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KOPSAVILKUMS

Dislipidémija ir lipidu metabolisma slimiba, ieskaitot gan dazadu asins plazmas lipoproteinu
parprodukciju, gan nepietickamibu. Pastav vairaki dislipidémiju paveidi, kas izpauzas dazadu izmainitu
asins plazmas lipoproteinu profilu veida. Dislipidémijas, kuru c€lonis ir mutacijas kada no daziem
géniem, tick sauktas par monogénam dislipidémijam vai iedzimtam hiper- (IH) vai hipoholesterolémijam,
kamér dislipidémijas, kuru c€lonis ir liels skaits maza efekta polimorfismi kombinacija ar apkartgjas vides
faktoriem (di€ta, dzives stils un citi), tiek sauktas par multifaktorialam dislipidémijam. Dislipidémijas,
kuru c@lonis ir apkart§jas vides faktori vai tas ir ka simptoms citam slimibam, tiek sauktas par
sekundarajam dislipidémijam. Ta ka dazadu dislipidémiju fenotipiska izpausme var biit lidziga, ir loti
griti izskirt katru tipu; tacu multifaktorialas un sekundaras dislipidémijas daudz labak reagg uz arstésanu.
Monogeéno dislipidémiju gadijumi ir daudz smagaki un neatbild uz arstéSanu vienlidz viegli, jo slimibas
patogen&z€ var tikt iesaistiti dazadi lipidu metaboliskie celi.

Lipidi un lipoproteini pasi par sevi neizraisa nekadus simptomus, tomé&r paaugstinata lipoproteinu
un to saturoSo lipidu uzkrasanas dazados audos var izraisit fizisku un metabolisku simptomu attistibu.
Piem&ram, holesterola uzkrasanas cipslas izraisa cipslu ksantomu veidoSanos — dzeltenigu, ar holesterolu
bagatas masas uzkraSanos zem adas, cipslas un citas kermena dalas. Paaugstinats asins plazmas
lipoproteinu Iimenis var izraisit ar1 zema blivuma lipoproteinu (ZBL) uzkraSanos art€riju sieninas izraisot
artériju sieninu iekaisumu un talak aterosklerozes attistibu. Ir Joti labi zinams, ka ateroskleroze, tas
izraisitas sirds asinsvadu slimibas (SAS) un citas vaskularas slimibas paSreiz ir biezakais naves c€lonis
visa pasaulg.

Saja pétijuma tiek apliikoti biezak sastopamie genétiskie céloni abiem multifactorialas un
monogenas dislipidémijas paveidiem Latvijas populacija. Tas ietver 144 biezu, iepriek§ ar dazadiem
lipidu parametriem saistitu viena nukleotida polimorfismu (SNP) genotipéSanu salidzinos$i liela (n =
1273) Latvijas populacijas paraugkopa. Lai apzinatu genétiskos faktorus, kas izraisa IH, més veicam Cetru
ar IH saistito génu kodgjoSo dalu jaunas paaudzes sekvengsanu (NGS) 92 Latvijas populacijas
“iesp&jamos” IH pacientos.

Rezultati rada, ka CETP, MLXIPL un TOMMA40 lokusos eso$ie polimorfismi ir visbiezak
sastopamie multifaktorialo dislipidémiju ietekméjosSie genétiskie faktori. V&l jo vairak, riska al€lu skaits
korel€ ar visu Cetru lipidu parametru [imeniem, laujot izmantot Sos riska SNP dazadu lipidu parametru
prognozeSanai. Veicot biezak sastopamo monogéno dislipidémiju genétisko faktoru pétijumus meés
konstatgjam, ka funkcionalas APOB géna mutacijas ir visbiezakie [H izraisoSie genétiskie faktori Latvijas
populacija. VEl jo vairak, més atradam seSas pilnigi jaunas mutacijas APOB un LDLR génos, kas,
iesp&jams, izraisa IH.

Miisu pétijuma iegiita informacija palidz€s uzlabot kop€jo zinasanu klastu par dislipidémiju
ietekm&josiem genétiskajiem faktoriem un, cerams, palidzés arl izstradat daudz precizakus un daudz
efektivakus dislipidémiju diagnostikas instrumentus.
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1. IEVADS

Primara lipidu loma ir lipidu dubultslana — Stinas membranas veidosana. Lipidu funkcijas Stina
ietver arl: elektrokimiska gradienta nodroSinasanu abpus Siinas membranai, primaro un sekundaro
signalcelu nodros§inasanu, energijas uzglabasanu, olbaltumvielu parvietoSanu un nostiprina$anu $tinas
membrana u.c. [1-3]. Lipida darbojas ar7 ka elektronu parnes€ji vai pat gaismu absorb&josie pigmenti [4].
Pieméram, holesterols ir nepiesatinats steroidu saimes alkohols un ir vitals normalas dzivnieku Stnas
funkcion@sanai, tas ir fundamentals Stinas membranas elements un kalpo ka izejviela daudz un dazadam
svarigam substancém, tadam ka virsnieru un dzimumdziedzeru steroidie hormoni un Zultsskabe (ZS) [1,
5]. Lipidi kalpo arT ka izejmaterials vitaminu A, C, D, E un K sintézei, kas regulé svarigus biologiskos
procesus un kalpo ka katalizatori dazadam enzimatiskam reakcijam. Visas iepriek§ minétas lipidu
funkcijas cilvéka organisma liecina par to vitalo nepiecieSamibu, lai organisms normali funkcionétu.
Lipidu fiziologiska nozimiba cilvéka organisma tiek ilustréta ar1 ar daudzu slimibu esamibu, kuru c€lonis
ir izmainas lipidos, pieméram, diab&ts, aptaukosanas, Aldsheimera slimiba, aknu slimibas, nieru slimibas
un dazada veida dislipidémijas, kas talak wvar izraisit dazadas smagas komplikacijas ieskaitot
aterosklerozi, sirds asinsvadu slimibas (SAS) un metaboliskas slimibas [1, 3].

Ar partiku uznemtie trigliceridi (TG) un holesterols, ka ar1 TG un holesterole, kas tiek sintezeti
aknas vai zarnas ir tidens vid€ neskistosi — kas ir assins vide; Tadg] tie tiek skidinati ar specialu sferisku
lipidu-proteinu  kompleksu — lipoproteinu palidzibu. Sie lipoproteinu kompleksi nodrogina lipidu
transportéSanu asinis: no lipidu uzglabasanas audiem uz citiem audiem energijas razoSanai un pretéja
virziena [1, 3-5]. Visas lipoproteinu dalinas sastav no kodola (bagats ar TG un holesterola esteriem (HE))
un apvalka (fosfolipidu slanis, neesterificéts holesterols un specifiski proteini, tadi ka apolipoproteini) [1,
3, 6]. Lipoproteini tiek klasificéti balstoties uz to lipidu un apolipoproteinu sastava, kas nosaka to
elektroforétisko kustigumu — blivumu un dalinu izméru [1, 3, 5, 6]. Galvenas lipoproteinu grupas ir:
hilomikroni, Joti zema blivuma lipoproteini (LZBL), zema blivuma lipoproteini (ZBL) un augsta blivuma
lipoproteini (ABL). Ir zinams ar1 smalkaks lipoproteinu sadalijums, kas ir ka starpstavokla struktiiras
iepriek§ minétajam klasé (hilomikronu paliekas un loti zema blivuma lipoproteinu paliekas jeb vid€ja
blivuma lipoproteini (VBL)) [1, 3, 5, 6].

Pasi par sevi paaugstinati lipidu limeni asinis neizraisa nekadus simptomus, ta¢u paaugstinats ZBL
holesterola Iimenis un pazeminats ABL holesterols var izraisit ZBL uzkrasanos artériju sieninas, tadejadi
veicinot arterialo sieninu iekaisuma procesus un talak aterosklerozes attistibu [7, 8]. Ateroskleroze ir visas
sistémas saslimsana, kas talak kalpo par pamatu dazadam vaskularajam saslim$anam ieskaitot SAS, sirds
trieku, insultu, aortas aneirismu un periféro asinsvadu saslim$anas. Visas minétas saslimSanas kopa ir
visbiezakais naves c€lonis industrialaja pasaulé [3, 9-11]. Pasaules Veselibas Organizacijas (WHO) dati
liecina, ka aterosklerozes izraisitas slimibas ir biezakais naves c€lonis gandriz visas pasaules dalas
(iznemot Dienvid-Austrumu Azijas regionu) [10]. Vél jo vairak, 2012. gada Eiropas Kardiovaskularo
Slimibu statistiskas informacija liecina, ka SAS bija galvenais naves c€lonies pirms 65 gadu vecuma [12].
Kopa Eiropa notiek gandriz Cetri miljoni aterosklerozes un ar to saistito slimibu izraisitas naves katru
gadu. Aplikojot Latvijas populaciju, Sie skaitli ir vél bied€josaki un vairak ka 60 % no visiem naves
gadfjumiem ir aterosklerozes un tas saistito slimibu izraisitas [13].

Ir zinams, ka lipidu Iimeni pazeminosa terapija ir efektiva pat bez klinisku simptomu klatbiitnes
[14]. Vairak ka piecus gadus ilga asins plazmas lipidu pazeminosa terapija samazinat rsku sirds slimibam
par ~30 % [14, 15] un iedzimtas hiperholesterolémijas (IH) gadijuma statinu terapija dod pat lidz 48 %
mirstibas samazinajumu no SAS, salidzinot ar kop&jo populaciju [16]. V&l jo vairak, citos kliniskajos TH
pacientu pétjjumos ir paradits, ka ZBL holesterola Iimena samazinaSana sp&j noveérst aterosklerozes
attistibu un dazos gadijumos pat izraisa tas regresiju [17]. Tas nozimg, ka ir Joti svarigi veikt savlaicigu
dislipidémijas diagnosticéSanu, lai profilaktiski uzsaktu arst€Sanu un tadejadi kavétu dazadu
komplikaciju, ieskaitot aterosklerozes un SAS attistibu.

Lipidu metabolisms var tikt izmainits dazados veidos, kas rezult€jas ka asins plazmas lipidu Iimenu
izmainas — dislipidémijas. Tas kopa ar citiem aterosklerozes riska faktoriem var ietekmét aterosklerozes
attistibas laiku un smaguma pakapi [18]. Dislipidémijas var diagnosticét ar plazmas lipidu Iimenu
mérifjumu palidzibu. Rutinas mérijjumos tiek ieklauta kopgja holesterola (KH), TG, ABL holesterola un
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ZBL holesterola noteikSana asins plazma. Nav noteiktas robezas, kas noraditu uz normalu vai izmainitu
lipidu Itmeni, bet, iesp&jams, pastav lineara korelacija starp lipidu limepiem un SAS risku [7]. Katra
atseviSka populacija, individu KH un TG meérijjumus, kas iekrit augs€jos 5-10 % no normala sadalijuma,
parasti uzskata par izmainitiem [1], tadél dazadas populacijas pastav nedaudz atskirigi robezlielumi, ko
lieto izmainTitu lipidu fenotipa diagnosticésanai [19].

Dazi dislipidémiju paveidi ir stingri iedzimti un izraisiti viens mutacijas rezultata viena no daziem
géniem (monogéna dislipidémija). Sis slimibas ir iespe€jams raksturot balstoties uz apolipoproteinu,
enzimu vai $iinas receptoru nepietickamibu vai izmaigpam [1, 7]. Monogénas dislipidémijas ir retas un ar
loti smagu fenotipisko izpausmi, slikti reagé uz lipidu limeni pazeminos$u arstéSanu un aterosklerozes
attistiba notiek jau 20 Iidz 39 gadu vecuma [20]. Neskatoties uz to, ka monogénas dislipidémijas ir retas,
IH ir visbiezaka monogéna saslim$ana, salidzinot ar citam. Balstoties uz Kopenhagenas kopgjas
populacijas pétijumu, IH ir ir apméram vienam no 200 individu, tacu Sie skaitli atSkiras dazadas
populacijas un varie¢ no viens no 200 lidz viens no 500 individiem [21]. Homozigota IH forma ir
sastopama vél retak — vienam no 1,000,000 individu, tadg] lielakoties IH pacienti ir heterozigoti [1, 7, 22].

IH izraisa mutacijas zema blivuma lipoproteinu receptora (LDLR) géna. Plazmas ZBL limenis ir
stipri paaugstinats nodroSinot augstu risku (vairak ka 50 %) agrinu SAS attistibai pirms 55 gadu vecuma
[19, 23-25] un pacientiem biezi ir noverojamas cipslu ksantomas. Pacientiem ar heterozigotu iedzimto
LDLR nepietickamibu simptomi ir vajaki, jo puse no receptoriem ir normali funkciongjosi. Tomeér,
neskatoties uz neizb&gamo kliniski nozimigas aterosklerozes attistibu homozigotas IH pacientiem,
attistibas sakums un slimibas smagums var vari€t pat starp individiem ar identiskam LDLR géna
mutacijam [26]. Heterozigotiem $1 fenotipa vari€$ana ir heterogénaka.

Mutacijas apolipoproteina B (APOB) géna (otrs biezakais monogéno dislipidémiju c€lonis) izraisa
idzimtu ApoB nepietickamibu (FDB) [27]. Lidzigi ka LDLR nepietickamiba, FDB tiek raksturota ar
paaugstinatu (bet ne tik loti paagstinatu ka LDLR nepietickamibas gadijuma) plazmas ZBL limeni,
normalu TG Iimeni, cipslu ksantomam un priekslaicigu aterosklerozi. Plazmas ZBL holesterola
koncentracijas FDB pacientiem varié loti dramatiski un lielako ties ir par apméram 2.59 mmol/L
augstakas ka atbilstoSa vecuma kontrolém

Funkciju pastiprinoS$as mutacijas PCSK9 géna (proprotein convertase substilisin/kexin type 9)
izraisa tresa tipa iedzimto hiperholesterolemiju (FH3) [28]. Arl FH3 fenotips kliniski neatSkiras no
heterozigotas LDLR nepietickamibas vai FDB; tomér §1 slimiba netiek saistita ar LDLR vai APOB géniem
[29, 30].

Vel viens monogeénas dislipidémijas paveids, kas netiek saistits ne ar vienu no ieprieks
raksturotajiem géniem [31] ir autosomali recesiva hiperholesterolémija (ARH), kuru izraisa mutacijas
zema blivuma lipoproteinu receptora adaptera proteina 1 (LDLRAP1) géna [31]. ARH tiek raksturota ar
loti smagu hiperholesterolémiju, lieclam ksantomam un priekslaicigu SAS [31]. ARH pacientiem plazmas
ZBL holesterola limenis médz biit starp tiem raditajiem, kas sastopami heterozigotiem un homozigotiem
LDLR nepietickamibas gadijumiem [32]. Neskatoties uz to, ka ARH pacientiem ir zemaks plazmas ZBL
Iimenis, tiem ir lielas, masivas ksantomas, bet kliniski nozimigas aterosklerozes attistiba notiek vélak, ka
pacientiem ar homozigotu LDLR nepietickamibu [32].

Ir zinami arf citi monogéno dislipidémiju paveidi ar vél variablakiem fenotipiem, bet tas ir vél retak
sastopamas. Monogéno dislipidémiju diagnostika biezi tiek balstita uz fizikaliem simptomiem,
laboratorijas izmeklgjumiem un pacienta ZBL holesterola un SAS vésturi. Fizikalie simptomi ietver
cipslu ksantomu vai arcus cornealis esamiba pirms 45 gadu vecuma, tacu Sie simptomi ir neprecizi pie
diagnozes noraidiSanas, jo daudziem heterozigotiem FDB pacientiem (apméram 50 %) var nebiit min&tas
pazimes. Heterozigotiem IH pacientiem var ari nebit priekslaicgas SAS [1, 19]. ST plasa dazado
monogeno dislipidémiju esamiba padara to diagnostic€Sanu loti griitu, tad€l ir nepiecieSams izstradat
daudz precizakas analizes, lai biitu iesp€jams noteikt pareizu diagnozi un iz8kirt Sos dazados fenotipus.

Vel vienu lielu dislipidémiju paveidu — multifaktorialo dislipidémiju izraisa dazadi faktori, ieskaitot
genétiskos un apkartéjas vides faktorus. Genétiskie faktori var ietvert zinamas monogeno
hiperholesterolémiju izraisoSas mutacijas kopa ar maza efekta viena nukleotida polimorfismiem (SNP)
[33] vai daudzus maza efekta SNP [9], kamér apkart&jas vides faktori ietver visus aterosklerozes riska
faktorus, tadus ka taukiem bagata di€ta, alkohola lietoSana un smékesana, ka ar1 visus riska faktorus, kas
saistiti ar sekundaram dislipidémijam (izklastits talak). Multifaktoriala dislipidémija ir visbiezakais
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celonis paaugstinatam ZBL holesterola koncentracijam plazma [11]. Ta ka multifaktorialo dislipidémiju
ietekmé daudz maza efekta faktori, art tas fenotips ir loti variabls un plazmas holesterola Iimeni ir mazak
paaugstinati neka monogéno dislipidémiju gadijumos. Fizikalie simptomi ar1 ir daudz vieglaki, praktiski
neizraisot cipslu ksantomu veidosanos un paléninot aterosklerozes un SAS attistibu. Tomér populacijas ar
salidzinoSu augstu vid&jo ZBL holesterola Iimeni SAS sastopamiba ar1 ir augstaka, it 1pasi jaunu cilvéku
vidd, jo to ir skaitliski daudz vairak neka to ar augstakiem holesterola limeniem [9]. Sie pacienti labi
paklaujas arst€Sanai un dazos, Joti vieglos gadijumos ar1 dzives stila parmainas loti labi palidz kontrol&t
lipidu Iimeni un tadejadi nav nepiecieSama medikamentoza arst€Sana. Neseni visa genoma saistibu
petijumi (GWAS) un citi cilvéka genétikas pétijumi ir raksturojusi daudzus biezi sastopamus SNP un
daudzus lokusus, kas ietekmé dazadu asins plazmas lipidu Ilimenus. Pieméram, CELSR2, CILP2, DOCK?7,
FADS2, GALNT2, GCKR, GPR109A/B, MLXIPL, NCAN, NIACR1, TOMM40, TRIB1 un TTC39B, ka ar1
daudzi iepriek$ zinami lokusi, kuri loti iesp&jams ir iesaistiti lipidu metabolisma (ABCA1l, APOAL,
APOA5, APOB, APOE, CETP, HMGCR, LCAT, LDLR, LIPC, LIPG un LPL) tiek raksturoti. Tomér ne
visas §is saistibas ir bijuSas veiksmigi atkartotas [34-57]. ST augsta genétisko un vides faktoru
variabilitate, kas ietekm& multifaktorialo dislipidémiju, ka arT dazadie fenotipi padara multifaktorialas
dislipidémijas smaguma pakapes diagnosticeSanu un tadejadi pareizas arst€Sanas izveli loti griitu.
Apkopojot So sadalu ir skaidri redzams, ka jebkura genétiskos un epidemiologiskos pétijumos iegiita
informacija var kalpot ka laba baze jaunu, daudz efektivaku asins plazmas lipidu limenu prognozgjosu un
aterosklerozes riska noteikSanas diagnostikas instrumentu izveidg.

Pastav ar1 treSais dislipidémiju veids — sekundara dislipidémija. Sekundara dislipidémija ir
sastopama ka citu slimibu komplikacija [58]. Par sekundaras dislipidémijas celoniem var saukt tikai tos
stavoklus, kurus arstgjot, bez cita veida iejaukSanas, tick noregulétas ari lipidu izmainas [59]. Visbiezakie
sekundaras dislipidémijas c€loni ir cukura diab&ts, aptaukoSanas, hipotiroidisms, laundabigie audzgji,
hroniskas nieru slimibas, nefritiskais sindroms, holestaze, parlieku alkohola lietoSana, jebkura
albumindrija un 12 % pacientu ir citi c€loni [58, 59]. Daudzos gadijumos tas, ka dislipidémija griiti
paklaujas medikamentozai arsté$anai, var noradit uz citu nekonstatétu sekundaro c€loni [59, 60]. Pareiza
sekundaro c€lonu identific€Sana var noverst nevajadzigu lipidu pazeminosu medikamentu lietoSanu. Vel
jo vairak, dazos sekundaras dislipidémijas gadijumos lipidus samazinoS$a terapija var izraisit nopitenus un
pat poteinciali letalus blakus efektus, tadus ka hipotiroidisms, nieru mazspé&ja vai rabdomiolize [61-63],
tadel dazadu sekundaro dislipidémijas c€lonu izslégSana ir loti svariga, pirms lipidu pazeminoSas terapijas
uzsaksanas [58].

Ta ka pastav vairaki dislipidémiju tipi, kuriem katram ir savs slimibas smaguma limenis un
atSkiriga reakcija uz arstéSanu, katram no tiem biitu javeic ar atSkiriga arst€Sana. Ir zinamas vairakas
pieejas dazadu dislipidémiju arstéSanai, tadas ka dzives stila izmainas, medikamentoza lipidu Itmenu
samazina$ana (statini, ZS kompleksveidotaji, ezetimibs), TG samazino§i medikamenti, ABL holesterola
Iimeni paaugstino$i medikamenti (niacins, fibrati), ZBL aferéze vai pat kirurgiskas iejaukSanas (aknu
transplantacija, dal&ja ileal artérijas apieSanas operacija) [7, 22, 64, 65]. Diemz¢l lielakaja dala gadijumu
arstéSana tiek nozimeéta tikai tad, kad pacientam jau ir attistijusas SAS un tikai maza dala gadijumu
pacientiem bez SAS [7]. Loti daudzi dislipidémijas pacienti ir nediagnosticéti un tadejadi to risks saslimt
ar SAS netiek reguléts.

Dazadas dislipidémiju diagnostic€Sanas pieejas, ka art dazadie dislipidémiju veidi, kurus katru biitu
jaarsté atSkirigi, norada uz neparprotamu nepiecieSamibu péc daudz precizakam dislipidémiju
diagnostikas iesp&jam. Tad biutu iesp&jams veikt personaliz€tu medicinisko apriipi, lai samazinatu
aterosklerozes attistibu. Ta ka lielaka dala dislipidémiju ir genétisku c€lonu izraisitas, pastav iesp&ja veikt
DNS diagnostikas analizes jau pirms klinisku simptomu attistibas. Tadejadi zinasanas par genétiskajiem
faktoriem, kas ir saistiti ar dazadiem dislipidémiju paveidiem, ne tikai uzlabos kop€jo zinaSanu krajumu
par lipidu metabolismu, bet arT palidzés izveidot efektivus uz DNS balstias diegnostiskas analizes
savlaicigas diagnostikas veikSanai.
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2. DARBA MERKI UN UZDEVUMI

Petijuma merkis ir izpétit Latvijas populacija biezak sastopamos genctiskos c€lonus
multifaktorialam un iedzimtam dislipidémijam, lai palielinatu kop€jo informacijas klastu par
genétiskajiem riska faktoriem, kas ir pamata dazadam dislipidémijam. Mérka sasniegSanai tika izvirziti
sekojosi darba uzdevumi:

1.

Noskaidrot genétiskos riska faktorus, kas saistiti ar augsta blivuma lipoproteinu limeni
asinins plazma Latvijas populacija;

Noskaidrot genétiskos riska faktorus, kas saistiti ar dazadiem asins plaszmas lipidu
parametriem Latvijas populacija,;

Parbaudit daudzu sakotngji saistitu SNP riska al€lu apvienotas ietekmes esamibu;
Izveidot astonu iedzimtu hiperholesterolémiju (IH) izraisoSo mutaciju reala laika
genotip&Sanas paneli un parbaudit ta efektivitati veicot diagnostiku Latvijas populacijas

»iesp&jamu” IH pacientu paraugkopa;

Noskaidrot biezak sastopamas IH izraiso$as mutacijas Latvijas populacija.
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3. MATERIALI UN METODES

3.1. Paraugkopas raksturojums

P&tijuma izmantoti genomiskas DNS paraugi no Latvijas Valsts iedzivotaju genoma datu bazes
(VIGDB). Visi VIGDB dalibnieki ir parakstijusi rakstisku piekrisanu dalibai projekta. So pétijumu ir
akceptgjusi Latvijas Centrala medicinas &tikas komiteja (Protokols Nr. 2007 A-7 and 01-29.1/25).

144 biezak sastopamo SNP genotipéSanai tika atlasiti 1581 DNS paraugi, par kuriem bija pieejama
fenotipiska informacija: visu Cetru plazmas lipidu Iimenu mérijumi (KH, ABL, ZBL un TG), kermena
masas indekss (KMI), glikozes ITmenis asinis, dzimums un vecums. Sakara ar to, ka plazmas lipidu Iimeni
tiek saistiti ar SAS risku un daudzi SAS pacienti varértu lietot lipidu Itmeni pazeminoSus medikamentus
tie no pétijuma tika izslégti, atstajot 1345 neradniecigus DNS paraugus genotipéSanai. Sakotng&ji
genotipéti tika pirmie un pedgejie 380 paraugi (28.3 %) vadoties peéc ABL mérjjumu sadalijuma, laujot
veikt ,,gadijumu-kontroles” saistibu analizi starp biezak sastopamajiem SNP un ABL holesterola limeni.
Otrais pétijuma etaps icklava 144 SNP genotipéSanu visos paraugos, laujot veikt kvantitativu saistibu
analizi starp SNP un visiem Cetriem plazmas lipidu parametriem.

Astonu biezako IH izraisoSo mutaciju reala laika genotip&Sana tika veikta 95 neradniecigiem
»kontroles” paraugiem ar augstu ZBL Iimeni (IH diagnoze nav noteikta, ta¢u pacientu ZBL Iimenis
uzrada IH iesp&jamibu) un 48 neradniecigiem IH pacientiem, kuri iegiiti ar Latvijas Kardiologijas Centra
palidzibu (kopa 143 individi).

Jaunas paaudzes sekvenéSana tika veikta jau minétajiem 48 IH pacientiem no Latvijas Kardiologijas
Centra un 44 neradniecigiem individiem ar paaugstinatu ZBL Iimeni (nav noteikta IH diagnoze) no
VIGDB. Balstoties uz pieejamo fenotipisko informaciju un izmantojot WHO Holandiesu Lipidu Kliiku
Tikla izveidotos kritérijus IH diagnostikai individi tika diagnosticéti ka ,iespgjams” IH (n = 64) vai
,varbiitgji” IH (n = 28) pacienti.

3.2. LipoGene genotipéSanas panelis

SNP izvéle biezo polimorfismu genotipéSanas panela izveidei tika veikta balstoties uz dazadiem
kandidata génu asociaciju un GWAS [34-38, 40, 42, 44-48, 51, 53, 66-72]. GenotipéSanas panelim tika
izveleti tikai SNP, kas ir bijusi saistiti ar vienu vai vairakiem lipidu parametriem. SNP tika sarindoti pec
to augstakajam raksturotajam P veérttbam. Kopa tika atrasti 531 SNP, kas ir saistiti ar vienu vai vairak
lipidu parametriem, talak atrastie SNP rs kodu forma tika nosiititi genotipéSanas kvalitates novertéSanai
uz Illumina Assay Design Tool. Balstoties uz dazadiem Illumina kritéri;iem, 191 SNP tika izslégts no
saraksta. Talak tika izveleti 133 SNP ar P vértibam zemakam ka 3.49x10°". Paneli tika ieklauti arT 11 tag-
SNP, kas atrodas GPR109A/GPR109B lokusa, tadejadi kopa paneli tika ieklauti 144 SNP, kas parstav 32
lokusus. Galgjais izvéléto SNP skaits atbilst lietotas genotipéSanas platformas prasibam. Visu SNP un
tiem atbilstoso lokusu saraksts ir atrodams misu pirmaja originalaja publikacija [73]. Visi 144 SNP tika
genotipéti izmantojot lllumina BeadExpress genotipésanas platformu (Illumina Golden Gate genotyping
assay). GenotipéSana tika veikta Latvijas Biomedicinas P&tijumu un Studiju Centra, vadoties péc razotaja
instrukcijam.

Kvalitates kontrole un primaro datu apstrade. Lai ]pﬁrliecinétos par datu kvalitati un parbauditu
datu savietojamibas Itmeni starp dazadam genotip&Sanas platém, 91 nejausi izvelets DNS paraugs tika
nejausi izvietoti pa genotipéSanas plattm un genotipeti atkartoti. Visam genotipéSanas plateém
savietojamibas lITmenis bija augstaks par 99 %. Tapat ar1 katra plate tika lietota pozitiva kontrole un visu
plaSu pozitivas kontroles genotipi sakrita, tade] neviena genotipéSanas plate netika izslégta no petijjuma.

Primaro datu apstrade tika veikta izmantojot Illumina GenomStudio programmatiru. GeneCall
slieksnis tika istatits 0.25. Genotip&Sanas datu klasteru informacija tika apstradata katram SNP manuali,
lai izslégtu nepreciza algoritma raditas kludas (nepietickama sliktu datu punktu izslégsana vai labu datu

punktu neieklausan klasteros). Paraugi ar genotipé$anas limeni zem 0.950 (paraugi ar mazak ka 95 %
genotipetiem SNP) tika izsl€gti no talakas datu apstrades (n=56).
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3.3.  Atrais IH diagnostikas panelis

Mutaciju izvele. Biezako IH izraisoSo mutaciju atlase reala laika genotip&Sanai tika veikta
balstoties uz mutaciju sarakstu, ko lieto komerciali pieejama IH diagnostikas testa “Elucigen FH20
ARMS” tests. M@s izvélgjamie astonus no 20 biezakajiem funkcionalajiem variantiem LDLR un APOB
geénos [74]. Visas izvEletas mutacijas ir atrodamas Nacionalaja Biotehnologiju Informacijas Centra SNP
datubazeé (dbSNP, versija 138): (rs5742904, rs139624145, rs28942078, rs121908024, rs121908039,
rs28942084, rs121908027 un rs121908028).

Reala laika PKR tika veikta izmantojot 7500 Real-Time PCR platformu (Applied Biosystems®).
Visi genomiskas DNS paraugi tika normalizéti 1idz 7 ng/ul koncentracijai izmantojot spektrofotometru
NANODROP ND-1000. Kopgjais reala laika PKR tilpums bija 10 pl: 5 pl TagMan® Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems®), 0.25 ul 40x TagMan® zonzu maisijums (Applied Biosystems®), 1
ul (7 ng) genomiskas DNS un 3.75 pl MilliQ tGdens. Reakcija tika veikta sekojosos apstaklos: 10 min 95
°C un 40 cikli (15592 °C, 1 min 60 °C un datu ievak$ana).

3.4. IH NGS panelis

AmpliSeq mérketa sekvencésanas panela izveide. M@s izveidojam pielagotu AmpliSeq™ (Life
Technologies) paneli mérkétai ¢etru izvéléto génu kodgjoso rajonu sekvencésanai (APOB, LDLR, PCSK9
un LDLRAP1) [23, 24, 31, 56, 74-83]. Sis panelis lauj veidot lon Torrent™ (Life Technologies)
platformai pielagotas bibliotekas un veikt liela apjoma paralélo sekven€Sanu visiem interesgjoSajiem
rajoniem. Galvenais S§1 panela princips ir ~200 bp garu oligonukleotidu, sauktu par amplikoniem, DNS
bibliotekas veidoSana ar multipleksas PKR palidzibu. Oligonukleotidu atlasei tika izmantots lon
AmpliSeq™ Designer brivpieejas riks. Oligonukleotidu atlaise tika lietoti sekojo$i iestatfjumi: ka
references genoms tika izvéléts cilvéka genoms (hgl9), oligonukleotidu izvélei tika izvEléta 1.2 algoritms
un amplikonu garums tika iestatits 200 bp. M&s izvélgjamies opciju generét oligonukleotidus tikai ar IH
saistito génu kod€joSo dalu, 3’ un 5’ netransl€jamo rajonu sekvenéSanai. Kopa tika izveidoti 192 pari
oligonukletidu, kas tika sadaliti divos oligonukleotidu maisijumos.

NGS. InteresgjoSo rajonu sekvené$anai tika izveéleta NGS platforma lon Torrent™ (Life
Technologies). DNS biblioteku pagatavosanai tika lietots Ion AmpliSeq™ Library Kit 2.0, izveidotie
oligonukleotidu maisijumi un Ion Xpress™ Barcode Adapters reagentu komplekts tika lietots lai atskirtu
dazadus paraugus. Agilent High Sensitivity DNA Kit tika lietots lai parbauditu iegiito biblioteku
koncentraciju un kvalitati. Emulsijas PKR veikSanai tika liectots lon OneTouch™ 200 Template Kit v2 DL
(Izlaists: 2012. gada 12. septembri, Publicésanas Nr. MANQ0006957) un lon OneTouch™ iekarta (Life
Technologies). Sekvenésanai tika lietots lon PGM™ 200 Sequencing Kit (lzlaists: 2012. gada 26.
septembri, F labojums, PublicéSanas Nr. 4474246) un Ion Torrent Personal Genome Machine® (PGMT™)
(Life Technologies) sekvencésanas iekarta. Katras 16 bibliotékas tika sekvencétas uz viena lon 314™
¢ipa (Life Technologies) un paredzamais parklajums bija ~ 30x (vadoties p&c standarta AmpliSeq
protokola).

3.5. Mutaciju verifikacija

Visu interesanto, atrasto, iesp&jams IH izraisoSo un IH izraisoSo mutaciju validacija tika veikta ar
Sangera sekvencésanas metodi izmantojot ABI Prism 3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems®)
instrumentu un regionu specifiskus oligonukleotidus, kuru sekvences nemtas no AmpliSeq panela.

Specifisku DNS fragmentu amplificéSana. PKR tika sagatavots sekojoss reakcijas maistjums: 1.2
ul 10x Taq Buffer ar (NH;)2SO4 (Fermentas), 1.2 pl 25 mM MgCl,, 0.24 pl ANTP maisijums (25 mM,
Fermentas), 0.36 ul 10uM regiona specifisks uz prieksSu ejosais oligonukleotids (Metabion), 0.36 ul
10uM regiona specifisks atpakalejosais oligonukleotids (Metabion), 0.2 ul HOT FIREPol DNS
polimeraze (5 U/ul, SolisBiodyne), 0.5 ul matricas DNS (50 ng/ul) un 7.94 ul MilliQ tdens. Kopgjais
reakcijas tilpums bija 12 ul. Reakcijas tika veiktas izmantojot GeneAmp® PCR System 9700 (Applied
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Biosystems®) termocikleri. Reakcijas apstak]i bija: 10 min 95 °C, 40 cikli (30 s 95 °C, 30 s 60 °C un 30 s
72 °C), 72 °C 7 min.

Talak paraugiem tiek veikta apstrade ar eksonukleazém: 1 ul 1 U/ul garnelu sarmaina fosfataze
(SAP) (Fermentas) un 0.5 ul 20 U/ul eksonukleaze I, E.coli (Exo 1) (Fermentas) tiek pievienoti 10 ul
PKR produktam. Reakciju veic termocikleri GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems®) pie
sekojosiem reakcijas apstakliem: 37 °C 30 min un 80 °C 30 min.

Sekvencésanas PKR maisijums sastav no: 2 pl 5x BigDye® Terminator v1.1 & v3.1 sekven&$anas
buferskiduma (Applied Biosystems®), 0.5 pul BigDye® Terminator v3.1 maisijuma (Applied
Biosystems®), 0.5 ul 5 uM regiona specifiska oligonukleotida (uz priekSu ejosa vai atpakalejosa, bet ne
abi viena reakcija), 2 pul ar exonukleazi apstradata PKR produkta un 5 pl MilliQ tdens. Kopgjais reakcijas
tilpums bija 10 pl. Reakcija tika veikta termocikleri GeneAmp® PCR System 9700 (Applied
Biosystems®) pie apstakliem: 5 min 95 °C, 25 cikli (15 s 96 °C, 4 min un 5 s 60 °C). Sekvené&$anas PKR
produkti tika attiriti izmantojot Sephadex® G-50 Superfine (Sigma-Aldrich) sefadeksu. Attiritie paraugi
tad tiek zavéti termocikleri GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems®) ar atvértu vaku 70 °C
1.5 h vai kamé@r sausi. Sausiem paraugiem tiek pievienoti 11 ul Hi-Di™ formamida (Applied
Biosystems®). Paraugus denaturé termocikleri GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems®)
inkubgjot tos 95 °C 5 min, nekavgjoties p&c inkubacijas paraugi tiek likti uz aukstumbloka vai ledus Smin.

3.6. Datu analize

Lai parbauditu paraugkopas normalo sadalfjumu prieks$ kvantitativas saistibu analizes tika pielietots
68-95-99.7 likums. TG Iimenis bija vienigais no visiem parametriem, kas neatbilda normalajam
sadaltjumam, tad¢] tika logaritmiski transforméts talakam analizém.

PLINK v2.050 programmu paka [84] tika lieota dazadam statistiskajam analizém: Hardija
Weinberga tests, allelu frekvencu analizes, linearas un logistiskas regresijas analizes ar un bez
kovariatiem (dzimum, vecums, KMI, TG, ZBL holesterols un glikozes Iimenis), haplotipu saistibu
analizes, nosacijuma haplotipu analizes un génu-génu mijiedarbibas vai epistazes testi.

Haplotipu un riska al€lu apvienota efekta analizes tika veiktas izmantojot viena parauga T testu no
SPSS v13.0 programmas.

GMDR Beta 0.9 [85] programma tika lietota lai verificétu ar PLINK programmu paketes epistazes
testu ieglitos rezultatus.

Lokusiem, kas parstéveti ar vairak ka pieciem SNP, tika veikta SNP inkrimin&$ana ar IMPUTE2
v2.2.2 programmu [86, 87]. Inkrimin&to SNP saistibu analizes tika veiktas izmantojot SNPTEST v2.1.1
[87] programmu.

Abu pétijuma posmu asociaciju rezultatiem tika pielietota Bonferoni korekcija (0.05/139=3.5x10™).
P&tijuma statistiska jauda tika aprékinata izmantojot Quanto v1.2.4 [88] programmu. Gadijumu-kontroles
petijuma posma miisu paraugkopa lava atrast izredzu attiecibas no 1.34 lidz 2.31 ar 80 % statistisko jaudu
(pie a = 0.050) atkariba no MAF dazadiem SNP, kamér kvantitativas saistibu analizes gadijuma més
bijam sp&jigi konstatét betta koeficientus sekojosas robezas: paaugstinatam KH 0.50-0.15; paaugstinatam
ZBL holesterola Iimenim 0.45-0.15; samazinatam ABL holesterola Iimenim 0.20 un paaugstinatam TG
Itmenim 0.30-0.10.

Reala laika genotipéSanas rezultati tika analiz€ti izmantojot 7500 System SDS programmu
v1.3.1.22 (Applied Biosystems®).

Primarie NGS dati tika savietoti ar cilvéka references genomu (Hg19) izmantojout Torrent suite
3.6.2 un 4.0.2 ieklauto savietosanas aplikaciju v3.6.56201 un 4.0-r77189. Visu izmainu nosauksanai tika
lietota Variant calling aplikavija (variantCaller v3.6.63335 un 4.0-r76860). Lai izsleégtu PKR radusas
kladas un platformas specifiskas kladas [89], visas atrastas izmainas tika manuali apliikotas izmantojot
Integrative Genomics Viewer (IGV) v2.3 programmue [90]. Dazas interesantas izmainas tika verificétas
ar Sangera sekvencéSanu. Talaka variantu anot€Sana tika veikta izmantojot NCBI datubazi, HGMD
datubazi, IH variantu datubazi, ka art citus brivpieejas informacijas avotus. Brivpieejas riki: PolyPhen-2
v2.2.2r398 [91], SIFT [92] un Mutation Taster [93] tika lietoti atrasto variantu iesp&jamo funkcionalo
efektu prognozeésanai.
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4, REZULTATI UN DISKUSIJA

Tauku transports organisma tiek nodrosinats ar lipoprotetnu kompleksu un asins plismas palidzibu,
tadejadi pazmas lipidu Iimenu izmainas — dislipidémijas var noradit uz dazadam tauku metabolisma
izmainam. Cilvéka kerment lipidi ir nepiecieSami Stinas membranas veidoSanai, hormonu sintézei, tauku
uzkrasanai, energijas razoSanai u.c. un izmainas lipidu metabolisma var izraisit dazadas kermena
disfunkcijas. Dislipidémijas un to izraisitas komplikacija ir pétitas jau daudzas dekades [94], tacu ne visi
izmainu to radito fenotipisko izpausmju iemesli ir raksturoti.

Ir zinamas tris galvenas dislipidémiju c€lonu klases: monogénie, multifaktorialie (genétiskie un
apkartejas vides), un sekundarie (apkartgjas vides vai citas slimibas). Pirma klase ietver dislipidémijas,
kuras ir iedzimtas péc konkréta iedzimSanas mehanisma un kuras lielakoties izraisa viena vai dazas
mutacijas viena no daziem géniem. Sis strikti iedzimtas dislipidémijas ir vieglak pétit, jo to fenotips
parasti ir daudz smagaks un iedzim$anas mehanismi vienkar$aki. Tomér katram skartajam individam vai
gimenei var but individuali dislipidémijas genétiskie c€loni, tadél katra jauna gen&tiska c€lona
identificéSanas gadijuma ir nepiecieSami to funkcionalie p&tjjumi. Dazas no STm strikti iedzimtajam
dislipidémijam var bt salidzinosi vid€jas plazmas lipidu izmainas atgadinot multifaktorialo un sekundaro
dilipidémiju fenotipu. Sadas situdcijas izskirt Sos tris dislipidémiju paveidus ir vél gritak. Tomér
multifaktorialo un sekundaro dislipidémiju p&tjjumi ir vél sarezgitaki, jo abas uzrada nelielas plazmas
lipidu izmainas un slimibas pthogenézé iesaistitie gené&tiskie un/vai apkartéjas viedes c€loni parasti nav
zinami.

ST darba galvenais mérkis ir papildinat zinaSanas par dislipidémiju izraiso$ajiem genétiskajiem
faktoriem. Musu darbs tika iedalits divas lielas dalas: pirma — multifaktorialo dislipidémiju genétisko
riska faktoru pétijumi un otra — monogéno dilspidémioju genétisko c€lonu pétijumi. Abos gadijumos
pétijumi tika veikti izmantojot DNS paraugus, iegiitus no VIGDB, tadejadi aplikojot dislipidémiju
genétiskos c€lonus Latvijas populacija.

4.1. Multifaktorialo dislipidéemiju genétiskie riska faktori

Uz So dienu ir zinami vairaki lokusi un simtiem SNP, kas ir bijusi saistiti ar multifaktorialas
dislipidémijas patogenézi [34-57], tomér ne visas §Ts saistibas ir atkartotas dazadas populacijas. Vél jo
multifaktorialo dislipidémiju izpéti. Lai sniegtu jaunu informaciju par multifaktorialas dislipidémijas
genétiskajiem riska faktoriem, més izveidojam SNP genotip&Sanas paneli, kas ietver ieprieks€jos GWAs
pétTjumos Visspecigak ar vienu vai vairakiem lipidu parametriem saistitos SNP. Sis panelis tika lietots
1273 paraugu genotip&sanai no LGDB, kas sastada 0.06 % no Latvijas populacijas [95].

41.1. Saistibu analize

Gan gadijumu-kontroles, gan kvantitativas pazimes saistibu pétijjumos miisu rezultati liecina par to,
ka SNP CETP (Cholesterol Ester Transfer Protein) géna ir galvenie izmainita ABL holesterola ITmena
ietekmgjosie genéctiskie faktori Latvijas populacija (skatit Tabulu 4.1.). Tegutie rezultati sakrit ar citos
pétijumos iegitajiem [36-38, 40, 41, 43, 45, 53, 96-98]. V&l jo vairak, Sie rezultati ir saskana ari ar CETP
funkciju cilvéka kermeni. CETP géna kod@tais proteins apmaina pret TG nodroS§ina HE parnesi no ABL
dalinam uz ApoB saturo$ajam dalinam (LZBL un ZBL) [99, 100]. Si reakcija rada ABL limena
samazinasanos un paaugstina ZBL Iimeni, tadejadi defekti CETP géna izraisa ABL holesterola Iimena
paaugstinaSanos, turpreti funkciju pastirino$as mutacijas izraisa ABL holesterola Iimena samazinasanos

[1].
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Tabula 4.1. Ar dazadiem plazmas lipidu limeniem spécigak asociétie SNP

rs11076175 CETP
rs4803750  TOMM40

0.178 | -0.08815 7.84E-06 0.02283 0.01570 0.05980 0.25090
0.080 0.02782 0.32170 0.03400 0.01119 -0.30820 2.85E-05

ABL holesterols Log Trigliceridi | ZBL holesterols
Atbilstosais Beta _ Beta _ - Beta o
SNP gens MA = MAF I \oeficients  P7Yera |y oeficients T Yer®P2 | oeficients P-vértiba
1s2240466 MLXIPL T 0.109 0.08560 0.00048 -0.04579 9.03E-05 -0.02034 0.75340
rs714052 MLXIPL G 0.107 0.08511 0.00046 -0.04716 4.76E-05 -0.01139 0.85900
rs17145738 MLXIPL A 0.110 0.08601 0.00029 -0.04625 4.44E-05 -0.03144 0.61520
1s2286276 MLXIPL T 0.154 0.07353 -0.01940 0.02625 0.03586 0.45600
rs11974409 MLXIPL C 0.164 0.07183 0.00041 -0.03482 0.00034 -0.00917 0.86430
rs173539 CETP T 0337 0.09744 3.39E-09 -0.01106 0.16330 0.02580 0.55440
rs3764261 CETP T 0.329 0.10050 1.46E-09 -0.01126 0.15850 0.03005 0.49460
rs1800775 CETP C 0.118 -0.08538 1.02E-08 0.00723 0.31570 0.01733 0.66070
rs711752 CETP T 0456 0.08489 7.19E-08 -0.00520 0.49240 -0.01202 0.77320
rs708272 CETP A 0455 0.08567 5.59E-08 -0.00541 0.47550 -0.01941 0.64200
rs9929488 CETP G 0.278 -0.07313 1.85E-05 0.01412 0.08442 0.00417 0.92640
rs7203984 CETP G 0.195( -0.08570 6.23E-06 0.02179 0.01649 0.05610 0.26290
rs9939224 CETP T 0.19% -0.09567 4.80E-07 0.02311 0.01123 0.06698 0.18210
rs7205804 CETP T 0457 0.07848 5.69E-07 -0.00807 0.28510 -0.03287 0.42900
G
C

Neviens SNP nav spécigi asociéts ar kop&jo holesterola Iimeni asinTs, tadé| dati nav attéloti. SNP ar P vértibam < 0.05 ieziméti treknraksta; SNP ar P
vertibam < 0.05 p&c Bonferroni korekcijas attéloti ar melnu iekrasojumu un baltiem burtiem. Visi rezultati ir iegliti veicot linearas regresijas analizi ieklaujot
kovariatus (vecums, dzimums, KMI, un glikozes limenis). MA, minora allele; MAF, minoras alleles frekvence; ABL, augsta blivuma lipoproteins; ZBL, zema

blivuma lipoproteins.

Tris, visspécigak saistitic SNP (rs3764261, rs173539 un rs1800775) atrodas CETP géna promotera
rajona liekot domat, ka tiesi CETP ekspresijas izmainas ir galvenais ABL holesterola Iimena izmainu
ietekméjosSais c€lonis misu paraugkopa. rs3764261 un rs173539 visticamak ir saistiti to lielas
nelidzsvarotas saistibas (LD — linkage disequlibrium) dg] ar iesp&ams funkcionalu variantu rs183130
[98], kas atrodas iesp&jama transkripcijas saistiSanas vieta, kas ir stipri konservativa salidzinot cilvéka un
Simpandzes genomus [98]. Tomér §1 teorija netika parbaudita §1 pétjjuma ietvaros un, lietojot
RegulomeDB, brivpieejas riku nekodgjoso variantu anotgSanai, par $o SNP nav nekadu pieradijumu par ta
ietekmi uz transkribcijas faktoru siastiSanas vietu izmainam [101]. Iepriek$&jos p&tijumos jau ir aprakstits,
ka rs1800775 A algle ir funkcionala un izraisa samazinatu Sp1 un Sp3 transkribcijas faktoru saistiSanos ar
DNS. Tas izraisa samazinatu CETP géna transkripciju un talak CETP daudzumu plazma [102, 103] un
tad ABL holesterola Iimena paaugstinasanos plazma. Tomér Spl transkribcijas faktora saistiSanas ar So
vietu netika paradita ENCODE Chip-seq datos [101], ka noradits RegulomeDB un citas datubazes. Ir
japiebilst, ka ENCODE dati var variét atkariba no izmantotas $iinu Iinijas un citiem faktoriem, kas
visticamak arT izskaidro iztriikstoSo Sp1 saistiSanos ar So vietu. Pargjas atrastas saistibas starp SNP CETP
lokusa un ABL holesterola limeni varétu biit izskaidrojamas dél LD ar jau minétajiem funkcionalajiem
variantiem CETP géna promotera rajona vai dél LD ar citam funkcionalam kodgjosam mutacijam CETP
geéna, kas nav aplukotas masu pétijuma (http://www.hgmd.cf.ac.uk/).

Kvantitativas pazimes saistibu pétljumos més atradam vel divus SNP MLXIPL/TBL2 lokusa
(rs17145738 and rs2286276), kas ir saistiti ar ABL holesterola limeni. MLXIPL (MLX-Interacting
Protein Like) ir spirales-Cilpas-spirales leicina ravejsledzgja tipa transkripcijas faktors, kas kopa ar MLX
(Max Like protein X) saista DNS [104]. Tas spgj kavét E-box-atkarigo transkribciju [104] vai
karbohidratu atbildes elementa (ChoRE) motivus lipogéno enzimu promoteros. Tauku §tinas MLXIPL ir
galvenais taukskabju sintézes un insulina sensitivitates regulators [105]. Taukskabes var tikt izmantotas
TG sintézei $una, tade] ir iesp&ams, ka, pieméram, izmainas MLXIPL ekspresija var netiesi, caur
metaboliskajiem celiem ietekm& ABL holesterola Itmeni. Tomeér abi saistitie SNP fiziski atrodas tuvak
TBL2 (Transducin Beta Like 2) génam neka MLXIPL. V&l jo vairak, viens no tiem (rs2286276) atrodas
viena no TBL2 géna introniem. Saskana ar RegulomDB informaciju, rs2286276 ir klasificéts ka variants,
kas visticamak ietekmé transkribcijas faktoru saistiSanos, kas savukart turpina pastiprinat §1 SNP
potencialo funkcionalo lomu lipidu metabolisma [101]. Tas atrodas blakus MYB (avian myeloblastosis
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viral oncogene homolog) motivam, kas nodroSina saistiSanas vietu daudziem proteiniem, ieskaitot
dazadus transkribcijas faktorus, RNS polimerazes 2 funkcionalos doménus, transkribcijas aktivatorus un
citus (http://www.requlomedb.org/). V&l viens iesp&jams izskaidrojums $im saistitbam musu paraugkopa
varétu biit LD ar kod&josiem variantiem MLXIPL géna, kas izraisa TG limena izmainas [42]. V&l vairak,
kvantitativas pazimes p&tijumu rezultati uzrada ar Cetru, ta paSa MLXIPL/TBL2 lokusa SNP (rs17145738,
rs714052, rs2240466 and rs11974409) isaistibu ar logaritmiski transformétu TG limeni (logTG). Sie
rezultati sakrit ar citiem saistibu pétijumiem [42] ka arT ar MLXIPL funkcijam lipidu metabolisma
(apspriests ieprieks). Nemot véra visas atrastas saistibas starp MLXIPL/TBL2 lokusu un diviem lipidu
parametriem, paaugstinas $1 lokusa nozimigums lipidu metabolisma genétisko c€lonu noskaidrosana.

Lidzigi, més konstatéjam ari viena TOMMA40 (Translocase of Outer Mitochondrial Membrane 40)
lokusa lokalizéta SNP saistibu ar ZBL holesterola ltmeni miisu kvantitativas pazimes saistibu petijjumos.
Precizak, $is SNP atrodas BCL3 (B-cell Leukemia/Lymphoma 3) géna pirmaja introna, kas kodé nukleara
faktora kappa-B (NF-kB) otras subvienibas inhibitoru [106, 107]. Ta ka nedz TOMMA40, nedz BCL3 vai
NF- kB ir kada zinama saistiba ar lipidu metabolismu, visticamakais §is saistibas izskaidrojums varétu biit
LD ar kadu funkcionalu variantu apolipoproteinu génos, kas atrodas tilit aiz TOMMA40 géna. Ir zinams,
ka mutacijas APOE géna (atrodas tieSi aiz TOMMA40) var izraisit treSa tipa monogeno
hiperholesterolémiju [108]. M@s neesam parliecinati par to, vai musu paraugkopa ir individi ar
nediagnosticétu monogeéno dislipidémiju, lidz ar to Sis izskaidrojums TOMM40 lokusa saistibai ar ZBL
holesterolu var&tu bt patiess. Tai pat laika, Sis SNP var€tu atrasties arT kada no $o apolipoproteinu génu
regulatorajiem rajoniem vai varétu bit LD ar tadu, jo attalums starp, pieméram, TOMM40 un APOE
géniem ir saméra liels (2.1 Mb). Lai ka, §Ts spekulacijas biitu nepiecieSsams parbaudit talakos pétijumos,
lai iegutu péc iesp€jas precizaku informaciju par $1 SNP vai TOMM40 lokusa saistibu ar lipidu
metabolismu.

Diemzgl, litojot RegulomeDB datubazi, neviens no saistitajiem SNP, iznemot rs2286276, netiek
klasific€ts ka pirmas vai otras kategorijas SNP, kas nozimé, ka neviens saistitais SNP, iznemot vienu,
neatrodas regulgjosos rajonos [101]. Kaut ari saistitic SNP nav starp tiem, kas var€tu ietekmét
funkcionalas izmainas, nav izslégts, ka funkcionali SNP varétu biit LD ar tiem, vai arT pasreizgjie petijumi
nav sp&jusi pieradit to funkcionalitati. Visi saistibu petijumu rezultati detalizétak ir izklastiti §1 darba
pirmaja un otraja publikacija.

4.1.2.  Haplotipu analize

Lai parbauditu dazadu haplotipu ietekmi uz asins plazmas lipidu limeniem, més veicam detalizétu
analizi lokusiem (CETP and MLXIPL), kuri bija parstavéti ar vairak ka vienu, ar vienu vai vairak lipidu
parametriem p&c Bonferoni korekcijas pielietosanas butiski saistitu SNP. Haplotipu analizes rezultata tika
atrasti tris haplobloki, kuru haplotipi ir saistiti ar dazadiem lipidu parametriem. Divi no tiem atrodas
CETP un viens MLXIPL lokusa (skatit Tabulu 4.2.). Divi citi CETP lokusa haplobloki tika uzskatiti par
neinformativiem, jo tie sastav tikai no diviem SNP. Mes atradam vienu haplotipu, kas ir saistits ar
paaugstinatu ABL holesterola Itmeni, visos tris haploblokos, tadejadi piedév€jot tiem potenciali
»protektivu” iedarbibu. Katra haplobloka tika atrasts ari vismaz viens haplotips, kas ir saistits ar
samazinatu ABL holesterola Iimeni, tadejadi nodevé&tus par ,,rika haplotipiem”. Sie rezultati [oti labi sakrit
ar ieprieks izvirzito hipotézi, ka lielaka dala ar ABL holesterola limeni saistitie SNP miisu populacija,
patiesiba ir saistiti spéciga LD d€] ar funkcionaliem variantiem. Tas norada uz to, ka patiesiba ir tikai dazi
ar lipidu parametriem saistiti SNP ar neatkarigam ietekm&m. Otra haplobloka gadijuma ir skaidri
redzams, ka haplotipu izkliede ir atkariga no divu, savstarpgji ar specigu LD saistitu (R?=0.94) SNP
(rs173539 un rs3764261) riska alelu klatbiitni. Abu SNP funkcija lipidu metabolisma nav zinama, tacu tie
ir arT spéciga LD ar iesp&jams funkcionalu variantu rs183139 [98], lickot domat, ka tieSi §is SNP ir
potenciali Tstais polimorfisms, kas ietekm& ABL holesterola Iimeni. Tresa haplobloka gadijuma ir divi
SNP (rs1800775 un rs9939224) ar iesp&jams neatkarigiem efektiem uz ABL holesterola Iimeni. Pirmais
no tiem, jau ir labi zinams ka funkcionals un nav parsteigums, ka ta A al€le ir atrodama ,,protektivaja”
haplotipa. ST A algle ir atrodama arf divos citos §T haplobloka haplotipos, tadu tie nav batiski saistiti (P
vertiba < 0.05) ne ar vienu no pétitajiem parametriem. rs9939224 atrodas CETP géna otraja introna un ta
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loma lipidu metabolisma nav zinama, tacu miisu rezultati norada uz iesp&jamu neatkarigu $1 SNP ietekmi,
jo ta T al@le ir atrodama tikai ,,riska” haplotipos (rezultati no gadijumu-kontroles saistibu p&tjjumiem).
Mes atradam vél vienu ar samazinatu ABL holesterola Itmeni bitiski saistitu ,,riska” haplotipu miisu
kvantitativas pazimes saistibu pétijuos, kuram nav rs9939224 T algle. ST saistiba ir viduvéja (P vértiba
0.04370) un, iesp&jams, ir maldigi pozitivs rezultats nepictickama paraugkopas apméra dél; tomér $o
apgalvojumu ir nepiecieSams apstiprinat veicot atkartotas analizes lielakas paraugkopas.

Tabula 4.2. CETP un MLXIPL génu haplotipu asociacija ar dazadiem plazmas lipidu

ITmeniem

) _ KH ABL logTG
Gens D Haplotipa sekvence FRQ P-vértiba | P-vértiba | P-vértiba
11 G C 0,084 0,51670 | 0,31280 | 0,27640

12 AT 0,916 0,51670 | 0,31280 | 0,27640

21 G T T T 0,326 0,10200 IEEY=EUN| 005022

2.2 0,444 0,08522 [EPXVI=R 0,72650

YRl A C C G 0,134 (7 5,02E-03 | 0,00779

24 G C C G 0,028 043030 | 044500 | 0,66910

25 A CTG 0,057 0,75970 | 0,59550 | 0,29950

= 31 ATAGCTGTA 0442 0,56410 [PRZI=NYAN 0,17040

3 32 0171 | 071620 [EEIIISEVS

KKl C C G G C T T C AR 0,95810 [EK<ryiMl| 0,33340

34 ACGACTGC A 002 0,05161 | 0,05849 | 0,50800

35 0,186 0,24700 0,68180

36 ACGGGTGC CA 0044 0,45800 | 0,21500 | 0,34870

37 CCGACTGTC CA 0028 045640 | 047500 | 0,60930

38 CCGGGTGC C A 0036 0,50550 | 0,59040 | 0,77200

41 C C 0,971 0,28010 NI INITD)

4.2 0,020 0,68610 0,00961 0,18160

a 51 T CGATC 0,106 WREIO  0,03874 | 0,00240
2 5.4 0,770 | 011470 VKO 0,13640
8! 52 CCAGTOC 0,054 0,99630 | 0,35350 | 0,55600
= 53. CTAGTT 0,065 OXECE 037320 | 0,06647

Haplotipu saistiba ar ZBL holesterolu nav attglota, jo netika konstatéta neviena statistiski butiska saistiba ZBL holesterolam ar kadu no testétajiem
haplotipiem. FRQ, haplotipu frekvence; KH, kopgjais holesterols; ABL, augsta blivuma lipoproteins; logTG, logaritmiski transforméta TG limena vértiba; 1D,
Haplotipa identifikacijas nummurs (pirmais skaitlis — p&tama haplobloka nummurs; otrais skaitlis — individuala haplotipa nummurs); Pirmais CETP géna
haplobloks ietver rs2241770 un rs16962767; Otrais CETP géna haplobloks ietver rs12448528, rs173539, rs12708967 un rs3764261; TreSais CETP géna
haplobloks ietver rs1800775, rs711752, rs708272, rs1864163, rs9929488, rs7203984, rs9939224, rs7205804 un rs11076175; Ceturtais CETP géna haplobloks
ietver rs5880 un rs1800777; Pirmais MLXIPL géna haplobloks ietver rs2240466, rs1178979, rs714052, rs17145738, rs2286276 un rs11974409; “protektivie”

haplotipi ir ieziméti peleki; ,,riska” haplotipi ir iezZiméti melni ar baltiem burtiem; P-vertibas, kas ir zemakas par 0.05, iezimétas melnas ar baltiem burtiem.

Haplotipu analizes rezultati norada uz funkcionali atSkirigu (,,protektivu”, ,neitralu” un ,,riska”)
haplotipu esamibu treSaja CETP géna haplobloka, atkariba no divu SNP (rs1800775 un rs9939224) alelu
kombinacijam. Sis pienémums var kalpot ari ka iemesls $o SNP iesp&jamai diagnostiskas nozimes izpétei,
piemé&ram, lai prognozétu ABL holesterola Iimeni asinis un tadejadi ari risku SAS. Vel jo vairak, sava
gadijumu-kontroles p&tijuma més atklajam, ka viena vai divu ,,riska” haplotipu klatbiitnes gadijuma abos
CETP géna haploblokos ir vérojama palielinata ietekme uz ABL holesterola Iimeni (skatit Attélu 4.1.).
Visi haplotipu saistibu analizes rezultati ir nemainigi abos miisu p&tijumos, noradot uz to ticamibu.
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Attéls 4.1. CETP géna haplotipu kombinaciju saistiba ar ABL holesterola limeni. HAP-2 attgloti CETP lokusa otra haplobloka haplotipu dozas
analizes rezultati, kamér HAP-3 attéloti CETP lokusa tresa haplobloka haplotipu dozas analizes rezultati. Negativs riska skaitlis norada individus ar vienu vai
diviem ,,protektiviem” haplotipiem, Neitrals riska skaitlis norada individus ar ,neitraliem” haplotipiem vai vienu ,,protektivu” un vienu ,,riska” haplotipu,
Pozitivs riska skaitlis norada individus ar vienu vai diviem ,riska” haplotipiem. Individi ar neitralu riska skaitli tiek lietoti ka references grupa. Gaisi peleka
kolonna norada individu skaitu ar zemu ABL holesterola Iimeni; tumsi pelékas kolonnas norada uz individu skaitu ar augstu ABL holesterola limeni. Kladu

robezas norada 95 % ticamibas intervalu.

Lidzigi mes atradam arT vienu ,,protektivu” un vienu ,,riska” haplotipu MLXIPL lokusa haplobloka.
Tomeér $is haplobloks ir loti liels un ietver vairakus génus (FZD9 géna beigu dalu, BAZ1B, BCL7B, TBL2
un MLXIPL géna beigu dalu). Miisu pétijuma tika lietoti tikai se§i SNP no §1 haplobloka, tade] MLXIPL
haplotipu saistiba ar ABL holesterolu biitu jauztver piesardzigi, ka arT ir nepiecieSami talaki petijumi, lai
atkartotu un apstiprinatu atrasto saistibu pirms izdarit kadus secinajumus.

Katra apspriesta haplobloka viens haplotips bija saistits arT ar logTG. Sis saistibas varétu biit
izskaidrojamas ar parklajosamies TG un dazadu veidu asins plazmas lipoproteinu dalinu metaboliskajiem
celiem. Tomer, sakara ar MLXIPL funkcijam lipidu metabolisma (apspriests augstak), iesp&jamibu, ka
MLXIPL lokusa SNP varétu tiesi ietekmét TG limeni, arT nevar izslégt. Netika atasta neviena biitiska
haplotipu saistiba ar ZBL holesterola Iimeni.

4.1.3. Apvienota efekta analize

Lai parbauditu talaku daudzu mazas izpausmes SNP iesp&amo apvienota efekta esamibu, meés
veicam riska al€lu apvienota efekta analizi visiem SNP, kas bija sakotng;ji saistiti (P vertiva <0.05 pirms
Bonferoni korekcijas) un katrs no tiem parstavéja vienu haplobloku. Saja analizé iegitie rezultati rada, ka
paaugstinats riska alelu skaits individam nosaka augstaku KH, ZBL holesterolu un logTG, un zemaku
ABL holesterola limeni (skatit Attélu 4.2.).
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Attels 4.2. Apvienota efekta analize visiem lipidu parametriem. A, hop&jam holesterolam; B, augsta blivuma lipoproteina holesterolam; C, zema
blivuma lipoproteina holesterolam, un D, log trigliceridiem. Y ass norada atbilstosa lipidu parametra [imeni (mmol/L); X ass norada trTs vienadu, balstoties uz
riska allu skaitu, grupu sadalfjumu; melnie kvadrati norada katras grupas lipidu parametra vidgjo vertibu ar 95 % vidgjas atskiribas ticamibas intervalu.

Punktéta linija norada uz linearo korelaciju starp dazadam grupam, un R2 vértiba ir aplikojama katram lipidu parametram.

Lai gan miisu rezultati uzrada nelielu lipidu parametru paaugstinajumu vai samazinajumu atkariba
no riska al€lu skaita, kas ir individam, Sie rezultati norada uz daudzu mazas izpausmes SNP apvienota
efekta esamibu. Tadel biitu svarigi veikt turpmakus p€tijumus un atrast vél vairak Sadus SNP, lai varétu
izveidot diagnostikas riku izmainttu lipidu limenu prognozesanai.

Nav izlégts, ka miisu paraugkopa ir ar1 dazi nediagnostic€tas monogénas dislipidémijas gadijumi,
un liela dala $aja petjjuma ietverto lokusu ir ar zinamu funkciju lipidu metabolisma, tadg] ir iesp&jams, ka
dazi no Siem sakotngji saistitajiem SNP patiesiba ir saistiti LD d&l ar zinamiem funkcionaliem variantiem.
Tomér hipotéze, ka pastdv daudzu mazas izpausmes SNP apvienotais efekts, netiek izslegta. Ir
nepiecieSami talaki petijumi Saja joma un daudz vairak riska al€les ir jaieklauj Sada veida analiz€, lai
varétu konstatet 1sto daudzu mazas izpausmes SNP apvienoto efektu, kas ietekmé lipidu parametrus. Lai
talak stiprinatu $o daudzo mazas izpausmes SNP nozimi multifaktorialo dislipidémiju patogenézg, ir
nepiecieSams veikt petijumus ar daudz lielakam paraugkopam.
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4.1.4. Epistazes analize

Izmantojot GHMDR programmu, SNP-SNP mijiedarbibas saistibas analizes rezultati, neuzradija
nevienu biutisku saistibu ar lipidu parametriem, kamér, lietojot PLINK programmu datu apstradei, tika
atrasti cetri SNP pari (Attels 4.3.).
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Attels 4.3. T testa rezultati nozimigakajam SNP-SNP mijiedarbibam. Katrai SNP-SNP mijiedarbibai ir iespgjamas devinas divu SNp genotipu
kombinacijas. Cetri grafiki attélo divu SNP mijiedarbibas saistibas ar lipidu parametru T testa rezultatus visam devinam iesp&jamajam genotipu kombinacijam:
A — ABL holesterolam, B — logTG, C un D — ZBL holesterolam. Y ass norada lipidu parametra vértibu mmol/L (log TG tas ir log mmol/L); X ass attélo tris
iespgjamos viena SNP-SNP mijiedarbiba iesaistita SNP genotipus; Zilie, sarkanie un zalie punkti norada vidgjo lipidu parametra vértibu katram otra SNP-

SNP mijiedarbima iesaistita SNP genotipam, attiecigas robezas norada zemako un augstako robezu 95 % vidgjas vertibas ticamibas intervalam.

Kaut gan atrastas saistibas ir uzskatamas par mé€renam un tas jauztver ar piesardzibu, nav izslégta
dazu SNP paru mijiedarbibas esamiba ar lipidu parametriem. Piem&ram, var redzét tendenci ABL
holesterola ltmenim paaugstinaties, ja abi iesaistitic SNP (rs6586891 un rs1551894) ir homozigota
stavokli (Attels 4.3. A). Homozigots C/C genotips rs6586891 kopa ar C/C genotipu rs1551894 rezultgjas
ar 0.4 mmol/L zemaku ABL holesterola Itmeni neka attieciga C/C un T/T genotipu kombinacijas
gadijuma. Lidzigas tendences var redzet visos Cetros SNP paros, kas saistiti ar lipidu parametriem.

Tomeér var redzet ari, ka apak$gjas un augsejas robezas 95 % ticamibas intervalam vairuma
gadijumu parklajas, liecinot par nepiecieSamibu analizét daudz lielaku paraugkopu, lai saSaurinatu §is
robezas.
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4.1.5. Imputacija

Imputacijas un atrasto SNP saistibas analizes rezultati galveno kart lika izdarit tadus pasus
secinajumus ka miisu saistibu analizes petijuma. CETP géns izradijas spécigakais ABL holesterola Iimeni
ietekméjosais genctiskais faktors un BCL3 no TOMM40 lokusa izradijas spécigakais ZBL holesterola
Iimeni ietekm@&josais genétiskais faktors miisu populacija. Més ari atradam SNP LPL lokusa, kas ir saistiti
ar ABL holesterola Iimeni un APOB lokusa, kas saistiti ar ABL holesterolu un KH. Neviens funkcionals
variants imputacijas analiz€ netika atrasts un, ta ka ir iesp&jams, ka misu paraugkopa ir individi ar
monogeéno dislipidémiju, §is saistibas var but armT maldigi pozitivi rezultati d€] LD ar funkcionaliem
variantiem, kas izraisa monogéno slimibas tipu. Kopuma, visi miisu kvantitativas pazimes saistibu
pétijumos iegiitie rezultati sakrit ar citu p&tnieku veiktajiem atklajumiem [36-38, 40, 41, 43, 45, 53, 96-
98].

4.2. Monogéno dilipidémiju genétiskie riska faktori

Ir vairaki géni, kuru mutacijas izraisa dazada veida monogénas dislipidémijas. Isbiezak IH
patogenéz€ iesaistitie géni ir LDLR, APOB, PCSK9 un LDLRAP1 [23, 24, 31, 56, 74-83]; tadg] tie ir ari
musu pétijumu galvenie izpétes oblekti. Lai pétitu biezak sastopamos IH izraiso$os genétiskos c€lonus
Latvijas populacija, mes vispirms izveidojam reala-laika PKR genotip&Sanas paneli, kura ietvertas astonas
biezak sastopamas IH izraiso§as mutacijas. Sis genotipesanas panelis tika lictots atram IH pacientu un
,kontroles” skriningam, lai noskaidrotu So astonu, biezak sastopamo IH izraisoSo mutaciju frekvenci
misu populacija. Daudz detalizétakai Latvijas populacijas IH pacientu mutaciju analizei mes izveidojam
mérketu NGS paneli, kas lauj vienlaicigi veikt sekvenc€Sanu c¢etru IH izraisoSo génu 5°, 3’
netransléjamajiem rajoniem, kesoniem un splaisa saitiem.

4.2.1. Reala laika genotipeSana

Lai parbaudit biezak izplatito, lietotu ari komerciali pieejamajos IH testéSanas panelos [74],
monogeéno dislipidémiju genétiskos c€lonus Latvijas populacija, més veicam astonu biezak sastopamo
mutaciju genotipéSanu pacientiem ar paaugstinatu ZBL holesterola Iimeni, kas atbilst ,,iespemai” vai
,varbutéjai” IH [19]. Més atradam, ka tikai vienam no 48 pacientiem tika atrasta mutacija (rs5742904)
heterozigota stavokli kopa dodot tikai 2.1 % IH detekcijas [imeni misu ,,iesp&jamas” un ,,varbiitgjas” IH
pacientu paraugkopa. Sis zemais detekcijas ITmenis norada uz diviem iespéjamiem izskaidrojumiem:
pirmais — miisu populacija biezak ir izplatitas citas mutacijas; otrs — IH diagnosticéSanai lietotie WHO
izstradatie krit€riji ir parak visaptveros$i, laujot diagnosticét péc iesp€jas vairak IH gadijumu, bet
vienlaicigi ieklaujot salidzinosi lielu skaitu maldigi diagnosticétu IH gadijumu. Janem veéra ar1 fakts, ka,
lai sekmigi pielietotu WHO IH diagnostic€Sanas krit€rijus, ir nepiecieSami vairaki lipidu mérijumi.
Diemzel musu pétijuma ieklautajiem pacientiem bija pieejams tikai viens mérjjums katram lipidu
parametram, vedinot domat, ka dala no tiem var biit neprecizi diagnostic€ti ar IH.

Interesanti bija arT parbaudit, vai miisu saistibu pétijumos lietotaja paraugkopa (apspriests augstak)
ir atrodami IH gadijumi. M&s veicam genotipé&Sanu 95 ,kontroles” paraugiem ar visaugstakajiem ZBL
holesterola Iimeniem (bet bez IH diagnozes), izmantojot jau minéto IH izraisoSo mutaciju genotip&Sanas
paneli (dati nav publicéti). Nebija parsteigums, ka trijos no 95 paraugiem (3.2 %) tika atrasta IH izraisoSa
mutacija rs5742904 heterozigota stavokli, apstiprinot hipotézi par dazu, nediagnostic€tu monogénas
dislipidémijas pacientu esamibu misu saistibas analizes pétijumos lietotaja paraugkopa.

4.2.2. Jaunds paaudzes sekvenéeSana
Ta ka reala-laika genotip€Sanas panela sensitivitate bija zema, mes veicam Cetru, ar IH saistitu génu

(LDLR, APOB, PCSK9 un LDLRAP1) kodgjoso rajonu NGS izmantojot lonTorrent™ NGS tehnologiju
92 pacientiem ,,ar aizdomam” uz IH (dala datu nav public&ti). Sis analizes mérkis bija noskaidrot biezak
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sastopamas aminoskabi maino$as mutacijas misu paraugkopa, lai izveidotu daudz efektivaku, viegli
lietojamu un salidzinosi Ieétu IH dieagnostikas genotip&Sanas paneli.

Megs izmantojam dazadus brivpieejas informacijas avotus, lai veiktu atrasto nomainu raksturoSanu,
tomér lielaka dala informacijas ir iegiita no divam datubazém: The Human Gene Mutation Database
(HGMD) (http://www.hgmd.cf.ac.uk/) un IH variantu datubazi UCL (FHVD) (http://www.ucl.ac.uk/Idlr)
[109].

Péc sekvencesanas kliidu aizvakSanas, kas radusas no PCR, nepreciziem variantu saukSanas
algoritmiem blakus homopolimériem un k&des specifiskam klidam, kas raksturigas lon Torrent
platformai [89], mé&s sava paraugkopa atradam 114 dazadas nomainas. Tris mutaciju gadijuma
alternativas al€les frekvence bija 100 %. Tika pienemts, ka tas ir nepareizi raksturotas references genoma
un netika ieklautas atrasto nomainu saraksta. Lidzigi arT aminoskabi nemainos$as kodgjoSas nomainas (n =
22) netika ieklautas kop€ja variantu saraksta. Kopa tika atrastas 31 aminoskabi mainoSas nomainas,
astonas nomainas tuvu (10 bp) intronu-eksonu robezai un 50 citas nomainas.

Lai klasificétu identificétas mutacijas, més iedalfjam tas se$as dazadas kategorijas, balstoties uz to
potencialo patalogisko ietekmi. Nomainas, kas FHVD un HGMD datubazés tiek raksturotas ka IH
izraisoSas un kuru nozime tiek papildinata ar pieradijumiem no vairakiem literatliras avotiem, tika
pienemtas ka patog€nas (Kategorija 1). Retas (minoras aléles frekvence zem 1.0 % balstoties uz 1000
genomu  pirmas fazes  genotipéSanas datiem no 1094  visas pasaules individiem
http://browser.1000genomes.org), aminoskabi maino$as nomainas ar nezinamu vai neskaidru ietekmi un
kuras, lietojot visus tris prognozeSanas rikus, tika prognozetas ka proteinu bojajosas, tika pienemtas ka
iesp&jams patogenas (Kategorija 2). Atlikusas retas, aminoskabi mainosas un potencialas splaisa saitu (10
nukleotidi introna) nomainas tika klasificétas ka nomainas ar neskaidru klinisko ietekmi (Kategorija 3).
Visi pargjie nekodgjosie varianti, varianti ar minoras aléles frekvenci virs 1.0 %, varianti, kas atrasti
potenciali vesela cilveéka, un varianti ar potenciali pretéju ietekmi, tika klasificeti ka nekaitigi. Sakotngji
tikai 1., 2. un 3. kategorijas nomainas (n = 15) tika pienemtas ka “interesantas” (skatit Tabulu 4.3).
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Mg@s atradam Cetras patogénas, IH izraisoSas mutacijas 7.6 % individu miisu paraugkopa (Kategorija
1). LDLR géna proteinu partrauco$d mutacija Arg350X tika atrasta vienam individam. Sis variants
ieprieks jau ir raksturots ka IH izraiso$s variants 13 neradniecigos IH pacientos [24, 83, 116]. Gly20Arg,
kas tika atrasts divos individos, atrodas LDLR géna un ieprieks vairakkart ir identificéts IH pacientos [75,
110-114]. Neskatoties uz PolyPhen-2 maigo prognozi, Gly20Arg jau tiek lietots LIPOCHIP — IH
diagnostikas paneli [115] un tadé] tiek uzskatits par Tstu IH izraisoSu variantu. Lidzigi ar 1VS11 -10
(G>A) vairakkart ir atrasta IH pacientos [77, 79, 81, 112, 117, 118] un ari tiek lietota IH diagnostikas
paneli [118]. V@&l viena mutacija Arg3527GIn APOB géna tika atrasta trijiem individiem, tadejadi ir
visbiezaka IH izraiso$a mutacija ar daudziem epidemiologikiem un funkcionaliem pieradijumiem [74, 76,
78, 110, 120]. Arg3527GIn atrodas APOB géna 26 ecksona, blakus LDLR saistiS8anas doménam (doméns,
kas atbildigs par ApoB saistiSanos ar LDLR un lipoproteinu uznemsanu §tina) [121]. V&l vairak, visi tris
darba lietotie proteina funkciju prognozéSanas riki prognoz€ So variantu ka proteinu bojajosu vai slimibu
izraisoSu. Interesanti, ka visi tris §Is mutacijas nésataji ir ari citas APOB géna mutacijas Glu2566Lys
nésataji, liekot domat par spécigu LD starp tam.

Visi $aja petijuma lietotie proteinu funkciju prognozesanas riki citas tris retas APOB géna mutacijas
nodévgja ka potenciali proteinu funkciju bojajosas (Kategorija 2). Viena no tam Argl689His HGMD
datubazg ir raksturota ka hipertrigliceridémiju izraisoSa, tacu ta ir atrasta ari controles paraugos [56],
liekot domat par tas vajo ietekmi uz IH fenotipu. Pargjas divas retas APOB géna mutacijas nav ieprieks
raksturotas un tika atrastas divos (2.2 %) individos. lesp&jams, ka vismaz dazas no $Tm mutacijam vargtu
biit 1stas IH izraisoSas. Pirms tas tiek sauktas par istam IH izraisoS$am mutacijam, ir nepiecieSami talaki
péttjumi, lai parbauditu to patieso lomu IH attistiba. Tomér, ja més pienemam, ka $ie tris varianti ir 1stas
IH izraisoSas mutacijas, més kopa spétu diagnosticet 11 IH pacientus un iegitu 12.0 % kopgjo IH
detekcijas limeni.

Klat jau iepriek§ min€tajam mutacijam, més atradam vél septinas, retas (frekvence populacija zem
1.0 %) aminoskabi mainoSas mutacijas ar neskaidru klinisko ietekmi (Kategorija 3). Visi aminoskabi
mainoSie varianti no kategorijas 3 atrodas APOB géna. Nenemot véra Glu2566Lys, kas ir spéciga LD ar
patogéno Arg3527GIn mutaciju, tikai Ser2429Thr ir ieprieks saistita ar hipertrigliceridémiju [56]. Tris
mutacijas Val4265Ala, Arg214Leu, Ile4314Val ir zinotas SNP datubazes, kamér divas citas Val2095Glu
un Met755Leu ir jaunas un nav iepriek§ zinamas. Més atradam art vienu jaunu variantu LDLR géna 15
eksona splaisa donora vietas tuvuma (IVS14 -9 (T>G)). Tresas kategorjas mutacijas tika atrastas 11
pacientos, kas sastada 12.0 % no visiem gadijumiem (Tabula 4.3.). Japiebilst, ka ir nepiecieSami talaki
funkcionalie un segregacijas pétijumi, lai apzinatue otras un tre$as kategorijas mutaciju potencialo
funkcionalitati. Tom@r zemas penetrances mutaciju gadijuma, kas attiecinamas uz APOB géna mutacijam,
tas varétu biit Joti griiti Istenojams, un NGS rezultata atrasto reto mutaciju interpretacijas izaicinajums ir
lielakais $kerslis §1s tehnologijas ievie$anai kliniskaja diagnostika. Sads 7.6 % IH mutaciju detekcijas
Iimenis ir nedaudz augstaks, bet samérojams ar nesena pétijuma aprakstito, kur IH mutacijas tika
detektétas 2.1 % gadijumu neradniecigu augsta riska individu grupa [122]. Protams, p&tijumos, kur NGS
tehnologija tiek lietota lai detektetu mutacijas IH pacientos ar stingri definétiem kliniskajiem
parametriem, mutaciju detekcijas limenis ir augstaks — no 67.0 % kliniski noteiktos IH pacientos Iidz 26.0
% varbutgjas IH pacientos [123].

Mes atradam ar1 daudz biezu polimorfismu, ieskaitot aminoskabi mainoSsus variantus, kas ir bijusi
saistiti ar paaugstinatu ZBL holesterola limeni, aterosklerozi, un citiem parametriem. Nav zinams, kada
meéra Sie bieZzie varianti varetu ietekmét reto zemas penetrances variantu né€sajosSu individu fenotipisko
iznakumu. Tr1s interesanti varianti no biezo polimorfismu kategorijas (Ala618Val und His1923Arg APOB
géna un Arg238Trp LDLRAPL géna) tika prognozgti ka proteinu bojajosi ar vismaz vienu no lietotajiem
funkciju prognozesanas rikiem. Neskatoties uz daudzajam saistibam ar dazadiem fenotipiem ieprieks [76,
124-127], APOB géna variants Ala618Val tomeér tiek uzskatits par nekaitigu, jo tas ir loti bieZs variants
(alternativas al€les frekvence populacija ir 0.492). APOB géna His1923Arg varianta gadijuma situacija ir
savadaka: visi tris funkcijas prognozesanas riki prognozeja So variantu ka protetnu bojajosu, tas ieprieks ir
divas reizes atrasts IH pacientos [124, 128], un vél jo vairak, m&s atradam tikai piecus §1 variant nésatajus
misu paraugkopa, tatad ta alternativas aléles frekvence ir diezgan zema (0.027). Tas viss kopa noved pie
hipotézes, ka Sis var€tu biit ists IH izraisoSs variants un ja ta, tad m&s varam diagnosticét ar IH vél
papildus piecus pacientus un iegiit kop&jo diagnosticésanas limeni 13.0 %; tomér §7 ir tikai spekulacija un
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talaki pétijumi ir nepiecieSami lai parbauditu patieso His1923Arg varianta IH patogenéza. LDLRAP1 géna
variants Arg238Trp jau ir zinams ka autosomali recesiva IH tipa izraisitajs [80], tadejadi tikai 238Trp
homozigotiem ir hiperholesterolémijas fenotips. Divi funkcijas prognozeéSanas riki ir prognoz&jusi
Arg238Trp variantu ka proteina funkciju bojajosu, papildinot ta lomu IH fenotipa veidoSana.

Loti interesants Skiet arT novérojums, ka lielaka dala no 1., 2. un 3. kategorijas variantiem atrodas
APOB géna. Tas varétu liecinat par to, ka mutacijas APOB géna ir visbiezak sastopamas, IH fenotipu
izraiso$as mutacijas miisu populacija. Liela dala APOB géna mutaciju atrodas tiesi ta 3’ beigu dala (skatit
Attelu 4.4.).

51923A%2
Arg3527Gin
_~Ser3915Cys

TyrlddMes*
_—~Argl685His

T =
|
\
\
\

APOB =

Attéls 4.4. Reto, interesanto un IH izraisoSo muticiju izvietojums APOB géna. Istas IH izraiso$as muticijas ir pasvitrotas; iesp&jams jaunas
mutacijas atzimétas ar *; izmainas kas balstoties uz PolyPhen-2 prognozi ir ,,iespéjams proteinu bojdjosas” atzimétas ar sarkaniem, ,nekaitigas” ar zaliem

burtiem; zilas krasas taisnstari norada APOB géna eksonus; bulta blakus APOB géna nosaukumam norada proteina sekvences virzienu.

Loti labi zinamais variants Arg3527GIn ari atrodas proteina beigu dala. Tas varétu liecinat par to,
ka tieSi proteina C gals ir vissvarigakais normalai proteina funkcionalajai aktivitatei. LDLR saistiSanas
doméns atrodas 26 eksona beigas [121], diezgan tuvu labi zinamajam Arg3527GIn variantam. Divi
proteinu bojajosi variant atrodas ar 26 eksona sakuma, liekot domat, ka variant, kas atrodas abos 26
eksona galos (Argl689His, His1923Arg, Arg3527GIn un Ser3915Cys) visticamak ietekmé LDLR
saistiS8anas doména konformaciju ApoB un rezult&jas ar samazinatu afinitati ar receptoru, tadejadi tie tiek
uzskatiti par 1stiem IH izraisoSiem variantiem. Tiesa, Sie secindjumi ir izdariti balsoties uz spekulacijam,
un talaki petijumi ir nepiecieSami $aja joma.

Viens, iesp€jams jauns variants atrodas piektaja eksona un ar1 tiek prognozets ka proteinu bojajoss
un iesp&jams Ists IH izraisoSs variants, noradot uz novitati §1 darba ietvaros. Tomer detalizétaki petijumi ir
nepiecieSami, lai pieraditu ta patologisko lomu IH attistiba.

Diemzel PolyPhen-2 un SIFT nespg prognozet funkcionalos efektus intronos, 3’un 5° rajonos
eso$ajiem variantiem. STs nekodgjosas mutacijas varétu ietekmét proteina splaisingu vai transkripciju.
Mes arT nesp&jam detektet lielas delécijas, insercijas vai duplikacijas ar lietoto sekvenéSanas metodi. Ir
zinams, ka lielas delécijas (pieméram, otrais lidz sestais eksons, piektais vai septitais eksons) ar1 var
novest pie IH [24, 26]; tadel dazi IH varianti varétu bt palaisti garam.

Nobeiguma grib&tos rosinat, ka biezak sastopamo IH izraisoSo mutaciju panelt (specifiska Latvijas
populacijai) vajadz&tu ieklaut Tyrl44His, His1923Arg, Arg3527Glu, Argl689His un Ser3915Cys
(APOB), Gly20Arg, Arg350X un IVS11-10 (G>A) (LDLR), un Arg238Trp (LDLRAP1) recesivajam IH
tipam, variantu detekciju. Sads genotipgsanas panelis kopa dotu 17.4 % diagnosticé$anas limeni Latvijas
populacijas pacientu paraugkopa “ar aizdomam” uz IH.
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SECINAJUMI

10 CETP lokusa polimorfismi ir specigi saistiti ar pazeminatu plazmas ABL holesterola lIimeni
(<1.3 mmol/L), salidzinot ar grupu, kura ir individi ar paaugstinatu ABL holesterola [imeni (> 1.8
mmol/L).

10 CETP lokusa un divi MLXIPL lokusa SNP ir saistiti ar samazinatu ABL holesterolu populacijas
paraugkopa ar 1273 individiem no Latvijas populacijas genoma datubazes.

Viens TOMMA40 lokusa SNP un ¢etri MLXIPL lokusa SNP ir saistiti ar attiecigi paaugstinatu ZBL
holesterola un trigliceridu Itmeni.

CETP haplotipi nosaka pretéjus efektus ABL holesterola Iimenim: viens haplotips no diviem
CETP haploblokiem ir saistits ar paaugstinatu, kamér vismaz divi haplotipi no abiem CETP
haploblokiem ir saistiti ar pazeminatu ABL holesterola Itmeni.

Individi ar lielaku sakotngji saistito SNP riska al€lu skaitu no nesaistitiem lokusiem (19-26 KH
gadijuma, 31-40 ABL holesterola gadijuma, 18-26 ZBL holesterola gadijuma un 30-39 TG
gadijuma) uzrada bitiski izmainttus lipoproteinu un trigliceridu Itmenus, salidzinajuma ar
individiem ar mazaku riska al€lu skaitu (4-10 KH gadijuma, 13-21 ABL holesterola gadijuma, 2-9
ZBL holesterola gadijuma un 13-21 TG gadijuma).

Lietojot astonu biezak sastopamo IH izraisoSo mutaciju genotipéSanas paneli iesp&jams iegit 2.1
% diagnostic€$anas ITmeni paraugkopa ar paaugstinatu ZBL holesterola Iimeni (>4.1 mmol/L).
LDLR, APOB, PCSK9 un LDLRAP1 génu kodgjoSo dalu un splaisa saitu sekvenéSana dod 7.6 %
IH identifikacijas ITmeni paraugkopa ar augstu ZBL holesterola liemeni.

Visbiezak sastopama IH izraiso$a mutacija Latvijas populacija ir Arg3527GIn APOB géna (1.6
%).

Ar NGS sekvenéSanu ir identificéti tris potenciali jauni IH izraiso$i varianti APOB géna
(Tyrl44His, Met755Leu un Val2095Glu).

AIZSTAVAMAS TEZES

CETP geéna biezi sastopamie polimorfismi ir spécigakie, ABL holesterola limeni ietekmgjosie,
genétiskie riska faktori Latvijas populacija.

MLXIPL lokusa biezi sastopamie SNP ir spécigakie, TG limeni ietekmg&joSie, genétiskie faktori
Latvijas populacija.

Daudziu, sakotngji saistitu ar lipidu parametriem, mazas izpausemes SNP skrinéSana uzrada
apvienota efekta esamibu, un var tikt izmantota lipidu [imenu prognozeéSanai multifaktorialo
dilipidémiju gadijumos.

Latvijas populacija, galvenie IH genétiskie c€loni ir aminoskabi mainoSas mutacijas APOB géna.
Mgrkéta jaunas paaudzs sekvencéSanas tehnologija ir spécigs riks IH izraisoS$o un jaunu ar slimibu
saistitu variantu identific€Sanas sensitivitates paaugstinaSanai.
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