tehnologiju. Biezak
sastopama aléle abas pacientu grupas ir C aléle, retak sastopama T alle, kaut gan al€lu
frekvences ir lidzigas. C al€les frekvence gadijumu grupa ir 0,89; kontroles grupa — 0,90.
T aléles frekvence gadijumu grupa ir 0,11; kontroles grupa — 0,10 (sk. 4. att.). Visbiezak
sastopamais genotips abas grupas ir C/C. Tas novérots ar frekvenci 0,82 gadijumu grupa
un 0,80 — kontroles grupa. C/T genotipa frekvence ir 0,15 un 0,20 attiecigi gadijumu un
kontroles grupa. T/T genotips konstatéts ar frekvenci 0,03 gadfjumu grupa un ar frekvenci
0,00 kontroles grupa (sk. 5. att.). Apstradajot iegtitos rezultatus pec x> kritérija, statistiski
ticama atSkiriba starp al€lu un genotipu sadali gadijumu un kontroles grupa netika no-
verota — p vertiba lielaka 0,05.

eNOS géna cSNP A% — G genotipésana

c¢SNP A% — G genotipéSana ar restrikcijas fragmentu analizi. eNOS géna poli-
morfisma cSNP A%’ — G genotip&Sana uzsakta ar restrikcijas fragmentu analizes metodi
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eNOS géna fragments
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eksons 5f2 sc35

3. attéls. eNOS gena fragmentu shema
Scheme of eNOS gene fragment

Tumspeleki — introni, gaiSpeleki — eksoni, paraditi SNP (tre$aja eksona — polimorfisms cSNP A3
— G; septitaja eksona — polimorfisms cSNP C** — A). Slipas svitras — tiek izlaists géna
fragments. Zem géna — SR proteini sf2 un sc35 un to aptuvenas saistiSanas vietas (bulti-
nas)

Dark grey - introns, light grey - exons, the SNPs of interest are shown (in exon 3 - polymorphism
¢SNP A% — G, in exon 7— polymorphism ¢cSNP C** — A)
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4. attels. SNPC'— T alélu frekvences gadijumu un Kontroles grupa
Frequences of SNPC' — T alleles in groups of cases and controls

y ass — al€]u frekvence, x ass — aléles. Svitroti stabini — alé]u frekvence gadijumu grupa; punktoti
stabini — al€]u frekvence kontroles grupa. Pa kreisi — C al€les frekvence, pa labi — T al€les
frekvence. Virs stabiniem noradita p vertiba, kas raksturo alglu frekvences atskiribas sta-
tistisko ticamibu starp gadijumu un kontroles grupu.

Lined columns - allele frequences in cases group, dotted columns - allele frequences in control
group. To the left - Frequency of C allele, to the right - frequency of T allele. p value,
which characterizes the diffenrence between the groups, is shown above the columns



J. Sokolovska, M. Dzintare, T. Sjakste, G. Latkovskis, N. Sjakste. BBOX1 un.. 105

! P>0,05
08 +—777-
s |
g E'j __% gadijumi
= 0:2 % Prs kontroles
% R
’ :o | T ' ET
genotips

5. attels. SNPC'— T genotipu sadale gadijumu un kontroles grupa
Frequences of SNPC™' — T genotypes in groups of cases and controls

y ass — genotipu frekvence; x ass — genotipi. Svitroti stabini — genotipu frekvence gadijumu grupa;
punktoti stabini — genotipu frekvence kontroles grupa. Pa kreisi — CC genotipa frekvence,
vidi — TT genotipa frekvence, pa labi — CT genotipa frekvence. Virs stabiniem noradita p
vertiba, kas raksturo genotipu frekvences atskiribas statistisko ticamibu starp gadijumu un
kontroles grupu

Lined columns - genotype frequences in cases group, dotted columns - genotype frequences in
control group. To the left - frequency of CC genotype, center - frequency of TT genotype,
to the right - frequency of CT genotype. p value, which characterizes the diffenrence be-
tween the groups, is shown above the columns

24 paraugos. PCR produkta pilniga restrikcija ar Nael restriktazi netika noverota neviena
parauga. Analizgjot reakcijas produktus uz elektroforézes gela, vienmér konstateti sa-
Skeltie fragmenti ar garumu 280 bp un 193 bp un nesaskeltais fragments ar garumu 474.
Tadgjadi var secinat, ka visos 24 paraugos novérojama heterozigotate — G/A genotips. Lai
parbauditu So rezultatu ticamibu, tika sekvencéti 474 bp gari DNS fragmenti, kas satur
cSNP A% — G pozicija 280.

¢SNP A3 — G saturo$o fragmentu sekvencé$ana. Visos 24 paraugos péc sek-
vencéSanas rezultatiem tika noveérots GG genotips. Tas nozimé, ka restrikcijas reakciju
neizdevas optimizet pietickami, lai nodrosinatu pilnigu PCR produkta skel$anu. Tads re-
zultats bija sagaidams, jo Nael restriktazes skel$anas vieta pieder pie rezistento DNS saitu
grupas.

Ta ka Saja gadijuma nebija iesp&jams atskirt nepareizus rezultatus no patiesiem re-
zultatiem, analizgjot restrikcijas produktu garumu, visi paraugi tika genotipéti ar MALDI
TOF tehnologiju.

c¢SNP A3*— G genotipésana ar MALDI TOF tehnologiju. Gadijumu un kontroles
grupa polimorfismam cSNP A% — G novérota tikai G aléle un GG genotips. Tadgjadi G
aleles un GG genotipa frekvence abas grupas ir 1,00.
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eNOS géna cSNP C¥* — A genotipéSana

eNOS géna cSNP C**— A genotip€$ana ar restrikcijas fragmentu analizi. eNOS
géna polimorfisma cSNP C¥* — A genotip&Sana tika uzsakta ar restrikcijas fragmentu
analizes metodi 24 paraugos. P&c restrikcijas analizes rezultatiem genotipu sadale ir $ada:
CC-0,63; CA-0,33; AA - 0,04. Parbaudot Sos rezultatus ar sekvencésanu, 20% geno-
tips pec restrikcijas un sekvencésanas datiem nesakrita. Tadgjadi visi DNS paraugi tika
genotip&ti ar MALDI TOF Latvijas Biomedicinas p&tijumu un studiju centra.
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6. attels. ¢SNP C¥* — A alélu frekvences gadijumu un kontroles grupa
Frequences of cSNP C¥*— A alleles in groups of cases and controls

y ass — alelu frekvence, x ass — al€les. Svitroti stabini — al€lu frekvence gadijumu grupa; punktoti
stabini — al€lu frekvence kontroles grupa. Pa kreisi — C al&les frekvence, pa labi — A al€les
frekvence. Virs stabiniem noradita p vertiba, kas raksturo alglu frekvences atskiribas sta-
tistisko ticamibu starp gadijumu un kontroles grupu

Lined columns - allele frequences in cases group, dotted columns - allele frequences in control

group. To the left - Frequency of C allele, to the right - frequency of A allele. p value,
which characterizes the diffenrence between the groups, is shown above the columns

eNOS géna c¢SNP C* — A genotipésana ar MALDI TOF tehnologiju.
Polimorfismam c¢SNP C¥* — A iegitas alélu frekvences gadijumu grupa ir $adas: C —
0,72; A—0,28; kontroles grupa: C —0,77; A— 0,23 (sk. 6. att.). Statististiski ticama atski-
riba starp alélu frekvencém gadijumu un kontroles grupa netika novérota (p > 0,05).

Visbiezak sastopamais genotips ir CC genotips — ta frekvences attiecigi gadijumu un
kontroles grupa ir 0,56 un 0,58. CA genotipa frekvence ir 0,32 gadijumu grupa un 0,37
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7. attels. cSNPC ¥*— A genotipu sadale gadijumu un kontroles grupa
Frequences of cSNP C ** — A genotypes in groups of cases and controls

y ass — genotipu frekvence; x ass — genotipi. Svitroti stabini — genotipu frekvence gadijumu grupa;
punktoti stabini — genotipu frekvence kontroles grupa. Pa kreisi — CC genotipa frekvence,
vidii — CA genotipa frekvence, pa labi — AA genotipa frekvence. Virs stabiniem noradita p
vertiba, kas raksturo genotipu frekvences atskiribas statistisko ticamibu starp gadfjumu un
kontroles grupu

Lined columns - genotype frequences in cases group, dotted columns - genotype frequences in
control group. To the left - frequency of CC genotype, center - frequency of CA genotype,
to the right - frequency of AA genotype. p value, which characterizes the diffenrence be-
tween the groups, is shown above the columns

kontroles grupa. AA genotips tika novérots ar frekvenci 0,12 gadijumu grupa un ar frek-
venci 0,05 kontroles grupa (sk. 7. att.). Statistiski ticama atSkiriba starp genotipu sadali
abas pacientu grupas netika novérota, ta¢u AA genotips biezak sastopams gadijumu grupa
(statistiska varbiitiba 0,09).

Gaidamais heterozigotates indekss ir 0,41 gadijumu grupai un 0,35 kontroles grupai,
tas ir tuvu iegiitajai CA genotipa frekvencei abas pacientu grupas.

Jaunu polimorfismu meklésana. Tika sekvencéti 24 DNS fragmenti ar garumu
246 bp un polimorfismu ¢cSNP C¥** — A pozicija 160, 24 DNS fragmenti ar garumu 474
bp un polimorfismu ¢SNP A33* — G pozicija 280, 24 DNS fragmenti ar garumu 300 bp un
polimorfismu SNP C' — T pozicija 130. Iegatas sekvences (24 katram polimorfismam)
tika analizétas ar Chromas datorprogrammu, vizuali meklgjot papildu heterozigotus lo-
kusus un ar interneta programmu Clustalw salidzinot iegiitas sekvences FASTA formata
(http://clustalw.genome.jp/). Polimorfi rajoni, par kuriem vél nav zinots, netika atrasti.
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Diskusija

Sis darbs ir veltits:

1) BBOX1 un eNOS génu bioinformatiskai analizei un So génu funkcionali sva-
rigo SNP identifikacijai;

2) asociacijas meklé$anai starp BBOX1 géna polimorfismu SNP C!' — T un
eNOS géna polimorfismu ¢SNP A3 — G un ¢SNP C¥* — A variantiem un
arterialo hipertensiju gadijumu-kontroles petjjuma.

Pacientu grupu lielums ir 110 gadijumi un 109 kontroles. Visi pacienti ir Latvijas
populacijas parstavji. Pacientu DNS paraugi atlasiti no Latvijas genoma kolekcijas.
Galvenais kriterijs ieklausanai gadijumu vai kontroles grupa ir attiecigi arterialas hiper-
tensijas diagnoze vai tas trukums.

BBOXI1 géna polimorfisma SNP C! — T asociacija ar hipertensiju. Autoriem ne-
izdevas pieradit BBOX1 géna polimorfisma SNP C!' — T asociaciju ar hipertensiju.

Polimorfismam SNP C' — T iegitas alé]u frekvences gadijumu grupa ir: C — 0,89;
T - 0,11; kontroles grupa: C — 0,90; T — 0,10. Statististiski ticama atskiriba starp alelu
frekvence@m gadijumu un kontroles grupa netika novérota (p > 0,05).

Visbiezak sastopamais genotips ir CC genotips — ta frekvences attiecigi gadijumu un
kontroles grupa ir 0,82 un 0,80. CT genotipa frekvence ir 0,15 gadijumu grupa un 0,2 kon-
troles grupa. TT genotips tika novérots ar frekvenci 0,03 gadijumu grupa un ar frekvenci
0 kontroles grupa. Statistiski ticama atSkiriba starp genotipu sadali abas pacientu grupas
netika noverota, tomér genotips TT biezak sastopams gadijumu grupa (varbiitiba 7,85%).

Pedgja laika palielinas interese par karnitina metabolisma nozimi arterialas hiper-
tensijas etiologija un komplikaciju attistiba. Kreisa kambara funkcija, kas piedalas sirds
minttes tilpuma apjoma noteikSana (tas hipertensijas attistibas posma ir palielinats), tie-
$am ir periféras asinsvadu pretestibas pieauguma svarigs veicinosais faktors. Lidz §im uz-
skatija, ka par palielinato sirds miniites tilpumu hipertensijas attistibas posma ir atbildiga
paaugstinata adrenergiska aktivitate, ta¢u jaievero tas, ka $T hipertensijas patogenézes
elementa attistiba piedalas arf citi kardialie faktori, piem&ram, karnitina metabolisms.

No otras puses, viena no hipertensijas komplikacijam ir kreisa kambara hipertrofija,
kas attistas ka atbilde uz paaugstinato perifero pretestibu. Hipertensiva kreisa kambara
hipertrofija ir saistita ar paaugstinatu kardiovaskularu risku. Pec Iemitsu (Zlemitsu) 2003.
gada publicétajiem datiem, hipertensijas slimnieku hipertroféta sirdi mainas karnitina
metabolismu regulgjoso génu ekspresija (acil CoA sintazes, karnitina palmitoil-transfe-
razes un izocitrata dehidrogenazes génu ekspresija) salidzinajuma ar So génu ekspresiju
atléta sirdi (fiziologisks sirds hipertrofijas variants). Tripodi (7ripodi) 2005. gada zinoja
par Cetru génu polimorfismu, kas regulé karnitina transportu (OCTN2, CPT1A, CPTI1B,
CPT2), un to saistibu ar hipertensivo kardiomiopatiju. Autori izmantoja 13 SNP un identi-
ficgja 23 iespEjamos haplotipus, no kuriem 5 haplotipi saistiti ar hipertensivo kreisa kam-
bara hipertrofiju. Tas lauj uzskatit karnitina transportieru génus par potencialiem kreisa
kambara masas modific€tajiem hipertensijas gadijuma (43).

Ir dati arT par to, ka propionil-L-karnitins veicina prostaciklina sint€zi, izraisot vazo-
relaksaciju (8). Tadgjadi no karnitina ITmena seruma zinama méra ir atkariga endotglija
vazorelaksgjoSo faktoru produkcija, kas ir svarigs kompensatorais mehanisms paaugsti-
natas periferas rezistences apstaklos (5).

Tadgjadi, kaut arT p&tijuma iegiiti negativi rezultati par BBOX1 géna polimorfisma
SNP C! — T asociaciju ar hipertensiju, autori uzskata, ka karnitina metabolismu regulé-
joso geénu polimorfisma izpéte ir perspektivs lauks asociacijas mekl€sanai ar hipertensiju.
Nakamajos pétijumos vajadzes paplasinat pétamo génu skaitu.
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eNOS géna polimorfisma ¢cSNP A%% — G asociacija ar hipertensiju. Uzsakot $o
projektu 2005. gada septembrT, polimorfisms cSNP A3 — G tika izveléts ta funkcionalas
nozimes d&l, ka arT pamatojoties uz NCBI datubaze sniegto informaciju par ST polimor-
fisma al€lu sadali (G — 0,42; A — 0,58) un augstu heterozigotates indeksu (0,39). Latvijas
populacija gadijumu un kontroles grupa polimorfismam cSNP A*®— G novérota tikai G
alele un GG genotips — to frekvence abas pacientu grupas ir 1,00. Tadgjadi var secinat,
ka Latvijas populacija $is eNOS géna polimorfisms nav piemé&rots asociacijas meklésa-
nai ar hipertensiju un citam slimibam. To pierada ari jauni rezultati par cSNP A3 — G
polimorfisma genotipgSanu. Pieméram, péc PGA-European-Panel projekta rezultatiem,
Eiropas populacija G aléles un GG genotipa frekvence ir 1,00. A aléli novéro tikai Afrikas
populacija.

Par eNOS géna polimorfisma ¢SNP A** — G asociaciju ar hipertensiju zigojumu
literattira nav.

eNOS géna polimorfisma ¢cSNP C¥* — A asociacija ar hipertensiju. P&tjjuma ne-
tika atrasta asociacija starp eNOS géna polimorfisma cSNPC¥*— A (Glu298Asp) varian-
tiem un arterialo hipertensiju gadijumu un kontroles grupa.

Polimorfismam ¢cSNP C¥* — A iegiitas alélu frekvences gadijumu grupa ir: C —0,72;
A — 0,28; kontroles grupa: C — 0,77; A— 0,23. Statististiski ticama atskiriba starp alelu
frekvenc@m gadijumu un kontroles grupa netika novérota (p > 0,05).

Visbiezak sastopamais genotips ir CC genotips — ta frekvences attiecigi gadijumu
un kontroles grupa ir 0,56 un 0,58. CA genotipa frekvence ir 0,32 gadijumu grupa un
0,37 kontroles grupa. AA genotips noverots ar frekvenci 0,12 gadijumu grupa un ar frek-
venci 0,05 kontroles grupa. Statistiski ticama atskiriba starp genotipu sadali abas pacientu
grupas netika novérota, taCu AA genotips biezak sastopams gadijumu grupa (statistiska
varbutiba 0,09).

eNOS géna polimorfisms cSNP C¥* — A (Glu298Asp) tiek plasi pétits kardiovasku-
laro patologiju konteksta. P&c literatiiras datiem, §1 polimorfisma A algles un AA genotipa
frekvences pieaugums ir asoci€ts ar spazmatiskas stenokardijas, koronaras sirds slimi-
bas, Fabri slimibas un citu slimibu paaugstinatu risku — slimibam, kuru kop&ja pazime
ir endotélija disfunkcija. Dati par Glu298Asp polimorfisma asociaciju ar hipertensiju ir
loti pretrunigi. Pirmie zinotaji par eNOS polimorfisma cSNP C¥*— A asociaciju ar esen-
cialo hipertensiju bija Mijamoto (Miyamoto) 1998. gada un Lakolejs (Lacolley) 1998.
gada. Mijamoto izmantoja gadijumu-kontroles pieeju japanu populacija, bet Lakollejs —
Francijas slimnicu un ambulatoro pacientu DNS paraugus. Japanu petijuma hipertensivo
pacientu grupa A aléles frekvence bija 10,3%, bet kontroles grupa 5%. Turpretim francu
petijuma aprakstiti pret&ji rezultati, uzradot gadijumu grupa lielaku C al€les frekvenci
gadijumu grupa (0,45 pret 0,28 kontroles grupa).

Soji (Shoji) 2000. gada konstatgja liclaku A algles frekvenci (0,128) individiem ar
paaugstinatu asinsspiedienu Japanas salas Honsu populacija.

Jacimova (Jachymova) 2001. gada zinoja par A al€les ietekmi uz antihipertensivas
terapijas efektivitati Cehijas populacija. No 112 hipertensijas pacientiem 74 nepak|avas
konvencionalai antihipertensivai terapijai. A aléles frekvence hipertensivo grupa un pret
terapiju rezistento pacientu grupa bija statististiski ticami augstaka neka kontroles grupa
(80 pacienti). Autoriem neizdevas konstatét statistiski ticamu atskiribu starp alélu frek-
venc€m pret terapiju rezistento pacientu grupa un to pacientu grupa, kuri labi paklavas
terapijai. Tacu bija novérota tendence uz biezaku A al€les sastopamibu rezistento pacientu
grupa. Autori izdarija secinajumu par potencialo polimorfisma ¢cSNP C3* — A ietekmi uz
antihipertensivas terapijas efektivitati.
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Bonardo (Bonnardeaux), izmantojot sibsu paru metodi, neatrada saistibu starp eNOS
genotipu un hipertensiju tris Francijas lielo kopienu (Parize, Bordo un Tultuza) indivi-
diem.

Divos pétfjumos no divam kopienam Japana (Sjuta un Tokio) arT netika konstateta
asociacija (44, 24).

Bendzafilds (Benjafield) 2000. gada zinoja par cSNP C¥* — A polimorfisma asocia-
cijas ar hipertensiju triikumu anglokeltu australieSiem. P&tfjuma genotipéti 112 hiperten-
sijas pacienti, kuriem abi vecaki ir hipertensivi, un 112 normotensivie cilvéki, kuru abiem
vecakiem ir normals asinsspiediens. Polimorfisma ¢cSNP C¥* — A A aléles frekvence ga-
dijumu un kontroles grupa bija attiecigi 0,30 un 0,32. Statistiski ticama atSkiriba starp
genotipu frekvencém gadijumu un kontroles grupa netika novérota.

Somu populacijas gadijumu-kontroles p&tijuma (23) piedalijas 600 gadijumu gru-
pas pacienti un 600 kontroles grupas pacienti. Polimorfisma ¢SNP C¥* — A asociacija
ar paaugstinatu asinsspiedienu netika atrasta. AtSkiribu starp genotipu un al€lu frekven-
cém starp gadijumu un kontroles grupu nebija (A aléles frekvence bija attiecigi 0,299
un 0,288).

2005. gada Volfs (Wolff) publicgja datus par petijumu, kura polimorfisma
cSNP C¥* — A asociacija ar hipertensiju mekléta 4219 liela populacija (Vacijas zie-
melaustrumu piekrastes regiona iedzivotaji). CC, CA un AA genotipu frekvences bija
49,2, 42,0 un attiecigi 8,8%. A al€les frekvence neatskiras normotensivo un hipertensivo
pacientu grupa (attiecigi 29,7% un 29,9%). Asociacija netika atrasta starp CA genotipu,
A algles frekvenci un AA homozigotati un hipertensiju. Tadgjadi, kaut ari in vitro un in
vivo petijumos iegitie dati liecina par eNOS polimorfisma ¢cSNP C¥* — A nozimi pa-
lielinata génétiskaja uznémiba pret hipertensiju, tomér pétijumi cilvéku populacijas tos
neapstiprina (45).

Var secinat, ka autoru iegiitas polimorfisma cSNP C** — A al€lu frekvences atbilst
ieprieksgjo pétijumu datiem. Iesp&jams, ka $aja petijuma noverota tendence uz biezaku
AA genotipa sastopamibu hipertensijas gadijumu grupa varétu klat par statistiski ticamu
atskiribu, paplasinot pacientu grupas. No otras puses, So tendenci vartu skaidrot ar lielo
koronaras sirds slimibas pacientu skaitu gadijumu grupa, jo pozitivu zinojumu par cSNP
C¥* — A polimorfisma A aléles asociaciju ar koronaro sirds slimibu ir vairak neka $adu
zinojumu par asociaciju ar hipertensiju.

Apkopojot minéto zinojumu datus, var secinat, ka polimorfisma cSNP C¥* — A aso-
ciacija ar hipertensiju joprojam nav skaidra. A aléles un AA genotipa frekvence, kurus uz-
skata par kardiovaskulara riska noteic€jiem, atskiras dazadas populacijas. Nenoliedzami,
ka $1 polimorfisma genotipéSanas rezultatus ietekmé& arT p&tfjuma veids un pacientu at-
lase.

P&tijuma dati norada uz AA genotipa saistibu ar hipertoniju Latvijas populacija; lai
rezultats klitu ticams, japalielina kontroles un slimnieku grupa, veicot ripigaku slimnie-
ku atlasi.

Griitibas hipertensiju noteicos$o genétisko faktoru identifikacija. Hipertensija ir
multifaktoriala slimiba ar pieraditu gen&tisko komponenti tas etiologija. Tomér asocia-
cijas p&tijumu rezultati starp hipertensijas kandidatgénu polimorfismu un hipertensiju
biezi nav atkartojami vai ir pretrunigi. Viens iemesls tadai nesaskanai var€tu biit tas, ka
hipertensiju izraisa nevis viena géna defekts, bet daudzu genétisko faktoru mijiedarbiba
ar vides un dzivesveida faktoriem. Cits pretrunigo rezultatu iemesls ir nesp€ja adekva-
ti salidzinat dazados pétijumos izmekl&tas populacijas. Attieciba uz populacijam nozi-
me ir diviem aspektiem. Pirmais ir hipertensijas pacientu un kontroles grupas pacientu
atlase. Vairuma gadijumu hipertensijas pacientiem ir arT citas kardiovaskularas slimibas,
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kas ietekm@ hipertensijas attisttbu. Ne mazak svarigs faktors ir adekvatas kontroles gru-
pas veidosana. DiemZ€l nav vienota uzskata par nepiecieSsamajiem kritérijiem ieklausanai
hipertensijas kontroles grupa.

P&tito populaciju salidzinasanas procesu (tatad arT petfjuma rezultatu interpretaciju)
sarezgT tas, ka hipertensiju izraisa vairaku gen&tisko faktoru mijiedarbiba, un atsevisku
faktoru loma katra populacija var bt atskiriga. So faktoru kopéja iedarbiba izraisa hiper-
tensijas attistibu.

Esenciala hipertensija ir slimiba, kuras gen&tisko pamatu izpétei ir jaatrod ipasa pie-
eja. Iesp&jams, ka turpmakajos pétijumos vajadz&tu loti precizi veikt populaciju atlasi,
vairak uzmanibas velfit iesp&jamai savstarp&jai génu mijiedarbibai un genétisko faktoru
mijiedarbibai ar vides faktoriem.

Alelspecifiskas PCR metodes un restrikcijas saitu polimorfisma pieejas
kludainu rezultatu céloni

Restrikcijas saitu polimorfisma pieejas kliidainu rezultatu céloni. Stradajot ar
Nael restriktazi, neviena parauga autoriem neizdevas panakt pilnigu PCR produkta res-
trikciju. Optimizgjot restrikcijas reakciju, tika mainits SkelSanas laiks (no 1 stundas Iidz
16 stundam), restriktazes koncentracija (0,5-2 vienibas uz 1 ug DNS), DNS daudzums
viena reakcija (0,3—1 pg DNS). Tomér nekad netika novérota pilniga PCR produkta skel-
Sana, kas biitu saskana ar polimorfisma ¢cSNP A3 — G aléli G, kas vélak tika novérota
visos genotip&tos paraugos ar sekvencésanas metodi.

Stradajot ar Mbol restriktazi polimorfisma cSNP C¥* — A genotipésana, 24 DNS pa-
raugos noveroti dazadi restrikcijas reakcijas rezultati, taja skaita ar pilniga PCR produkta
Skelsana, kas norada uz AA genotipu. Tacu, parbaudot restrikcijas reakcijas rezultatus ar
sekvencésanu, 20% gadijumu rezultats nebija patiess.

Veidojot restrikcijas reakciju, autori bija izmantojusi neattiritu PCR produktu.
Masveida genotipé$anas eksperimentos tadu pieeju lieto vairums molekularas biologijas
laboratoriju. Tom@r kliidaini restrikcijas reakcijas rezultati lika domat, ka nepilnverti-
gas SkelSanas iemesls varétu biit Taq polimerazes un restriktazu buferu nesaderiba, kuras
dél tiek izjaukta restriktazei nepiecieSama vide. Ir aprékinatas izmainas restritazu buferu
jonu sastava, tas notiek pie 5 pl neattirita PCR produkta izmantoSanas 20 ul restrikcijas
reakcijai. 4. tabula redzams, ka salu koncentracija Y*/Tango™ bufer (restriktazei Nael)
palielinas no 6,6 mM lidz 11,6 mM, kas veido papildu jonu spéku, ka arT palielinas res-
trikcijas reakcijas bufera pH. 5. tabula redzams, ka R" buferT (restriktazei Mbol) KCI
koncentracija izmainas no 10 mM lidz 22,5 mM. Tadas izmainas restrikcijas reakciju
apstaklos varetu kavet restriktazu aktivitati, kas arT izskaidro klidainu rezultatu rasanos.
Tadgjadi, stradajot ar restrikcijas saitu polimorfismu, pirms restrikcijas vajadzetu attirit
PCR produktu, tacu masveida genotip&Sanas projektos tas nav iesp&jams, jo attiriSanai
vajag parak daudz laika.

Gritibas darba ar Nael restriktazi varétu noteikt arT tads faktors ka identisku restrik-
cijas saitu nevienlidziga Skel$ana vai ,,izvéliga SkelSana”. 1975. gada Tomass (Thomas)
un Deiviss (Davis) novéroja, ka EcoRI kel tas piecus atpazisanas saitus A DNS ar da-
zadu atrumu un dazados laika posmos (41). Lidzigas paradibas konstatgja ar pie citu
restriktazu $kelSanas. Skiet, ka $kel3anas efektivitati ietekmé tadi faktori ka flank&josas
sekvences un restrikcijas saitu daudzums substrata. Vél dramatiskaku ,,izveligu skelsa-
nu” noveéro EcoRIl, Nael, Narl, Sacll, Hpall, AtuBI, BspMI, Ksp6321, Cfi91 un Eco571.
Stradajot ar §Tm restriktazém, dazu DNS rajonu pilnigu SkelSanu nenovéro nekad, pat
izmantojot lielu enzima koncentraciju vai pagarinatu inkubaciju (13). Iesp&jams, ka adek-
vatu Nael skelSanas aktivitate autoru p&tijuma netika noverota ar1 tadel, ka polimorfisms
cSNP A3 — G ir DNS rezistenta saita sastavdala.
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4. tabula
Nael restriktazes bufera izmainas péc neattirita PCR produkta pievienoSanas
Changes in Nael buffer composition after addition of non-purified PCR product

1xTaq polimerazes buferis | 1x Y*/Tango™ buferis Restrikcijas reakcijas vide péc 5 pl PCR
produkta pievieno$anas
75 mM Tris 3,3 mM Tris 22,05 mM Tris
20 mM (NH,),SO, 6,6 mM K" acetats 11,6 mM sali
0,01% Tween 0,01 ng/ml BSA
1 mM MgCl, 1 mM Mg acetats 1,25 mM Mg*
pH 8,8 pH 7,9 pH> 7.9
5. tabula

Mbol restriktazes bufera izmainas péc neattirita PCR produkta pievienoSanas
Changes in Mbol buffer composition after addition of non-purified PCR product

1xTaq polimerazes buferis | 1x R* buferis Restrikcijas reakcijas vide pec 5 pl PCR
produkta pievieno$anas

10 mM Tris 1 mM Tris 6 mM Tris

50 mM KCl 10 mM KCI 22,5 mM KCl

0,8% Nonidet 0,01 ng/ml BSA

1 mM MgCl, 1 mM MgCl, 1,25 mM Mg*

pH 8.8 pH 8,5 pH~=38,)5

Alélspecifiskas PCR metodes kliidainu rezultatu céloni. Genotip&jot polimorfis-
mu SNP C! — T, tika iegiits daudz viltus pozitivu rezultatu péc amplifikacijas ar T-aléles
specifisko praimeri. Izskaidrot $adu paradibu ir griiti. lemesls varétu but PCR reakcijas
nepictickama optimizacija, DNS paraugu kvalitate, praimeru Tpasibas, ari reparativa akti-
vitate. Turpmak planojot genotipéSanu ar $o metodi, jameégina uzlabot visu eksperimenta
posmu kvalitate.

Secinajumi

Saja darba nav pieradita asociacija starp pétitiem BBOX1 un eNOS géna polimorfis-
miem un primaru arterialu hipertensiju. Tomer ir novérota tendence uz biezaku BBOX1
SNP C!'— T TT genotipa (varbiitiba 7,85) un eNOS ¢SNP C¥*— A AA genotipa (varbii-
tiba 0,09) sastopamibu arterialas hipertensijas slimnieku grupa. Sis paradibas turpmaka
izpéte ir perspektivs petijumu virziens. Al€lspecifiskas PCR metodes un restrikcijas saitu
polimorfisma pieeja atseviskos gadijumos dod kliidainus rezultatus, tie ir japarbauda, iz-
mantojot citas metodes.

Pateiciba

Latvijas Biomedicinas centra darbiniekiem Lienei Nikitinai-Zakeiun Janim Klovinam
par palidzibu DNS paraugu atlasg, genotipé$ana un sekvencésana.
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Summary

Arterial hypertension is a common and complex cardiovascular disease caused by many interac-
ting factors, such as heredity, lifestyle and environment. The main elements in the pathophysiolo-
gy of hypertension are increased peripheral vascular resistance and left ventricular dysfunction.
Endothelial dysfunction and left ventricular hypertrophy promote the steady increase in blood pres-
sure values and are associated with a high risk of cardiovascular complications. That is why the
polymorphism of genes involved in carnitine synthesis and transport, as well as genes regulating
nitric oxide synthesis are of potential interest for hypertension studies. In this study, gamma-buty-
robetaine hydroxylase (BBOX1) gene and endothelial nitric oxide synthase (eNOS) gene have been
studied in association with hypertension. BBOX1 catalyzes the synthesis of carnitine from gamma-
butyrobetaine. eNOS is responsible for NO synthesis, which produces relaxation of endothelium.
The goal of this work was to analyse BBOX1 and eNOS genes and their polymorphic loci and to
find the possible association of the chosen markers with hypertension in case/control study.
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The DNA samples were obtained from the Latvian genome collection. BBOX1 and eNOS genes
were analysed with the help of data bases NCBI and Pupa SNP. Genotyping with MALDI TOF
technology and sequencing have been performed in the Latvian Center of Biomedicine. For statis-
tical analyses, Microsoft Word Excel and Fisher’s& Chi programme were used.

InBBOX1gene, 241 single nucleotide polymorphisms (further SNP) were found. In eNOS gene, 162
SNPs were found. In BBOX1 gene, SNP C! — T was chosen for genotyping. In eNOS gene, cSNP
A3 — G and ¢SNP C** — A were chosen for genotyping. No statistically significant association
was found between the studied polymorphisms and human arterial hypertension. In the Latvian
population, only allele G of cSNP A 335 — G was observed. For cSNP C 894 — A, genotype AA
a tendency for increase in the group of cases was observed.

None of the studied polymorphisms were associated with arterial hypertension in the Latvian po-
pulation, however genotype TT of BBOX1 gene polymorphism SNP C! — T and AA genotype of
eNOS polumorphism cSNP C**— A were observed more often in the group of cases.

Key words: arterial hypertension, BBOX1 gene, eNOS gene, polymorphism, Latvian population.





