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SAISINAJUMI

14ch — 14.hromosoma
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5UTR — Ena 5’ netrangjama dda

95% ClI — Konfidences inte#ils (confidence interva)spie 95%
ANA — Antinuklearas antivielas
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BMC — Latvijas Biomedimas @tijjumu un studiju centrs
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cDNS — Ko@josa dezoksiribonuklmskibe

del — Detkcija

DNS — Dezoksiribonukiaskabe
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ins — Insercija
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JIoA — Juverlais idiopatiskais oligoarfits
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LMP7 — Liela mutifunkcioala peptidize 2 (apunéts af ar PSMB9)
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KOPSAVILKUMS

Postgenomeeras iesiSaras 21.gadsinat izraigja interesi par multifaktoilo slimibu
gerctiskajiem aspektiem, ieg@mmam saistbam starp kandigstgenu aklu varécijam un
hroniskafim slinibam. Mgés savos §tijumos esam pigrsusSi uzmaibu 2.tipa cukura
diakstam (T2DM) un juvetlajam idiomtiskais artttam (JIA). Asocicijas [Etijjumiem ar
alkam slimibam tika iz\€léti vairaki 14q hromosomu lokusi.

Cilvéka 14. hromosoma ir viena no piet akrocentriskam hromosoram, kum ir
lokalizeti astapi proteasomu proteu ¢eni, tai skaig, PSMB5, PSMB11, PSMAIn PSME?2
lokusa 14911.2,PSMA6lokusa 14913.1,PSMC6lokusa 14g21.1,PSMA3lokusa 14923 un
PSMCllokusa 14932.11.

Darba ngrkis bija raksturot saigtiu starp 14q polimorfismiem un JIA un T2DM Latvijas
popukcija.

Piecus HSMS mikrosat#l akles un septius SNP PSMB5gena SNP ¢.70C>TRSMAG6
géna SNP c.-4543 -4544insC, c¢.-110C>A un c.-8CRSMC6 gena polimorfismu c¢.86-
104A>G un c.86-46C>T un c¢.543+138G>A lokatizr PSMA3 géna) genotigjam divos
gadjuma/kontroles ptijumos, attietgi ar T2DM un JIA.

Sekvengjot noteiam, ka Latvijas popuacija HSMS602 mddera motva ir divas
mairigas déas jeb (CAA)(A)m, HSMS701 ir ar vienkSu atkirtojumu (AC).

Konstatjam, ka Latvijas popdcija T2DM ir saistts ar HSMS006 ali (TG)zy,
HSMS801 atli (AC)24 un HSMS602 &li (CAA)g, ka aif ar HSMS602 homozigoto genotipu
(CAA)gs un HSMS801 heterozigoto genotipu (Géye Analizejot proteasomu proteu ggnu
SNP, pieidijam, ka PSMAG6 gecha c¢.-8C>G genotipu sadale ir sdestar T2DM Latvijas
popukcija.

Ar JIA kopunt Latvijas popudcija ir saisitas HSMS006 ales (TG)o un (TG)s,
HSMS701 atle (AC)o un HSMS801 a&le (AC)7, bet HSMS006 &le (TG)o HSMS702
aleles (TG)o un HSMS602 @les ar 178 bp ir saiga ar JIoA un HSMS702 migera atle
(TG)3 - ar JIpA. Turkdit vairaki iepriekS mirgto mikrosatektu genotipi ir saisti ar JIA
Latvijas popuicija. SNP anake uzadija, kaPSMA6gena c.-4543_-4544insC un c.-110C>A
un PSMC6 gena ¢.86-104A>G &lu sadale ir saiga ar JIA un & vieglako formu -
oligoarfitu. Turklt c.86-104A>G ret alele ir riska atle oligoartita atistba (OR = 2,43).
SNP ¢.-110C>A un c.86-104A>G genotipu sadale saiar JIA un JIoA, bePSMA3gena
SNP ¢.543-138G>A genotipu sadale - ar JIA un JIpA.



SUMMARY

Association of Chromosome 14 proteasomal gene polgnphisms with metabolic
and autoimmune diseases

Advent of the post-genome era in thé'2entury switched interest of many researchers
to study of genetic component of multifactorial edises, possible association of allelic
variants of candidate genes with different chratiseases are intensively sought. We have
focused our attention on type 2 diabetes mellit@DM) and juvenile idiopathic arthritis
(JIA). The single 14g chromosome locus was chosgnagsociation studies with both
diseases.

Human chromosome 14 is one of five acrocentric mimsomes, harbouring eight
proteasomal genes, includingSMB5, PSMB11, PSMEand PSME2in locus 14q11.2,
PSMAGIn locus 14913.1PSMC6in locus 14921.1PSMA3in locus 14¢g23 an&SMC1lin
locus 14932.11.

Goal of the study was to characterize associatidiq polymorphisms with T2DM and
JIA in the Latvian population.

Five HSMS markers and seven SNPs (c.70C>T PEMB5, c.-4543 -4544insC,
c.110C>A and c.-8C>G d?SMAG ¢.86-104A>G and c.86-46C>T #SMC6and PSMA3
SNP ¢.543+138G>A) were genotyped in two case/cbstudlies with T2DM and JIA.

Direct sequencing revealed two variable componaitshe (CAAL(A)m motif in
HSMS602 marker and simple repeat motive (AGf)the HSMS701 in Latvian population.

It was revealed that alleles (T&pf HSMS006, (AC), of HSMS801 and (CAA) of
HSMS602 and also homozygote genotype (C&f HSMS602 and heterozygote genotype
(CA)2022are associated with T2DM in Latvian population. &alyzing SNP of proteasomal
genes, we have proved that genotypes distributian-8C>G of PSMAG6 gene is associated
with T2DM in Latvian population.

Alleles (TG)g and (TG); of HSMS006, (AC), of HSMS701 and (AG) of HSMS801
are associated with JIA in Latvian population, bileles (TG)o of HSMS006, (TG)10 of
HSMS702 and 178bp of HSMS602 — with JIoA, and ((§&f HSMS702 — with JIpA. Also
several genotypes of all microsatellites are assediwith JIA in Latvian population. In
study of SNP were develop that distribution of lalleof c.-4543 -4544insC and c.-110C>A
of PSMA6andPSMCG6SNP ¢.86-104A>G are relevant to JIA and JIoA, teesirear allele of
€.86-104A>G is risk factor of JIoA (OR = 2.43). @type distribution of SNPs c.-110C>A
and c.86-104A>G are associated with JIA and Jlaf,d543-138G>A of PSMA3 — with
JIA and JIpA.



IEVADS

Postgenomaras iesiSaras 21.gadsinat izraigja interesi ptit multifaktorialo slimibu
gerctiskos aspektus, iegjamas saisibas starp kandigtgenu aklu varacijam un hroniskam
slimibam, tai skai@ metaboliskgm un autoimminajam patol@ijam. Més savos asoatiju
petijumos esam pievsudi uzmatbu pedgjam divam mirgtajam slimibu gru@m. Ss slintbas
ir juverilais idiopatiskais artits (JIA), kas izpauzaséiniba, un 2. tipa cukura diats
(T2DM; type 2 diabetes mellitys kas skar frsvad pusniza un vedkus cilvekus.
Asociacijas Etjjumiem ar abm slinibam izvelgjamies vaiekus 14.hromosomas gapleca
(149) lokusus.

Bérnu mirstbas un invalididtes indikatori raksturo valsts lalakbu. Bernu mirstba
Latvija ir starp auggakajiem &ditajiem Eirop un augsikais Baltijas valgs. Atfistitas valsts
beérnu mirsibu un invalidigti liela méra nosaka iedzinmiba. Bernu hroniskis autointinas un
imanmedetas slimbas, tai skait juverilais idioptiskais artits, ir kbitisks darba negpas un
invaliditates @lonis. Ss slimbas ir multifaktorilas, &is atistas uzgeretiskas tzes k vides
un slimnieka organisma mijiedadas rezulits (Rumba-Rozenfelde u.c., 2009a). Dasdz
popukcijas ir pieadita, JIA uaémibas @ni ir HLA lokuss unPTPN22gens. Citi ¢ni,
piemeram, MIF, 116, 1110, TNF un VTCN1,an uzrada saigbu ar JIA un/vai & subtipiem
daZAdas popukcijas. Toner, iepriekS migtie geni ir atbildigi tikai par nelielugergtisko
faktoru devumu da, un ir gbat citiem uzémibas lokusiem jeb ,JIA rika alem”, kas ir
lesaisiti dazados metabolisma tes, ietekmgjot slimibas pat@erezi un/vai jitibu pret
terapiju (Glass, Giannini, 1999; Hinks et al., 28D9Tadgjadi tadu makieru mekEjumi, kas
butu saisiti ar JIA augstu asoatijas pakipi, joprojam ir aktwila probEma.

2.tipa cukura diadia un ar to saidfe vielmahas traugjumu (aptaukoSais,
hipertensija utt.) sastopaba Latvijas populcijas ir saldzinoSi augsta. Tradiciala augstu
kaloriju dietas un iedwotaju paradumi veicina So tragiomu atistibu. Toner T2DM
attisibas geretiska izcelsme ir noimiga. Tadejadi slimibas gergtiskas izcelsmes gijumi
piesaista daudzusimiekus; ir veikti @tijumi, lai mekEtu un noteiktu gnus, kas ir iesaigt
patal@ijas attstiba. Vairaku odhidratu, lipidu un insuina reguicijas metabolism un/vai to
darlibas céos iesaigto hormonu, receptoru un anm gchu mutcijas vai atlu varacijas ir
parbaudtas saigba ar T2DM un/vai aptauko$anos. Setjumu rezulitus biezi ir gati
interprett. Pozitva korekcija viera popukcija netiek atkrtota cig.

Pedejo gadu sasniegumitBu biolgsija skaidri pafida, ka efekva un pareiza
biopoliméru nardiSana ir svaga 3inas funkciodSanai, tik pat cik pareiza olbaltumvielu



biosing€ze. Ubikviina — proteasomu sésha veic protenu degradciju liela apjona. Vairaku

slimibu atistiba ir saista ar nepareizu transkripcijas faktoru, onkwg produktu un/vai
enZmu degradciju, kam par iemeslu ir tragmmi ubikvitina — proteasomu sésha

(Ciechanover et al., 2000). Proteasomas ir iasassinsuina darbas mehnisma, tadejadi

lesgEjams cukura diadia atistiba. Ganin vitro, ganin vivo petijjumos ir pieadits, ka insuins

ieteknt proteasomu aktiviti (Fawcett et al., 2001). Cukura déd indukcija izraisa
proteasomu subtipuagkartoSanos (Merforth et al., 2003). NoAga proteasomu prated

genu PSMAGB6un PSMA3MRNS ekspresijas izmgs ir konstatas cilveka skeleta muskas

pec insuina ieva@anas (Rome et al.,, 2003). Tutkproteasomu aktivites nomikSana
samazina diadta izpauSanos (Petrovic et al., 2004)addieras ir izteikts viedoklis, ka
proteasomas vaiu bit iesaisitas 2.tipa cukura digha patgereze. Sis pi@emums ir
veidots, balstoties uz to, ka ubikvia — proteasomu sigha ir iesaigta insuina receptoru
darhliba, kontroEjot insulina receptora 1. un 2. sulisér daudzumu, un insula degraakija.

UbikvitineSana regul transkripcijas faktorus un kodola receptorus, kadroSina insaha

atkafgo genu ekspresiju (Rome et al.,, 2004)5tdd geretiskas varicijas @gnos, kas koel

proteasomu proieus, vagtu bit noamigas 2.tipa cukura diata patgercze.

Lidzgi, proteasomas ir iesaists autoimino slimibu patg@ereze, jo tas piedais
antigenu veidoSafs proces. Ir zinams, ka proteasomu prata LMP2 gna polimorfisms
ietekne uzémibu pret juverlo idiopatisko artitu un ietekmd@ HLA-B27 saisita JIA
smaguma palpi (Pryhuber et al., 1996). Citu ubikinf — proteasomu sishas protenu
genu aklu varicijas vagtu veicirat autointino slimibu atistibu, kontro€jot IgE veidoSanos
un kontrogjot ,iman”-proteasomu kompleksa efektistit imunitates atbildes metabolisma
kaslkade.

Meklgjot perspekivus lokusus asoatijas Etijumiem ar T2DM un JIA, rsu grupa
pieversa uzmatbu iesgjamai saigbai starp cilgka 14. hromosomu un autoiimam un/vai
metaboliskm slinibam. 14. hromosomas dapleca lokusi izidijas ipasSi perspekti tiesi
autoinmino slimbu izpetei. Lokusos atrodas vaki proteasomu @ni, tai skaif, lokus
14911.2 proteasomas beta tipa 5. un 11. sutbhaefattietgi PSMB5 un PSMB1) un
proteasomas aktivatora 1. un 2. subiben(attietgi PSME1(PA28:) un PSME2 (PA28)),
lokusa 14q13.1 proteasomas alfa tipa 6. subMianPSMAG, kas ir viskonservatakais no
proteasomu proieu alfa saimes apiem (Bey et al., 1993) proteasomas 26S #¥ES 6.
subvienba PSMC6jeb Rpt4)lokusa 14g21.1, alfa tipa 3. subvitgra PSMAJ lokusa 14923
un proteasomas 26S ATfes l.subvieiba (PSMC1jeb Rpt2) lokus 14932.11, kam ir



pieradita saistba gan ar 1. tipa (Mein et al., 1998), gan 2. tipleura diabtu (Permuntt et al.,
2001).

Visbeidzot ir jpiemin, ka vairums asdijas [Etjjumu rezulti saistba ar
multifaktorialajam slimibam dod negavu rezulfitu vai neatkrtojas vaiiikas popuicijas.
Meés iesakm, ka vaieku polimorfismu gtijumi ar tikstoSs paraugiemitlu jaaizsgj ar
petijumiem, kuros katram persp@&kdjam polimorfismam veiktuipigu funkciju anaki. Mes
& petjjuma @kuma ddu veiam ar domu: izertet polimorfismu sekvetu iesgjamo
funkcioralo nozmi, analizjot in silico transkripcijas faktoru piesaistes vietu un seknod
strukiiru izmahas atkaiba no mikrosatetu atkartojumu skaita vai nukletdu manas. Tika
veikta af DNS liekumu un procesiagesaisito prot@nu piesaistes vietas progréanain
silico katra polimorfiska r&ionam.

Petijluma merkis: Raksturot saishu starp 14q proteasomu proke ¢Enu un to rajonu

polimorfismiem un juvetio idiopatisko artftu un/vai 2.tipa cukura dighu Latvijas
popukcija.

Pétijuma uzdevumi:

1. Noteikt 14.hromosomas dgarpleca proteasomu prétel ¢gnu un to rajonu
polimorfismus un izelcties perspektus polimorfismus asoatijas Etijumiem.

2. lzstradat molekukros makierus, kuri litu piengroti 14.hromosomas darpleca
proteasomu &u polimorfismu raksturoSanai.

3. Noteikt pre€zu HSMS mikrosat@u regsionu motvus un maifgas ddas Latvijas
popukcija.

4. Veikt atlagto polimorfismu (mikrosat&u un viena nukle@tia polimorfismu) pirrgjo
raksturoSanu Latvijas popagija.

5. lzpetit saistbu starp 2.tipa cukura diatia un 14.hromosomas gapleca lokusa 1413
HSMS mikrosaté@tiem un iz\&létajiem viena nukledtla polimorfismiem.

6. lzpetit saistbu starp juvetio idiopatisko artitu un 14.hromosomas @gapleca lokusa
14913 HSMS mikrosatgiem un iz\&létajiem viena nukle@tla polimorfismiem.

7. Veikt in silico analzi statistiski nommigajiem 14.hromosomas gapleca proteasomu
protanu genu polimorfismiem.
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1. LITERATURAS APSKATS

1.1. 2.tipa cukura diabgéts
1.1.1.SLIMIBAS PATOQGENEZE UN IZPLATIBA

2. tipa cukura diadis (T2DM; type 2 diabetes mellitysagiak saukts arpar insuina
neatkatgo cukura diaétu, ir metaboliska sliffba, kuras patgerczes mehnisma pamat ir
ganargjo (aptaukosSais, fiziskas aktiviites tiikums un 8doSais dwesveids), gan iekf
(ledzimtba) faktoru ietekme. Cirtipa cukura diakts ir endokrinolgiska slimba, kurai
rakstuftga noimigas izmajas aizkwga dziedzera, aknu un mugkkiedru galvenajos
metabolisma procesos. Pacientiem ir izrmtaintaukaudu jaba pret insdhu, &dejadi
veidojas insuha rezistence (Karim et al., 2006; Kato et al., @0Blarchetti et al., 2006;
Tokuyama et al., 2006; Jin, Patti, 2009; Lin, S201.0). Ot& tipa cukura diafta pacientiem
ir noverojami dazadas pakpes insuhu sintze un/vai & metabolisma izmaas, robeis no
insulina rezistences ar rehat insuina defigtu lidz insuina sek&cijas defektam (Genuth et
al., 2003; Lin, Sun, 2010).

Otra tipa dialgta gadjuma organism veidojas hipergligmija, kas ir vaiiku metabolisma
procesu izmaiu rezulfits, tai skad, aizkuga dziedzera saléis  Sinas pasliktis insuina
sekgcija un palielins g Sinu veidoSaas, glikonegerezes intensifikcijas rezulita akras
palielinas glikozes produkcija (Petersen, Shulman, 2006; &un, 2010).

2003. gad ar T2DM slimoja ap 194 miljoni pasaules iad#aju, bet tika prognais, ka
tuvakajos 20 gados Sis skaitlis palielsies vidji par 70%, tas ir no 20% Eiradidz 111%
Afrika (Karim et al., 2006; Petersen, Shulman, 2006; Bitti, 2009). Prognéz ka ldz
2025. gadam 2TD slimnieku skaitg@sbsasniedzis 333 miljonus (Petersen, Shulman, 2006)
bet jau 2030.gad- 366 miljonus (Schinner et al., 2005; Karim et 2006; Lin, Sun, 2010).
Tadejadi & slimiba ir viena no izplatakajam, turkiat aptuveni 51dz 10% no daudzu valsts
vesetbas budzetiem tiekets tikai §s slinibas pacientu appei (Lin, Sun, 2010).

Otra tipa cukura diats izraisa pacientiem dz&s ilguma s@inasanos, K af ir izmaina
tas kvalitati. Pacientiem palieli#is risks saslimt ar dadam sirds un nieru slifikam, ka af ir
palielinats akluma, ampatiju, ipasi apak§o ekstremiidu, un triekas risks.i$ slinibas
pacientiem 75% gagimos raves iemesls ir korama sirds slimba. Kororaro
nepietiekartbas risks T2DM pacientiem ir 2diz 5 reizes liglks nek veseliem indiwdiem
(Freeman, Cox, 2006; Prokopenko et al., 2008).

Liela noaZme slimbas etiolgija ir dzives stilam jelargjiem vides faktoriem, starp kuriem

var miret aptaukoSanos jeb korpulenci, fizisko trentrikumu un sdoSu dzvesveidu, kas
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biezi ir veicinoSais faktors inqmla rezistences &tibai. Tas noung, ka organismaifhas
nesgj atbildét uz insuina sigrliem (Goldstein, 2002; Lin, Sun, 2010). Ir g@dits, ka
daudziem T2DM pacientierkermeia svara indekss (BMbody mass indgxr palielinats,
tas ir virs 25, kas ir norata svara indeksa augj8 robeza (Petersen, Shulman, 2006).

Otra tipa cukura dia#ts ir saisits ar novecoSanu jeb sliba izpauzas vaik cilvekiem
péc 40 gadiem. Salzinot ar gados jaakiem cilvekiem, ve@ka gadu gjuma persoam ir
nosliece uz insmha rezistenci, kaf uz samazifitu insuina stimuéto glikozes metabolismu
muskudos un uz palieliatu tauku uzkaSanos musKos un akas (Petersen, Shulman, 2006).
Vairakas popuicijas lidz 20% iedwotaju virs 65 gadiem ir T2DM slimnieki (Lin, Sun,
2010). Ziratnieki prognoz, ka tuakajos gados Sis skaitlis strauji augs, saisar daudzu
popukciju iedavotaju aptaukoSanos (Jin, Patti, 2009).

Slimibas aftistiba svaigs ir ar iedzimibas faktors, ko piada vaigki fakti, piengram,
monozigotiskiem diniem 70 idz 80% gagumos slinba izpauzas abiem, bet dizigotiskiem
dviniem konkordance sastopama 10 — 30%ijgatbs (Goldstein, 2002; Ridderstrale, Groop,
2009).Gimeres, kuis kads no veakiem slimo ar T2DM, risks saslimtepnacéjam ir 40%
(Ridderstrale, Groop, 2009). Savul ja slimo abi ve#ki, & iesgEjaniba sasniedz pat 70%
(Morino et al., 2005; Ridderstrale, Groop, 2009,L$un, 2010). Salzinot ar 2.tipa cukura
diaksta saslimSanas risku popaija, pirmas pakipes radiniekiem tas paliefis lidz pat trim
reizem (Ridderstrale, Groop, 2009; Lin, Sun, 2010).

1.1.2.2.TIPA CUKURA DIABETA MOLEKULARA GENETIKA

Pedejos gados 2.tipa cukura digth risks ir g@tits, ne tikai analigot metaboliskos
procesus, bet amekkjot saistbu ar konk&tu prot@nu kodjoSiem @gniem. Molekuéras
gerctikas nozares atitiba ir lavusi Etit ne tikai atsevigu lokusus, bet me&d genu
kandiditus uzreiz vis cilvéka genom (genome-wide association stydyKops 2007.gada
visa genoma gijumiem (Scott et al., 2007; Sladek et al., 2007lpisen et al., 2009) ir
pieradita statistiski ticama saiba (P<0,05 — atsevid lokusu @tijumos, vai <5x18 — visa
genoma sai#hu [Etijumos; McCarthy, Zeggini, 2009) starp T2DM un 8%urjeem vai
ieprieks @titiem ¢eniem vai lokusiem, tie ir taukfu proténu ¢gni, pieneram, plazmasiu
membénas glikoprotens 1 (ENPP1; Bouhaha et al., 2008; Gaulton e2@08), un aizkgga
dziedzera@nu proténu ¢geni, pieneram, cikina atkaigas kinazes inhibitors 2a jeb CDKN2A
(Duesing et al., 2008b). 1.1&# ir redzams biedk petito genu sintezto prot@nu audu un
organu specifiskums. Kredzams visbiek ir pétiti geni, kas ko@ aizkwnga dziedzeraitas
€es0S0s protaus, kas ir izskaidrojams ar to, ka T2DM painateta §nu funkciju izmanas
(Jin, Patti, 2009).
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JTauksunas,
ENPP1 Smadzenes
PPARG FTO
AHSG

| ADIPOQ . J

IGF2BP2, KCNJ11, KCNQ1,
CDKN2A/B, CDKAL1, FOXCZ,
PPARGC1A, SLC30A8, HHEX,

ENPP1 un citi.

_Aknas Skeleta muskuli
ADIPOQ PPARGC1A
TCF7L2 ADIPOQ
PPARG ENPP1

! ) CAPN10

1.1.attels Ar 2.tipa cukura diaktu saisito (P<0,05) g¢nu sintezto prot@nu audu un
organu specifiskums.

1.1.tabula apkopo ar 2. tipa cukura @iab saistto ¢genu lokalizaciju cilveka 23
hromosoras. Ir redzams, ka visvak ar slimibu saisttie ¢eni ir atrasti 1., 3. un
17.hromosora. Lidz Sim ar T2DM saisie geni nav atrasti tikai Is hromosoras, tai skai
alas dzimuma hromosois.

Ir pieradits, ka T2DM slinibai ir gerctiska saigba ne tikai ar gniem, kas kod insuiina
atkafgajos metabolisma @es iesaigtus proténus, bet arar gniem, kas regal insulina
atkafigo metabolisma ¢e prota@nu ¢gnu ekspresiju, jeb ar transkripcijas faktorenigm,
piemeram, augsSup izvietotais transkripcijas faktors b J@SF1 (pstream transcription
factor 1, Meex et al., 2009). K ai ir konstaéts, ka 2. tipa cukura diats ir saisits ar
ubikvitina — proteasomu degiaijas céu, piengram, ar ubikviina ligaizes E3 komponentu 1
jeb UBR1 (Yamaguchi et al., 2008).

Viens no pirmajiem gniem, kura muicijas tika saigtas ar T2DM, bet produkts ir
iesaisits proténu degradcija, ir kalpans-10 CAPN10, calpairlO; Baier et al., 2000;
Horikawa et al., 2000), kas ir nelizosomas @rsdeprotaze ekspreta dazdos audos, tai
skait, sirdi, skeleta musKos, akas un aizkaga dziedzar(Baier et al., 2000; Horikawa et
al., 2000; Tsuchiya et al., 2006; Ling et al., 200%wija (Tsuchiyd ar kokgiem 2006.gaal
apkopoja vaitku zinatnieku daZdu popukciju petijumus, kuros analggas CAPN10mufaciju

saistba ar T2DM. Kopjais seciajums bija, ka & mutcijas iroti nozmigas, bet ir svagi
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kada kombiracija tas ir sastopamas genanDazas kombiicijas saslimSanas risku palielina
Iidz pat 168%, bet citas So risku samazida 15% (Tsuchiya et al., 2006).

1.1. tabulaAr T2DM statistiski ticami (P<0,05) sai&i genu vai lokusu izvietojums
cilveka hromosoras (dati apkopoti no 2007.gada visa geno®tguymu publilacijam un no
publikacijam sakot ar 2008.gadu*).

Hromosoma 1. 2. 3. 4. S. 6. 7. 8.
Genu vai
. 12 3 10 4 2 5 4 2
lokusu skaits
Piezme 8isap plea un 31sap plea un
4 garaj plea 7 garaj plea
Hromosoma 9. 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16.
Geénu vai
, 4 4 7 2 1 1 4 3
lokusu skaits
Pieazme Pa diviem 51sap plea
geniem lokusos
p21 un q34.2
Hromosoma 17. 18. 19. 20. 21. 22. X Y
Genu vai
. 9 - 1 2 3 2 - -
lokusu skaits
PieZzme Cetri ggni 1sa Abi
pleca lokus lokusa
pl3, @rgjie ql3
garap plea

*lzmanto&s publikacijas: Scott et al., 2007; Sladek et al., 2007; é&sdn et al., 2008; Bouhaha et

al., 2008; Duesing et al., 2008a; Duesing et &08bp; Galanakis et al., 2008; Gaulton et al., 2008;

Hertel et al., 2008; Qu et al., 2008a; Qu et &08b; Ramachandran et al., 2008; Sanghera e0ai3; 2
Xiang et al., 2008; Baroudi et al., 2009; Boss@lgt2009; Choquet et al., 2009; Ezzidi et al., 200
Jonsson et al., 2009; Meex et al., 2009; Prokopemlab., 2009; Rees et al., 2009; Salonen et @92
Sanghera et al., 2009; Song et al., 2009; Szoph,e2009; Tabara et al., 2009; Yajnik et al., 2009
lordanidou et al., 2010; Jing et al., 2010; Petrgle 2010; Sanghera et al., 2010; Tan et al.0201

Pedgjos gados lielu nami verS ¢gnu ekspresijas anaki saisiba ar analizjamam
slimibam. Linga ar kaigiem (Ling et al., 2009) anabma kalpana-10 ekspresiju tieSi
aizkuwpga dziedzerd Sinas pacientiem ar T2DM un sddinaja ar veseliem donoriem. i
konstagja, ka ir statistiska atfriba starpCAPN10géna ekspresiju T2DM pacientiem un

veseliem cilékiem.
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Daudzi @ni ir petiti tikai vienreiZjos Etijumos, tai skait an analiZjot visu genomu,

tadejadi to rezulsti ir attiecirami tikai uz konkgtu popukciju. Citiem gniem asodicija ar

T2DM ir pieradita vaiakos neatkagos tijjumos (1.2.tabula):

1.2. tabulaGeni, kuriem konstata asodicija ar 2.tipa cukura diaku

neatkafgos [&tijumos.

Gens Kodtais protens Lokalizacija  Saistba ar Avoti
genom T2DM*
PPARG Periksomu 3p25 Kiniska  vai Scott et al., 2007
(PPARG?2) proliferacijas neliela saigba Sanghera et al., 2008
aktivizacijas receptors Gaulton et al., 2008
gamma Sanghera et al., 2010
ADIPOQ Adiponekins 3q27 Kiniska  vai Szopa et al., 2009
neliela saigba Sanghera et al., 2010
IGF2BP2 Pie insuinam idzga 3927.2 Neliela saita Scott et al., 2007
augSanas faktora 2 Sanghera et al., 2008
MRNS saistoSais Tabara et al., 2009
protans 2
ENPP1 (PC-1) Ektoenima kodola 6022-923 Vidja vai Bouhaha et al., 2008
fosforileta neliela saigba Gaulton et al., 2008
fosfodiesteize 1
(plazmas gnu
membgnas
glikoprotans 1)
CDKAL1 CDK5 reguicijas 6p22.3 Neliela saitta Scott et al., 2007
subvienbas saistajam Tabara et al., 2009
protanam 1 1dzgais Tan et al., 2010
protans 1
SLC30A8 Cinka transporta 8g24.11 Vidja vai Scott et al., 2007
protanu elements 8 neliela saisba Sladek et al., 2007
Hertel et al., 2008
Xiang et al., 2008
Bossé et al., 2009
Jing et al., 2010
Tan et al., 2010
CDKN2B Ciklina atkargas 9p21 Neliela saigha Scott et al., 2007
kinazes inhibitors 2B Duesing et al., 2008
(p15, inhile CDK4) Hertel et al., 2008
Tan et al., 2010
TCF7L2 Transkripcijas faktoram  10925.3 Kiniska, Scott et al., 2007
7 ldzgais protins 2 vidgjai vai Sladek et al., 2007
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(specifisks T 8nam) neliela saisha Bosseé et al., 2009
Ezzidi et al., 2009
Salonen et al., 2009
Sanghera et al., 2009
Tabara et al., 2009
HHEX Hematopoezes laila 10923.33 Neliela saita  Scott et al., 2007
eksprestais Sladek et al., 2007
homeobokss Bossé et al., 2009
Tabara et al., 2009
Tan et al., 2010
LOC387761 11p12 Neliela saitta Sladek et al., 2007
Bossé et al., 2009
KCNJ11 ATF atkaigais kilija 11pl15.1 Neliela saifia  Scott et al., 2007
karala, apakSsaimes J, Gaulton et al., 2008
elements 11
KCNQ1 Kilija sprieguma jona 11pl5.5 Neliela saitia Jonsson et al., 2009
kardla, KQT dzgas Tan et al., 2010
apakSsaimes elements 1
FTO Tauku masas 16ql2.2 Neliela saitta Scott et al., 2007
aptaukoSafs saisttais Hertel et al., 2008
gens Sanghera et al., 2008
Yajnik et al., 2009
SLC2A4 Iz8kiduSo vielu 17p13 Vidja vai Gaulton et al., 2008
transporta saimes 2 neliela saigba Yamaguchi et al., 2008
(glikozes transporta
veicinatajs) elements 4
ACE Angiotensna 17923 Kiniska Ramachandran et al.,
konvergjoSais enmms saistba 2008

Baroudi et al., 2009

* Saistiba ar slinbu Ec relatvas starfbas (OR;0dds ratig: > 2 vai< 0,5 - kiniska norme jeb
augsta saigita ar slinibu, > 1,5 vai< 0,66 - victja saistba ar slinibu, bet ne khiska nome;< 1,5
vai> 0,66 - neliela saigtia ar slinbu (Schlesselman, Stolley, 1982; Daly, Bourke, 2Q080ff et al.,
2002; Motulsky , 2010).

1.2. Juverilais idiopatiskais artrits

1.2.1.SLIMIBAS PATQGENEZE UN IZPLATIBA

Juvenlais idiopatiskais artits (JIA), agik saukts par juvalo reimatadalo artitu, ir

autoimina slimba, kuras izcelsmes paraat multifaktorials melanisms, proti, garargjie

faktori (infekcija, traumas, stress, fizlle faktori, sntkéSana gimerg), gan iek8jie

(ledzimtiba). Iminsistmas disfunkcijas ierositaji, iespsjams, ir infekcija (Wwusu vai
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virusbakeriju), neliela trauma (sasitums), fizila ietekme (Rumba-Rozenfelde u.c., 2009b;
Berkun, Padeh, 2010).

Pirmie dati par juveito idiopatisko artftu tika publi&ti 19. gadsimt. S slimiba ir viena
no izplattakajam hroniskm reimatisi@m autointinam bernu slimbam (Phelan et al., 2006;
Ravelli, Martini, 2007; Gabriel, Michaud, 2009; Waodolbert, 2009). 1993. gadr. Finks
(Fink) defirgja, ka juvefais hroniskais jeb idicgiskais arttts ir artits, kas 8kas idz 16
gadu vecumam (Ansell, 1999; Ringold et al., 2005jienas vai vaitku loctavu iekaisumu
un ilgst vismaz seSas rigds (Petty et al., 1998). JIA izpila& aptuveni ir 11z 2 k&rni no
1000, pretzak, jauni slimbas gagumi tiek konstatta vickji 10 lidz 14 l@rniem no 100’000
(llowite, 2002; Prahalad et al., 2002, Ravelli, ktar 2007), lai gan das valsts izplatba ir
pat idz 150 (Gabriel, Michaud, 2009) un 440 (Berkun,dPa@010) Brniem no 100°000.

Juvenlajam idiopmtiskajam artitam @c 2001.gada Starptautik reimatodologu
asocicijas ligas klasifikicijas iz&kir septihus apakstipus (Petty et al., 2004):

e sistenatiskais artfts;

e oligoartiits — persisjjoSs vai eksterijoss (vienoti JIoA);

e poliartrits ar negavu reimatado faktoru (vienoti JIpA);

e poliartrits ar pozitvu reimatado faktoru (vienoti JIpA);

e psoritiskais arttts;

e artrits koga ar entexu;

e nediferenéts artits.

Pacienta slinbas apakstipu nosaka atiaar no slimbas izpausmes pirn@jpusgad
(Rumba-Rozenfelde u.c., 2009b; Woo, Colbert, 200®)\ertéjot gan kinisko ainu
(iekaisuSo lottavu skaits un akuma uzliesmojuma ilgums), gan seggiko raksturojumu
(reimatada faktora (RF) pozitiviate, antinukl@ras antivielas (ANA), cilgka leikoatu
antigens B27 (HLA-B27)).

Visbiezak sastoparm forma, patidz 56% no visiem gagimiem, ir JIoA, kurS daudz
biezk ir sastopams meitém. Otra bieik sastopamforma ir JIpA ar negatu RF —1dz pat
28% un bieZk sastopams meitém (Ringold et al., 2005; Ravelli, Martini, 2007; &0
Colbert, 2009). Vietgais subtips, kdrdzimumu sadale ifdz\ertiga ir sisteratiskais artits,
kurs ir sastopamsdz pat 17% no visiem ggdmiem (Ravelli, Martini, 2007).

Pedgjo gadu ptijumos ir konstatts, ka aptuveni 40dz 60% pacientiem slitha 5 gadu
laika pariet tik pat strauji, &k ta ir izpaudusies, bet aptuveni 10%7isifis loti augsta
funkcionaliates nespia (Il vai IV klase @c Steinbrokera Steinbrockey funkcionaliates
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ledaijuma). Pacientiem ar JIoA slitma norit visviegik — konstadts, ka slimibas remisija 6.
Iidz 10. gadam notiekdz pat 47% pacientiem (Ravelli, Martini, 2007).

Juvenla idiopatiska artiita slimniekiem des ilgums ir s@inats (Rumba-Rozenfelde
u.c., 2009b; Gabriel, Michaud, 2009) jeb mirat JIA gagiuma ir 0,27 idz 0,29%, kas ir
gandiz 4 reizes vaiik neka vidgji populacija (Gabriel, Michaud, 2009). &Nes Eloni ir
dazdi autointini trau&jumi, tai skai, amiloidoze, makrafigu aktivacijas sindroms (Rumba-
Rozenfelde u.c., 2009b; Gabriel, Michaud, 2009).

ledzimibas nommi juverila idiopatiska artfita atistba apliecina augsta konkordance
starp sibsu griem, kas dazam slimibas fornam sasida 70 — 80% (Prahalad et al., 2002).
Slimibas sastopaiina starp sibsiem palielis no 151dz 30 reizm atkarba no popuicijas.
Ka afi sibsi nédz saslimt vied vecuna, daudz biezk nela viera kalendiraja gadi, kas
izsledz psiholgisko ietekmi (Prahalad, Glass, 2008; Woo, Cold&09). Danu petijjumi ir
paiadijusi, ka monozigoto duu konkordance atti@oa uz JIA ir starp 25% un 40%alain
palielinas saslimSanas risks. No visiemgigrétajiem JIA dinu gadjumiem 80% ir
monozigotiski (Prahalad, Glass, 2008; Woo, Coll#509).

1.2.2.JIA MOLEKUL ARA GENETIKA: ASOCIACIJU MEKL EJUMI

Visvairak tiek petita JIA saigiba ar cil\eka leikoatu antignu (HLA - Human leukocyte
antigen lokusu, kurs ir lokalizti 6.hromosomas garpleca lokus 6021. S& lokusa ir
atrodams argalvera audu sad@bas kompleksaMajor histocompatibility complgx{okuss
ar vaiak neka 200 gniem (Prahalad, Glass, 2008; Woo, Colbert, 200@h&ads un Glass
(Prahalad, Glass, 2008) @avakst par JIA ir apkopojis §tijumu rezulitus par HLA
lokusiem 1dz 2008. gadam (1.3.tabula).

1.3. tabulaCilvéka leikoatu antigsnu (HLA) lokusu saigba ar JIA subtipiem.

HLA lokuss HLA klase | HLA klase Il
A B C DR DP DQ

Fenotips Bl Bl Al Bl
Oligoartfits 2 - - *01,*04,*07, *08, *11, *13 *02  *03, *04 *04
Poliartiits ar RF- - - - *04 - *03 *03
Poliartiits ar RF+ 2 - - *08 - *04 *03
Psoritiskais arttts - - - *01 - *0101
Artrits kopa ar entetu - *27 - *01,*04 - *0101,*03  *05
Sisematiskais artits - - - *04, *11, - *05

Dati no Prahalad, Glass, 2008; *n — lokus#lesl, kas atdras Ec mugcijam, ,treknraksi”
ieZimetas akles ar aizsa@josu efektu.
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2010. gad Tomsons ar kekiem (Thomson et al., 2010) paelfja HLA klases Il lokusa
DRBL1 vaifaku aklu saistbu ar juvemo oligoartita persistjoSo formu Austrig. Trim aklem
*1103, *1104 un *0801 tika kons&it saslimSanas riska palielinoSs efekts, k¢ral *0101,
*0404, *0401, *0701 un *1501 — riska samazinoSkeste

Paratli HLA lokusa pEtijjumiem ir analizti ar So lokusu nesaiti genu loma JIA
attistba. No visiem ptitajiem 54 gni vai lokusi uzidija statistiski ticamu saigtu (P < 0,05)
ar slimbu, tai skait ai interleikinu saimes protau ¢gni (McDowell et al., 1995; Donn et al.,
2001; Hinks et al., 2010; Ogilvie et al., 2003; €kret al., 2004; Fife et al., 2006; Sugiura et
al., 2006; Cimaz et al., 2007; Stock et al., 20A81ks et al., 2009; Prahalad et al., 2009;
Hinks et al., 2010). 1.4. tabula apkopo areizvietu lokalizciju cilveka hromosoras.
Redzams, ka visvaik ir petitas 1., 2. un 6. hromosomas. To var izskaidrot carka
1. hromosora ir lokalizets PTPN22gens, kas bija viens no pirmajiem, kam paghja saistbu
ar JIA, la an vairaki interleikinu ¢ggni. 2. hromosom ir lokalizgti IL-1 protenu saimes @ni,
bet 6. hromosomir lokalizéts HLA lokuss, kas izraisgpasu ptnieku interesi. idz Sim ar
JIA saisttie ggni nav atrasti tikai piexs hromosoras (8., 14., 19., 20. un Y), neskatoties uz
to, ka, piemdram, 14. hromosomas gatg)lea ir lokalizeti vairaki kandidatgeni asocicijai
ar autointinam slimibam, tai skai kodola faktora kappa B inhibitora (NBI) protana gns
lokusa 14913 (le Beau et al., 1992) untinglobuina smags kédes protena gns lokua
14923.33 (Kamnasaram, Cox, 2002).

Ja apskataapu kodtto proténu darlibu organisma metabolismalges, tad var seci, ka
lielaka dda (70% no visiem &iem) ir saisti ar imansisEémas funkcigm. Asockciju atrod
ar ar ¢ggniem, kuru produkti ir iesaigt asinsri€, reina — angioterina sistma, transkripcijas
faktoru darlba, aminoskbju sin€zeé, dzelzs metabolisma loes, transkripcijas regadija
(augSanas faktori),akafn protanu degradcijas procesos.

Juvenlajam idiomtisko artitam ir saisba ar LMP2 gena kodjosa regiona Cfol
polimorfismu. Proteasomas subvieas LMP2 B akles homozigat forma palielina

uznémibu pret JIA un ietekmslimibas fenotipu (Pryhuber et al., 1996; Thomson, 2002)
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1.4. tabulaAr JIA statistiski ticami (P<0,05) saiti genu vai lokusu (neskaitot
HLA lokusus) izvietojums cilska hromosoras (dati apkopoti no publiicijam sakot ar
1995.gadu*).

Hromosoma 1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8.
Genu vai
. 9 6 2 4 5 9 2 -
lokusu skaits
Piezme 3 geni Visi Visi Cetri 7 Geni
lokalizeti  lokusi  Abi  lokusi geni lokalizeti
lokusa garap 1sap garap lokusa lokusa
1p13 plea plea plea 5031 6921
Hromosoma 9. 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16.
Genu vai
. 1 3 1 2 1 - 1 3
lokusu skaits
Pieame
Hromosoma 17. 18. 19. 20. 21. 22. X Y
Genu vai
. 3 1 - - 1 2 1 -
lokusu skaits
Piezme Abi gni
atrodas
22011.23

*Izmanto@s publilacijas: McDowell et al., 1995; Pryhuber et al., 19%mte et al., 1999;
Sanjeevi et al., 2000; Donn et al., 2001; Donnlegt2802; Ozen et al., 2002; Alsaeid et al., 2003;
Ogilvie et al., 2003; Cinek et al., 2004; Donn kt 2004; Miterski et al., 2004; Runstadler et al.,
2004; Smerdel et al., 2004; Bukulmez et al., 20@Bks et al., 2005; Lamb et al., 2005; Runstadler
et al., 2005; Viken et al., 2005; Fife et al., 200farciano et al., 2006; Prahalad et al., 2006;
Schmeling et al., 2006; Sugiura et al., 2006; Qirahal., 2007; Cinek et al., 2007; Eastell et al.,
2007; Eike et al., 2007; Lamb et al., 2007; Lindetal., 2007; Ozyirek et al.,2007; Behrens et al.,
2008; Day et al., 2008; Prahalad, Glass, 2008;dPadtet al., 2008; Rohr et al., 2008; Scheibel.et a
2008; Stock et al., 2008; Albers et al., 2009;debr et al., 2009; Hinks et al., 2009a, b, c¢; Jiegn
Morales et al., 2009; Prahalad et al., 2009; Yaal.e2009; Zeng et al., 2009; Hinks et al., 2010.

Daudzi gni ir petiti tikai vienreiZjos Etijumos, &depdi to rezulsti ir attiecirami tikai

uz konkgtu popukciju. Citiem @gniem asodcija ar JIA ir pieddita vaifikos neatkagos
petijjumos (1.5.tabula):
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1.5. tabulaGeni, kuriem konstata asodicija ar juveilo idiopatisko artftu

neatkatgos [&tijjumos.

Gens Kodtais protens Lokalizacija  Saistba ar Avots
genom JIA*
CCR5 Hemokna receptors 3p21.31 Nav agkinata  Scheibel et al., 2008
ar C-C maoivu 5 Lindner et al., 2007
Prahalad et al., 2006
CTLA4 Citotokgna T- 2033 Vickja vai Hinks et al., 2010
limfocita antigns 4 neliela saisba Prahalad et al., 2008
Miterski et al., 2004
IL10 Interleikins-10 1931-g32 Neliela saisd  Fife et al., 2006
Donn et al., 2001
IL-1a Interleikins-1 alfa 2914 Augsta vai Stock et al., 2008

vidgja saistba Donn et al., 2001
McDowell et al., 1995

IL2RA Interleikina-2 10p15-p14  Vidja vai Hinks et al., 2009
receptors alfa neliela saigba Prahalad et al., 2009
MIF Makrofaga migécijas  22911.23 Vidja saisiba Donn et al., 2004
inhibicijas faktors vai nav Miterski et al., 2004
aprkinata Donn et al., 2001
PTPN22 Protanu tiroazna 1pl13.3-p13.1 Augsta vai Cinek et al., 2007
fosfotaze N22 vidgja saistba  Hinks et al., 2005
Viken et al., 2005
STAT4 Sigrala transdukcija: 2932.2-q32.3 Vigja vai Hinks et al., 2009
un transkripcija neliela saigba Prahalad et al., 2009
aktivators 4
TNFAIP3 Tumora nekroze: 6023 Neliela saigha Hinks et al., 2009
faktora induétais Prahalad et al., 2009
protans 3
TNFa Tumora nekrozes 6p21.3 Augsta vai Jiménez et al., 2009
faktors alfa vidgja saistba  Schmeling et al., 2006

Miterski et al., 2004
Ozen et al., 2002
Date et al., 1999

TRAF1 Tumora nekrozes 9933-q34 Neliela saita  Hinks et al., 2009
faktora receptor: Prahalad et al., 2009
saisttais faktors 1 Behrens et al., 2008

* Saistba ar slirbu Ec relaivas starfbas (OR;0dds ratig: > 2 vai< 0,5 - kiniska nozme jeb
augsta saigita ar slinibu,> 1,5 vai< 0,66 - victja saistba ar slinibu, bet ne khiska nome;< 1,5
vai> 0,66 - neliela saigtia ar slinbu (Schlesselman, Stolley, 1982; Daly, Bourke, 2Q080ff et al.,
2002; Motulsky , 2010). Nav agkinats, ja [@tijjuma OR nav noidits.
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1.3.Cilveka genoma 14. hromosoma

Cilvéka 14. hromosoma (l4ctChromosome 14ir viena no pieam akrocentriskam
hromosoram, kuam ir rakstutgs heterohromatiskisais plecs (14p) un eihromatisks garais
plecs (14q), kur iesggjams ir lokalizti visi hromosom esoSie gni (Heilig et al., 2003).

14ch satur aparam 3,0 — 3,5 % no visagrf&as DNS (ghr.nlm.nih.gov/chromosome¥14

Hromosomas garums ir ap 107 Mbp. 2003.agdd tika paziots par 14. hromosomas
sekvenéSanu, tika sechts, ka visa koegosa sekvence jeb eihromatiskdda satur
87°'410'661 kazu parus (bp) jeb 87 Mbp (Heilig et al., 2003). Hromos®garais plecs ir
apneram 93 Mb garS, apkinot tam vajadztu satuét 1800 @gnus, ja katrs gns vidcji
genona ir lokalizéts ik pec 30 — 50 kb garas sekvences (Kamnasaram, Cox).2Ap&katot
14ch sekvences nukl@dtl sadajumu, var teikt, ka guana un citoma kmenis ir atbilstoSs
videjam cilveka genor, jeb pretzak 40,86% (Heilig et al., 2003).

Visi 14.hromosora atrastie gni ir lokalizeti tikai garap ple@, ka to vagtu paredzt. Lidz
2003.gadam bija atrasti 1443ng vai gcniem kidzigi rajoni. Rc Siem datiem @&ni parklaj
38,07Mb no visas sekvences, kas ir 43,6% (Heiligl.et2003). Sohd pec GeneCard
(http://www.genecards.orgbdatiem 14.hromosoinir 2127 @ni vai ¢eniem lidzigi rajoni.
Pec NCBI datu lazes datiem 14. hromosomas sekweac numuru NT_026437.12 ir 1453
geni, kuriem ir pretzi noteikts DNS apgabals, mRNS sekvence Uaidd protanu funkcija.

Genu izvietojums hromosoin ir diezgan neparasts, ®#inot ar ciim cilveka
hromosornam. Geni parsva ir izvietoti ipasi bivi. Lielakie genu sabivejumi ir no 2 Mb idz
6 Mb gari. Turpratlielakais gnu ,tuksnesis” (vieta, kur nav sastoparang ir 1,11 Mb liels
(vidgji genoma tikai 43,5 kb jeb 0,043 Mb). Samjtuksnes’ nav sastopami ne tikaicgi, bet
an CpG sathas. Sdi genu ,tuksnesi” aipem 11,7 Mb no visas 14. hromosomas, kas ir
13,4% no visas sekvences (Heilig etal., 2003). kApd ¢gnu sabivéjumu un @nu
.uksneSu” (1.2.atla F) jaurakos datus no NCBI datuabes, var secit, ka nav lielas
atXiribas ar 2003. gada datiem.

Cilvéka 14. hromosoma ir ar augstu konasmu. Tas homolog pdu genom
hromosoma (12. hr.) Ioti lidziga Ec genu un CpG satiu izvietojuma (Heilig et al., 2003).

2003. gad bija noteikts, ka vis 14.hromosora ir atrodamsidz pat 1768 CpG salim, no
kuram 530 irloti tuvu gnu 5’ galiem. Liels CpG salu sabivejums ir pie subcentroénas un
subtelondras rajoniem, kurosas ir sastopamas ikep 9 kb (victjais genom ir viena CpG
salina ik psc 50 kb; Heilig et al., 2003). SadrNCBI datu laze 14ch sekvericar numuru
NT_026437.12 ir jau zikmas 9803 CpG salhs. Neskatoties uz to, ka ir paligiies So

salipu skaits, nav izteikti maipies to saligjuma izvietojums pie subcentr@nas un
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subtelongras (1.2. atls C). CpG salias ainem 4,04% no hromosomas sekvencesakaar
no &am ir 4557 bp gara, bésaka 201 bp. Vidjais CpG saliu garums ir aptuveni 44Zbu

pari.

\IBs

14.hromosoma

C

D E

* +*
14p13
14p12 —
10K
14p11.2 OR11H4
TRANG-2
Z0H 1 TRAY41
i AluSw TRAJ410
lapil.d I P ERIIE20 TRAJG
5 - LZa HEDDS
14q11.1 : s 206 1E mER4AL TN
FOH E rE322I550
14g11.2 | 1 rEIE2IEI0 GHTES Egtﬁgé
= Lok
w322 1760 MRS HUEPL
1 F53221545 i ERFP
14912 : rES22 0010 R RELZ3ARP7 0
om H 53221426 e KRT15FE
14q13.1 i AT_rich
14913.2 7 B
rESI21RA10 L1HAL0CS] o
14q135.3 . L1PAS fia|l=
14921.1 E e = HOGAZ
14421.2 S0H 1 s T2 0595 LINC4L2] =
g 36 14025 Aluty E
14321.5 1 e T4E2 0005 HIRL T
1 w522 1652 HLTIKL2]
144922.1 H R0 1 0E GC_pich HHGH1L1
oo i ERUL-E-i RPL31P4
IR l PeILIISES HER 1030 HIF 1A
Fec NT_0264357 = 3223123 '
NT_ . E - PARF1PZ
14923.1 . it HERGSC02]
149235.2 c T AluswC2] HAGIHP
149235, 3 TOH 1 rrdBAG2a1 HERE i
) P R2REL0 KIAADZ4T
149241 53225515
! s 2IREDE
14924 .2 i rEI2LITEL Alugw
14q24.5 SO | E IR0
. IR
1493141 LTTTHR
- rES2IET1L ;
14431.2 E 23223095 L
14531.3 1 532 1AETT CTATATGk
. a0H FE3221431 P THAPT
1438: 14 | 23221543 Plat L3 e
14932.13 u Tt ] LTRi160OC2] HOAF1
14432.2 1 rESddTE152 o o
14q32.51 Lo0H . Fe32TIIE2 MLT1A1CS] LOC1002E, .
14532, 32 1 rES222867 ~CNORD114. .
EFEIZ2AN 00
1493233 Alusa TGHUG-20
CTERE LOC192130

IGHUS-T6

1.2.attels 14.hromosomas uzkie (A), kodjosas sekvences NT_026437.12 (B), CpG

salinu (C), polimorfismu jeb vaiciju (D), atkartojumu un lielu inserciju (E) unégu (F)

izvietojums hromosoim(www.ncbi.nim.nih.goy.

Pec 14. hromosomas pilgas atkodSanas, secija, ka dazdu veida atkrtojumi aizem

40,37 Mb.Isie un garie izkaitie nukleotdu elementi (SINE un LINEshort interspersed

nucleotide elements un large interspersed nucleogiémenisatradis 11,62 un 17,33 Mb

liela dda no hromosomas sekvences. Uz 2003. gadu bija Ketistasmaz 14 lieli
inserciju/deéciju rajoni, kas ir vismaz 100abu paru lieli. Astoni no tiem bija Alu tipa
insercijas (Heilig et al., 2003). Sabmpsc NCBI datu lazes datiem 14. hromosomas sekwenc

ir atrasti 161 018 atktojumi un specifiskas insercijas (daa veida transpozoni). No tiem
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36 638 un 44 018 attiggi ir SINE un LINE. No SINE 36 444 ir Alu tipa. \dsapskaitaja
hromosona ir lokalizéti nedaudz vaiikk ka 12 tikstoSi dazdu veidu un garuma aiojumu,
tai skaifi aff viena nukleada atkirtojumi. Atkartojumu un specifisku inserciju izvietojums
(1.2.attls E) kopuna ir neatkatgs no gnu izvietojuma.

Apskatot informaciju par vienkirSam sekvences vagijam jeb polimorfismiem, kas sev
ietver viena nukle@tla nomaiu, mazu bBzu paru skaitu insercijas/détijas, 14ch sekve®mc
Sobid ir zinamas 520 272 vaacijas, kas vien@rigi ir izkartotas pa visu garo plecu
(1.2.attls D). Lidz 2006. gaglbija zinami gandiz uz pusi maak polimorfismi — 259 435.

Hromosona ir divi 1 MB gari rezioni, kas ir saigti ar imansisemu — T $inas alfa un delta
receptoru lokusi, kas atrodas detno centroraras, un ininglobuina smags kedes lokusi
blakus telorarai (Heilig et al., 2003).

Vairaki svafigi kandiditgéni saisibai ar autoimmnam slimibam ir lokalizeti 14ch garegj
plea. Sadi geni ir kodola faktora kappa B inhibitora (NBI) protena gns lokug 14913 (le
Beau et al., 1992), transkripcijas faktors FOS @Fbeta gns lokuga 14923, iminglobuina
smag@s kédes prottmna ¢gns lokua 14923.33 (Kamnasaram, Cox, 2002), preseill
(PSEN) gens lokua 14924.3 (Kamnasaram, Cox, 2002) un akiirproteasomu @ni.
Proteasomu proteu ¢gni veido specifisku ghu klasteri no astoem geniem, tai skat,
proteasomas beta tipa 5. un 11. suban(attietgi PSMB5un PSMB1) un proteasomas
PA28 aktivatora 1. un 2. subvida (attietgi PSME1(PA28x) un PSME2 (PA28)) lokusa
14g11.2, proteasomas alfa tipa 6. subMdanPSMA§ lokusa 14q13.1, proteasomas 26S
ATFazes 6. subviaba PSMC6jeb Rpt4)lokusa 14921.1, alfa tipa 3. subvidra PSMA3J
lokuss 14923 un proteasomas 26S AEZEs 1. subviaba (PSMC1 jeb Rpt2) lokusa
14932.11.

14. hromosomas gaBaplea ir konstaéti geni kandiditi vairakam slinibam, piengram,
Alcheimera slirbai, muskiu distrofijai, 1. tipa cukura di@gam. Sm daZdajam slimibam
ir saistba ar konk&tu 14ch gnu vai ar ar noteiktu 14q lokusu (Kamnasaram, Cox, 2002). Ir
zinami aptuveni 60 gni, kas ir saisti ar tadam slinibam ka Nimana-Pika slirtba, agia
Alcheimera slirfba un USera sindroms unformas (Heilig et al., 2003).

14. hromosomas gagaplea lokalizéto 14 mikrosateétu makieru atkhSanas un izies
rezuléita tika konstatta IgE fenotipugergtiska saistba ar lokusiem 14g11.2 un 14913
(Mansur et al.,1999, ¢its - Sjakste et al., 2004). Vakiem 14ch molekdlrajiem makieriem
daZdos lokusos ir @arasocicija ar dazdam véza formam (Kamnasaram, Cox, 2002).

Pedgjos gados, analgot pacientus ar iedzirain anonalijam, ir atkkti hromosomu rajoni,
kuriem ir rakstuigi dekcijas, inversijas vai duplicijas. Piemdram, analizjot genomu
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pacientam ar iedzimtu krapl, tika konstata lokusa 14932.1 duplikija. Pacienta iatei
tika konstagts lokusa 14p11.2g32.1 inversija (Sliuzas et &08&). Analizjot genomucetru
gadu vecam pacientam ar iedzimtanonalijam (dismorfisms un asftibas traugjumi), bez
ipaSas slimbu \esturesgimers, tika atkhta lokusa 14921923 inversija (Jiang et al., 2008).

Hromosomas centrotras gai ir segments, kam ir dubliks ar augstu konseatismu
22.hromosomas gadaplea, aptuveni tg§ pad vieta ka 14. hromosom Bez & ir zinams, ka
1,6% no 14.hromosomas sekvencesasasd starphromosoatiem duplikacijas fragmentiem
jeb fragmentiem, kam ir 90% homologs @atkjums kda cita cilvéka hromosorm Sie
fragmenti ir vismaz 1kb lieli. Liakais &ids fragments ir iepriekS aprakais segments
22. hromosom Toner 14.hromosoma ir ar vismako starphromosoato dublicgto
fragmentu daudzumu (Heilig et al., 2003).

DublicgjoSie fragmenti, kas atrodas 14ch, 3dat1,1% sekvences un veido 4 segmentus.
Lielakais no tiem ir 800 kb garS un atrodas tuvu centramka ar ir dala no 22. hromoso#n
eso4 dublikata (Heilig et al., 2003).

Hromosom Iidz 2003. gadam bija atrasti 20 transportRNS (tRbEB), no kuriem 14
veido 75 kb lielu Kistera segmentu.iStRNS @nu klasteris ir vishiakais visi genona.
Hromosomas garajplea ir atrodamas arnepilrigas ribosorilas RNS kodjoSo gnu
kopijas (Heilig et al., 2003). Anakjt specifisku mikroRNS jeb mMIRNSmicroRNA
lokalizaciju genoma, 2009. gad tika atkhts, ka 14. hromosoiir aptuveni 200kb liels
apgabals, kas satur 48 miRNS un 41 aramola RNS ¢mall nucleolar RNAsekvences.1S
regions ir lokaliZts hromosomas telaira, aptuveni lokus 14932.31, un pagaich nav

saistts ne ar vienugnu (Quach et al., 2009).
1.4. Proteasomas

1.4.1.PROTEASOMU VISPARIGAIS APRAKSTS

_ =

Lai nodroSiatu viennerigu daves procesuifa, ir nepiecieSams uztetrstabilu protenu
limeni. Sina negrtraukti da&du faktoru ietekrd notiek protenu sintze, &tad ir jabat af
nemrtrauktai nevajadgo, nolietoto un bato proténu degradcijai. S procesa
nodroSirasanai #na eksist vairaki proteazu kompleksi, tai skaf proteasomu si@mna,
lizosomu un to enmu komplekss, kodola praiees, kalpas, la afi kaspzes (Ciechanover,
2005; Gomes et al., 2006). Likb ddu no $inas proteniem (idz pat 80%) atpagt un
degraa@ tieSi proteasomu sBha, kas, atdriba no @rgjiem kompleksiem, ir lokaligta gan

citoplazna, gan kodal (Gomes et al., 2006). Tugtlproteasomu sigina degraél protanus,
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kas piedals visos 8nas procesos, tai skaitSinas cikla reguilcija, apoptoz, genu
transkcipcifi un citos procesos (Konstantinova et al., 2008).

Pirma informacija par proteasoam pa#dijas 20. gadsimta 70. gadu basgkad vaiikas
enzimologu grupas, kasétfja olbaltumvielu katabolismu, atfh proteirazi ar lielu
molekubro masu, kas sasniedza 700 kDa, bet olbaltumu lekspl sedimeatijas
koeficients 1idzinajas 20S. Enmmam nebija izteikta specifiska sulasér ka citam
proteirizém, tadel to nosauca par multikatsku proteidzu kompleksu roulticatalytic
proteinase complexgsRentgena strulitanaize pieadija, ka kompleksam ir cilindriska
forma, un izadijas, ka Sie veidojumi ir Klausa Seretélguss Sherrer1970. gad atklatas
prosomas. Tagad lieto tikai terminu ,proteasom&herrer, 1990; Scherrer, Bey, 1994;
Wolf, Hilt, 2004).

Veicot Etijumu cilveka asins 8nas, Zagers ar kadgiem (Zoeger et al., 2006) pielija,
ka visas proteasomas var iatlalivas lielas grugis — standarta proteasomas un
proteasomas, lai gan var veidoties@oteasomas, kas@uzhives déeji pieder gan vienai,
gan otrai grupai. Bet katrai lielajai grupai ir pegams izdait vel 6 apakstipus (Glickman,
Raveh, 2005; Rechsteiner, Hill, 2005; Gomes e2aD6):

1. bez aktivatora,
ar vienu aktiatoru 19S;
ar diviem aktivatoriem 19S;
ar aktivatoriem 19S un PA&8;
ar aktivatoriem 19S un PA28
ar aktivatoriem 19S un PA200.

r pieradits, ka proteasomas ir atrodamas gan Kpdgian citoplazr, toner to

o 0k~ w D

koncenticija daidas dinas d#as ir atkiriga. Citoplazma proteasomas savienojas ar
centrosoram, citoskeletu un glud endoplazmatisk tikla aréjo pusi, bet kodal tas ir
sastopamas uz kodola matriksa, koglotio nav (Scherrer, 1990; Wojcik, DeMartino, 2003;
Glickman, Raveh, 2005). Vakiem proteasomu prat@em ir af kodola lokaliacijas
sigrals, kas apliecina proteasomu pigter kodolam (Bey etal., 1993; Tanaka, 1995).
Citoplazna Sie proteni koncentgjas galvenokrt brivas netrangjamas mRNS frakcis
(Sjakste et al., 2001).

Apskatot, kdos audos jebu#iu tipos ir atrodamas proteasomas, agaka, ka as ir
sastopamas \is dinas (Scherrer, 1990; Wojcik et al., 2000; Kruger ket 2001), k an
starpsinu tel@, pientram, plazma vai alveolu Eidruma (Zoeger et al.,, 2006; Sixt,
Dahlmann, 2008).
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Proteasomu pamatstraka ir 20S proteasoma (1.3&4), kas ir kompleksa galverdda
jeb serde, kasgo izskata atgdina 15x10 nm cilindru un kuras molmasa ir aptuvédfkDa
(Scherrer, Bey, 1994; Tanaka, 1995; Coux et al9619Vojcik et al., 2000; Wolf, Hilt,
2004). To veidctetri gredzeni, no kuriem katru veido seps attietgas subvietbas, kuru
molekulmasas ir no 2@dz 36 kDa (Scherrer, Bey, 1994; Tanaka, 1995; Gaiud., 1996;
Wolf, Hilt, 2004). Argjie gredzeni ir veidoti no dadam o subviedbam, bet ieksjie — nop
subvienbam (Adams, 2003; Groll et al., 2003; Wolf, Hilt, 280Gomes et al., 2006).

O PSMB1, PSMB5, PSMB6

"Imun''-proteasoma

20S proteasoma

®@ O

LMP7 LMP2 MECL-1
(PSMBY9) (PSMBS) (PSMB10)

1.3.attels Proteasomu pamatstrikéa jeb 20S proteasoma un jimi'-proteasoma.

Proteasomas sawienkarsakaja forma, kadas &s ir arheobakirijas, satur tikai viena tipa
a un viena tipg subvienbas. Zditaju Sinas satur septils daZdusa subviefibu ¢ggnus un 11
dazdusp subvienbu genus (Wolf, Hilt, 2004; Groettrup et al., 2010)d#aju organismos,
tai skait ai cilvéka, a subviedbas savsta@ ir ar vidgji 30% identiskm sekveném
(Gomes et al., 2006).

Proteasomu veidoSas proces (1.4.atéls) pirmais solis ir visu subvi@ou sintze
lidZigos daudzumos, kas liek danpar vienotu transkripcijas mamismu. Ir zirams, ka tieSi
stresa laik visu proteasomu prarau sintze strauji palielids. Rtot augo8s raugu 8nas, ir
pieradits, ka vienotais transkripcijas faktors, kas nom@¥isu proteasomu kodolu praote
genu sintzi, ir protans Rpn4. Sis protas ir proteasomu aktivatora subvilea, k af tas
atpazst proteasomu aktivizijas kontroles elementu (PACRroteasome activation control
elemeny visu subvietbu ggnu promoteros (Glickman, Raveh, 2005). Visas betwisnbas,
iznpemotB3 un P4, sintegjas neakiva forma ar propeidu N-gah, kas tiek ati§elts, saistoties

ar akivo subviefibu, veidojoties gredzenam (Meiners et al., 2003).
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NakoSais posms (1.4.al$) ir specifisku kompleksu izveidoSancitoplazma (Meiners et
al., 2003; Glickman, Raveh, 2005; Hirano et alQ&0jeb pretzak, pie endoplamatisktikla
(Fricke et al., 2007). Vidrak zditaju Sinas izveidojasa subviefibas gredzens ar visiem
septhiem proténiem. legkuma pie § gredzena piesaist PAC1/PAC2 heterodiens un
PAC3/PAC4 komplekss (Hirano et al., 2008). Alfadpena piliga izveidoSads, ir sigrals,
lai saktos beta subvighu pievienoSais. Pirng pievienojas32 subviefiba, kam sek@3 un
B4 (3 briza sedimentijas koeficents proteasomu veidojumiem ir 13S),dad¢ja piesaisis
B7 subviemba. Pievienojotief4, pie proteasomas pievienojas @dmpl jeb POMP proias
(Wolf, Hilt, 2004; Fricke et al., 2007; Hirano €lt,a&2008). Gala procasizveidojas ,pus’-
proteasomas ar sedimacifas koeficentu 16S. Tad notiek dimegas process jeb divu 16S
kompleksu savienoSas, tam seko beta subvien N-termirilo galu atdaBaras un Umpl
protana degraacija (Meiners et al., 2003; Wolf, Hilt, 2004; Glitclan, Raveh, 2005; Fricke
et al., 2007; Hirano et al., 2008).

Proteasomu subvienibu
un palign ekpresija

Neaktiva forma 208 proteasoma
ar propetida N-gala

Paligproteinu
165 proteasomas f{-_n? degredacija
starpposms ' Nobrietana
Strulctiras
parkartosana
! \\‘138 stmipposru? Dimerizacija
ET 1T Vv AT
membrana “""""" —».,_:\\ / —
A P 0'
\\A“"ﬁu-_ __..'J e"d \\‘“‘ = “_w‘,f’ 3
-, ‘D f

e L L L e e ™

1.4.attels Proteasomu veidoSas dina endoplazmatisktikla (ET) membinas tuvura
(Fricke et al., 2007).

Esot ,pus”-proteasomuatokli, notiek kompleksa transpégiana caur kodola menainu,
kur tai piesaigts heterodirars Nobl un Pnol/Dim2, rezals tiek aktivizta f subvierbu
proteazu darliba kodok, dimeriZcija un protena Umpl degraxtija (Glickman, Raveh,
2005).

Pargjie piesaisttie protani un to kompleksi tiek vai nu degr@d vai tie atdads (Hirano
et al., 2008).
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Proteasomasgp proteaitiskas aktivitites ir N-termiala nukloefla hidrokzes ar trecimu
ka N-termirala akivo nukleoflu (Wolf, Hilt, 2004; Rechsteiner, Hill, 2005; Kaastinova et
al., 2008). Proteasaim piemt vismaz piecas dadas proteatiskas aktivitates, kas ir
atkafigas nof subviedbu kombiracijas. Bilva N-termirala treorina atlikumi, trigs no
septham P tipa subvietbam, darbojas & nukleofli un ir svaigi kataizes mehnisna.
Saldzinot ar zerakiem eikariotiem, mitaju genom ir kodetas septias B subvienbas ar
proteazu aktivititi, lai gan kati proteasor atrodamas tikai is. Ss subviefbas var
mairities [gc ipaSas stimatijas (Wolf, Hilt, 2004; Glickman, Raveh, 2005; Reteiner,
Hill, 2005; Groettrup et al., 2010). Sadarbojotdm iek§jo gredzenu trim beta subvigam
ar proteaitisko aktivitati, tas koagi tiek gak gandrz ar viem peptdsaitm, viengi ne ar
saiem, kas seko g glicina un praina (Meiners et al., 2003; Rechsteiner, Hill, 20Q&peta
et al., 2010).

Protani péc degradcijas proteasons tiek sadati 4 — 25 pepdu garos fragmentos
(Gomes et al., 2006). Dazos gadhos degragtija notiek tikai tdz noteiktam imenim,
piemeram, lai aktigtu prot@nu. Ka pieneru var miret NFkappaB, kad no neaka proténa
pl05 tiek atelt dda, lai izveidotos akta protana subvietba p50 (Gomes et al., 2006).

Loti Iidzigas 20S proteasam ir ta saucara “iman”-proteasomas (1.3. al$). Abas
proteasomas savstarf atiras ar trimp subviefibas proteiem. Subvietbu nomanu
izraisa §inas indukcija ar iekaisuma citimkem, piendram, interferonur vai tumoru nekrozes
faktorso (TNF-0). Standarta proteas@m 1, 2 unp5 subviefbas tiek aizvietotas ar LMP2
jeb Bli (saukt af par PSMB9), LMP7 jel$5i (PSMB8) un MECL-1 jebB2i (PSMB10,
LMP10), kas ir protai ar zemu molekulmasu un kcedz af saukt par proteasomu ,im”-
subvienbam (Brooks et al., 2000; Mishto et al., 2003; Konsitzova et al., 2008; Scheffler et
al., 2008; Groettrup et al., 2010). “tim’-proteasomas tiek saitd ar | klases galvanaudu
sadetbas kompleksa prateu veidoSanos jeb aktivdziju (Mishto et al., 2003).

Timusa garozasifas ir sastopamagpasas formas ,ifm”-proteasomas, kas no pafsst
atiras ar LMP7 jel$35i. Tas viet ir specifiskap5t (saukta arpar PSMB11) molekula, kas
ir sastopama tikaifinusa garozasagas. S prota@na sintze un nomaia nav atkaga no

interferonuy indukcijas (Murata et al., 2007; Tomaru et al, 208roettrup et al., 2010).

1.4.2.PROTEASOMAS AKTIVATORI

Degradjamais protens 20S proteasamieklast caur alfa subviebhu gredzenu, kas
parasti ir stgta veida un veidojoti Sauru kaalu, jo trau€ alfa subviefbu savstargji saisttie
N-termirali (Tanaka, 1995; Coux et al., 1996; Wojcik et @000). Bpec 20S proteasomas
proteottiska darliba ir zema. Lai tiktu degraths lielas olbaltumvielas, pie 20S proteasomas
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ir japievienojas aktivatoriem jeb regulatorajiem komglekn, kas atvieglo pieeju akajam
proteasomu centriem. TieSi aktivatori, saistotiesonasubviefibu bfvajiem galiem, atver
proteasomu kaitu protanu degradcijai (Tanaka, 1995; Coux et al., 1996; RechsteiHdl,
2005).

Sobid ir zinami tris aktivatori: 19S jeb PA700, 11S jeb PA28 un PA200.

19S aktivators ir ATkzes komplekss (~800 — 1300 kDa), kas ir V-tipa teife ar
vairakam subviembam, kuru molekulmasa ir no 25dk 110 kDa (Tanaka, 1995; Tanaka,
Tsurumi, 1997; Glickman, Raveh, 2005)idifajiem 19S komplekss sastno 16 1dz 20
subvienbam (Konstantinova et al., 2008). Visas subvias var iedal divas grug@s. Viera
grupa ietilpst vismaz seSas subvibas, kuras veido uniku multiggnu homolgisku
polipeptdu saimi, un otra grupa — apram 15 ATRzi nesaturoSas subvigmas, vairums no
kuram pec uzhives nav savstagp saisftas (Glickman, Raveh, 2005). Pieram, sirds
muskuda ginas esoSais 19S regulatorais komplekss satur 6a2d4-subvieibas (Rptl - 6),
kas veido pamata {lg un 11 ne ATFatkagas subviefbas (Rpn), no kam 3 atrodas pamata
daa, bet firgjas veido ,\aka” (lid) ddu (Plemper, Hammond, 2002; Glickman, Raveh, 2005;
Gomes et al., 2006; Konstantinova et al., 2008} ikasaisita ar COP9 sigiimolekulu
(Collins, Tansey, 2006). 19S kompleksdati konservaws: tas maz ak$ras raugu un pat
Ziditaju organismos (Rechsteiner, Hill, 2005).

19S aktivatori var pievienoties 20S proteagomviera vai abos galos (1.5. als),
atkafba no lka veidojas proteasomas ar sedimaeipas koeficientu attiagi 26S vai 30S
(~1500 — 2000 kDa). Toen literatira abas & proteasomas ajpae ar vienu nosaukumu —
26S proteasoma (Wojcik et al., 2000; Wolf, Hilt02) Collins, Tansey, 2006; Gomes et al.,
2006). Sis komplekss ioti stabils un iztugs pret detgentu un slu iedarlibu (Scherrer,
Bey, 1994; Coux et al., 1996), lai gan 26S protews0ir daudzitigakas pret oksidato
stresu, nek 20S proteasomas. Tas liek dapka tieSi vienkrsa proteasomas forma piedsl
Siinas izdzvoSanas procesos, pieram, pie oksidcijas stresa (Gomes et al., 2006).

Apmeram 80 — 90% no visiem iek8$u proténiem tiek degragti 26S proteasom(Zolk
et al., 2006). Visi no Siem prateem pirms degratijas tiek ,ieZméti” jeb tiem tiek
pievienota poliubikvitna kede ar vismaz trimitlz cetram molekuim (Coux et al., 1996;
Wojcik et al., 2003; Wolf, Hilt, 2004).
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05 ZS "imﬁn"-p-rut. "imiin"-prot.
(195 _-205-195) (205-105) 115-205-115 (208 -118)

"Hibrid"-proteasoma
{115 -205-118)

1.5.attels Proteasomu serdes (20S) un aktivatoru (19S unig§fjamo kombinaciju

mikroskopiskie un grafiskie &tt (http://www.servlab.co.kr/biomol/focus0802.htm).

Ubikvitins (Ub) ir 76 aminogibju gara polipeptu kéde, kas ir atrodama visos
eikariotos. Izopeptla saite veidojas starp sulasdrlizina (Lys) atlikumu un ubikviba gliana
(Gly) C-termiralu ar enzmu kaskides paidzibu (Wojcik et al., 2003; Yang, Yu, 2003).
Ubikvitina pievienoSanas process ir ATF aigarun gkas ar ubikviina aktivizcijas enzmu
El, kas saigs ar Ub molekulu un nodroSinasSmolekulas transportu un sa@stnos pie
ubikvitina saigBaras proténa E2. Tres protanu grupa E3 jeb ubikviha-prot@éna ligazes,
saistoties ar proteu, veido sigalu E2 prot@nam, un notiek E2 un E3 savst@gsaisisarss.
St procesa laik Ub pievienojas pie degrajama protana. E3 protmiem ir divi specifiski
domeni, no kuriem viens atp@t degradjamos protenus un saigs ar tiem, bet otrs saistar
E2 molekulu. Pie katra deg@dma protana piesaisis vismaz @l divas Ub molekulas, kas
nozme, ka E1-E2-E3 kagkle tiek atlartota vaiakkartigi. Otra iespja piesaigt papildus ¢l
divas Ub molekulas ir notiekot reakcijai starp mobi&vitinéto prot@énu un poliubikvitna
kédes/elongcijas faktora (E4) kompleksu. Bet tas var notikatipsc pirmas Ub molekulas
piesaistSaras (Wolf, Hilt, 2004; Ciechanover, 2005; Martineze¥nte et al., 2005).

Ubikvitingtais substts savienojas ar 19S reguladompleksa ,4ka” subviedbam un
ar ATRazes paldzibu tiek ievirats 26S proteasods. Pirms subsits noKast proteasomu
serdes dobum 19S aktivatora pamata [daatdala ubikvina molekulas (Wolf, Hilt, 2004;
Collins, Tansey, 2006; Zolk et al., 2006; Konstaowa et al., 2008).

Atskiriba no 20S proteasomas, 26S proteasomasdggradt an poliadenietu mMRNS

(Konstantinova et al., 2008).
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Divi citi evoluciorari konservaivi aktivatori ir PA28 jeb 11S un PA200. VisbizSie
divi aktivatori veido i saucaras ,hibrid”-proteasomas, kam viera gak ir 19S komplekss,
bet otd 11S vai PA200 (1.5.ats; Kloetzel, 2004; Rechsteiner, Hill, 2005).

PA200 ir vienakedes protens ar aptuveni 200 kDa lielu molekulmasu, kas stgaams
organismos, @kot ar raugu un beidzot ar ciku (Ustrell et al., 2002; Rechsteiner, Hill,
2005).

PA200 aktivators ir visstak atklatais. Par @ lomu &ina ir izteikta hipotze, ka tas ir
saisits ar DNS repaciju. TieSu pieidijumu tam nav, bet par labu Sai higmi ir vaiaki
fakti. Ka pirmo faktu ir pmin, ka aktivators ir daudz vak sastopams kodolnela
citoplazma (Ustrell et al., 2002). Otakt, PA200 protens ir izteikti ekspredts skliniekos,
kur mejozes laik palielinras DNS dubultpravumi. (Ustrell et al., 2002; Rechsteiner, Hill,
2005). Tomr pilniga skaidiba par PA200 lomui$a vl nav.

PA28 aktivators ir sastopams audisjos eikariotiskajos organismos, bet ne Baug
Aktivators sagtv no septiiem 28 kDa lieliem prot@iem (Kloetzel, 2004; Rechsteiner, Hill,
2005). Ir sastopamasidr PA28 subvieibas: o, B un y. Alfa un beta subviabas veido
heteroheptorru, bet gamma subvigra — homohepterotru. 11S aktivators, pievienojoties
20S proteasomai, veido papildus gredzenu (Reclestdihll, 2005).

Analizgjot visu subvierbu sekvences, ir pigdits, ka dubli¢joties ¢ggham, kas kod y
subvienbu, veidojas @ns, kas kod a subvienbu. Turpret dublicgjoties a subviernbas
génam, veidoja$ subvienbas kodjosais gns (Rechsteiner, Hill, 2005).

Ir zinams, kaa un B subviedbas ir sastopamas gardrvisos audos, tai skaitaf
imansisemas &nas, bet nav sastopamas smadeeinas. Turkkt y subviefiba limenis
smadzeu &inas ir |oti augsts, sadizinot ar zemoimeni @rgjos audos (Kloetzel, 2004;
Rechsteiner, Hill, 2005). Atfras ai PA2&B un PA2§ izvietojums &na: PA2&p ir
galvenolart sastopams citoplazinbet PA2§ — kodok (Rechsteiner, Hill, 2005).

PA28xp veidoSanos stimalinterferons gamma un dadas infekcijas, turpretim PA28
sinzi interferons neietekenun infekcijas laik ta samazias (Rechsteiner, Hill, 2005).
Tadejadi var seciat, ka PA2&p aktivatoram ir noime iminsisemas dariba.

Zinot So faktu rodas jaajums, vai PA28f aktivatoram nav saikta ar ,imin’-
proteasoram, kas ir izteikti sinte#as tieSi ininsinas (Kloetzel, 2004; Rechsteiner, Hill,
2005).

Veicot Etijumus, ir pieidita ,iman’-proteasomas un PAZB aktivatora iesgjama
saistba. 1zokjot peem PA2& génu, neveidojas PA2 aktivators un ,inin”-proteasomas
limenis izteikti samazis, saidzinot ar pedm, kuam s gens ekpregas (Rechsteiner, Hill,
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2005 — citts Preckel et al., 1999). PegptPreckela Precke) un kokga rezulitiem Murata
(Murata) ar kokgiem (Rechsteiner, Hill, 2005 — &is Murata et al., 2001) konsig, ka
visticanek PA2& neiesaidts tieSi ,imian’-proteasomas siéte, bet dizak imandinas
nodroSina melanomas artitga TRP-2 specifiska epitopa veidoSanogapet ir izteikta
varbitiba, ka PA28 aktivators patz specifisku epitopu veidoSamn proces (Kloetzel,
2004; Glickman, Raveh, 2005).

PA283 darbojas arcita sinas. Piendram, hroniski stimw@jot truSa skeleta muskus,
tajos tiskartigi palielinis 20S proteasomas simé un 70-krtigi tieSi PA2&f aktivatora
sintze (Rechsteiner, Hill, 2005).

Par PA28 lomu organismaitas el pilnigas skaidbas nav. Ir konstais, ka petm bez
PA28y subvienbas @gna ir lielki embriortlie fibrioblasti un ir noerota liekka G1 $inu
proporcija un kvums, kas liek doat par iespjamo PA2& lomu dinas cikh (Rechsteiner,
Hill, 2005 — citts Murata et al., 1999).

1.4.3.PROTEASOMU NEPROTEOLITISKA DARBIBA

Proteasomu loma organismanas galvenoklrt tiek saisita ar s proteaitiskagm
ipa8bam, toner pedejos gados ir padijusies @tijumi, kas pieida, ka proteasomu daba
var kit nesaigta ar protenu degradciju (Collins, Tansey, 2006; Malik et al., 2009).

Proteasomu sigtnas neprotettiska darliba ir saista gan ar 20S proteasomu (Malik et
al., 2009), gan aras 19S un 11S aktivatoru kompleksiem (Collins, Tgns2006;
Konstantinova et al., 2008; Kim et al., 2009; Madikal., 2009).

Petijumos ar rauga genomu ir attd, ka vaiiki simti génu ir saisiti ar 20S proteasomu
un/vai 19S kompleksu neatkgrno prot@nu degradcijas procesa (Malik et al., 2009)

Ir pieradits, ka 19S komplekss ir iesaistvaifiku stresa atbildes reakcijas piote ¢gcnu
transkripcip. Turklat & funkcija ir neatkaiga no & dalibas proteake (Collins, Tansey, 2006;
Malik et al., 2009). Viens noggiem, kura transkripdijpiedalis 19S pamata subvidras, ir
p53, turkht S regukcija ir negatva (Kim et al., 2009). 19S aktivators veido tramskijas
kompleksu gna promotar RNS sinézes procesa uaisSanai. Liela noine Saj proces ir
aktivatora pamata subvidglam un to ATRZu aktiviitei (Collins, Tansey, 2006;
Konstantinova et al., 2008; Malik et al., 2009).rgnetim ribosoralo protanu g¢gnu
ekspresija ir atkaga tieSi no 20S proteasomas (Malik et al., 2009).

Ka vel vienu 19S kompleksa funkciju var ngirhistonu metié#éSanu. Pamata tes proteni
Rpt4 un Rpt6 ir nepiecieSami histona H3 méahai pie lima 4. un 79. atlikuma, kas ir

sigrals akivas vietas transkripcijai (Konstantinova et al., 2008

33



Sie fakti atbalstaakotngjo K. Serera (C.Scherrer) higat par to, ka proteasomas ir

protanu ekspresijas reditkjas (Scherrer, Bey, 1994)

1.4.4.PROTEASOMU SAISTBA AR SLIMIBAM

Sinas homeoste ir atkafga no protewu degradcijas intensiites, s izmahas var
izraigt patol@iju attisbu (Gomes et al., 2006). Jads proténs netiek laitgi degradts, tad

sekas var it sakot ar neirolgiskam sliniibam (pieneram, Parkinsona, Hantingtona sibas)
un beidzot ar datliem jaunveidojumiem (Plemper, Hammond, 2002; Wdlft, 2004). 1.6.
tabub ir apkopoti dati par da#lu patol@iju saistbu ar proteasomu séshu (Ec Plemper,

Hammond, 2002).

1.6. tabulaDazas proteasomu gistas saigbas ar daadam patolgijam atkarba

no degradjama protana (dati no publikcijas Plemper, Hammond, 2002).

Slimibu grupa Slirtba leteknatie protani
Neirodezeneraivas Alcheimera slintba Ubikvitins B
Preseniins 1 un 2
Parkinsona slifba Parkins
UCH-L1
A-sinukkins
Hantingtona slinba Hantingins
Spinocerebellartrieka Ataksns 1
Angelmaa sindroms E6G-AP
Audzgji Papilomas wusa izrai#tais dzemdesp53
kaklina \ezis
Kolorektala un kiits karcinoma p27
Von Hippel Lindau sindroms Von Hippel Lindau
protans
Metabolisks Cistiska fibroze CFTR
Vilsona slimba Vilsona protms
Lidleja sindroms ENaC
A tipa insuina rezistences sindroms Insa proreceptors

Bérnu aknu sliniba, a;-AT emfizZma  og-antitripgns

Infekcijas vai vrusu
izraigtas

MHC negaiva reguicija EpSteina EBNA-1
Barra virusa ietekra

MHC negaiva reguficija MHC klase |
citomegalowrusa ietekra

CD4 negawa regudicija HIV ieteknt  CD4

34



Vairaki pétijumi pierada, ka ubikvitha — proteasomu sgha ir noZmiga laundaligo
audzju atfistiba, regukjot Sinas cikla gaitu, apoptozes infohu vai palaiSanu, k ai
transkripcijas faktoru datbu. Ubikvitina — proteasomu sésha ir iesaigta dazdu audzju
atistiba, degradjot transkripcijas faktorus, pietram, p53, c-Jun, N&B, tadejadi
kontrokjot génu ekspresiju. Turkt ubikvitina — proteasomu sisha regué audzju
supresoru (piearam, retinoblastomas, VHL prates), k& af protoonkognu (piengram, Raf,
Abl) un dinas ciklu reg@joSo proténu (piengram, cikins, cikinatkaiga kinaze) un to
inhibitoru degradciju (Golab et al., 2004).

Cukura diabta iesgjama saisiba ar proteasofm ir caur insuha receptora 1. un 2.
substata (IRS-1 un IRS-2) proteu ubikvitieSanu un degradanu proteasofis. Siem
protaniem ir liela nozme insuina sigrala kaskide sina (Golab et al., 2004; Rome et al.,
2004; Rhodes, 2005). Aizkga dziedzerg3-Sunu skaits, kas zima mcra nosaka 2. tipa
cukura diabta patgerczes gaitu, ir atkags no IRS-2 protea daudzumau®as. Ja IRS-2
protana daudzumg sinas ir samaziats, pastiprias f Sinu apoptoze, ksekas var astties
cukura diabts (Rhodes, 2005). Ir izteikta higat, ka pazemits IRS-1 protena imenis
Sana varetu bat iesaistts insutna rezistences mahisma (Golab et al., 2004).

Proteasomu aktivites izmanas ar ieteknt daZdu patolgiju atfisttbu (1.7. tabula).
Proteasomas aktidites izmanas ir saigtas ar 8nas novecoSanu, kurai seko proteasomu
aktivitates kriSana (Mishto et al., 2003; Martinez-Viceeteal., 2005; Dahlmann, 2007).
Citos gadiumos proteasomu protetisko darbbu inhite anonglais subsfits, piengram,
Parkinsona sliftbas gaguma muttais a-sinukkins (Martinez-Vicente et al., 2005). TreSais
lesfEjamais iemesls proteasomu aktws izmapai vagtu bit proteasomu skaita
palielinaSaras dazdu iemeslu dl. Pientram, 20-krtigs proteasomu konceatijas
palielinsjums serura tika nowrots pacientiem ar sistaiskam un orgnu specifiskm
autoiminam slinibam (Sixt, Dahlmann, 2008). Alcheimera silmas viena no biak
sastoparmm formam tiek raksturota ar progrgesu deenehciju un smadzgu garozas un
neironu zudumu, kam seko ekstrac&iulpf amiloida pepidu nogulsi@Saras senii plakre.
Beta amilads selekwi inhibé 26S proteasomu pepiizes aktivisti, proteasomu inhiésana
izraisa palieliatu p amiloida un & priekStéa produkciju (Lee, Yu, 2005; Martinez-Vicente
et al., 2005; Schmitt, 2006).

Ir ant atklats, ka samazinot proteasomas akiividizkupga dziedzera betaisas, izteikti

samazias insuina sekécija (Kawaguchi et al., 2006).
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1.7. tabulaProteasomu aktivites patalgisma izmanas ( gc Dahlmann, 2007).

Slimibu grupa Slirtba Aktivizacijas izmapa Proteasomu forma

Sirds slimbas RrejoSa iSmija Samaziata 26S proteasomas
Spiediena Samaziata 26S proteasomas
palielinaSaras

Neirodeseneraivas Alcheimera slirba  Samaziita

20S un 26S proteasomas

Parkinsona slifipa Samagzifita

20S un 26S proteasomas

Amiotrofiska latedla Samaziata

20S un 26S proteasomas

skleroze

Hontingtona slimba  Samaziita 20S un 26S proteasomas
Infekcijas vai vrusu HIV/adenovrus Nonakta 26S proteasomas;
izraistitas imanproteasomas

Hepatts B Nonzkta 20S un 26S proteasomas

HTLV Aktiv eta Kodola proteasomas
Kaheksijas Sepse Palieiba 20S un 26S proteasomas;

Metaboliskd acedoze Palielita

20S un 26S proteasomas;

Ka pedejo saikne starp proteasomas &sti un daZzdam patolgijam var miret

proteasomu sisina iesaisito ¢genu mutcijam un/vai attietgi génu ekspresiju dalas

slimibas (Martinez-Vicente et al., 2005)ik3k So €tmu apskajam apaksSnoda ,Proteasomu

genu Etnieaba saigba ar dazdam slinibam”.

1.4.5.PROTEASOMU PROTHENU GENI CILV EKA GENOMA

Arheobakériju proteasomuw un  subviefibu cDNS ir]oti l[idziga eikariotu proteasomu

subvienbu cDNS, kas namg, ka abu proteasomieg pieder vienai saimei. apec visas

eikariotu proteasomu subvidras iedala dias grups — arheobaktiju proteasomuo un 3

subvienbam lidzigas grugs (Scherrer, Bey, 1994).

Cilvéka proteasomu prateu ¢eni visi ir celuSies no alfa vai beta arheobaijt

proteasomu olbaltumiem. Visiem proteasomu pnoéen rakstuigs ipass konsensa nmes,

kas lokalizjas kedes akuma un ir latkak izteikts a grup (Scherrer, Bey, 1994; Sjakste,
Sjakste, 2001). Proteasom@ng un aminoskbju sekvences ir dtfigas, bet ar izteiktu
homolagziju starp sugm (DeMartino et al., 1991).

Cilveka proteasomu un to aktivatoru subvlan ggnu nomenklatra tiek lietots
sasimjums, kas ir veidots no trim tan. Pirmo déu veido burti PSM Rroteasome Subunit
Macropain, ko papildina ar atti@go subviefbu grupu apiméjumu: A — 20S proteasomu
tipa subvieiba, B —20S proteasomfi tipa subvietba, C un D — atti@gi proteasomu

ATFazu un neATRzu subviefba, E - PA28 kompleksa subviba, F — proteasomu

36



inhibitors, G — proteasomu veidodankompleksa subvi@pas. Pie burtu savienojumaakl
tiek pievienots skaitlis, kas ajae subviefibas numuru. Visu apkopojot, izveidojas noteiktas
subvienbas gna apzm¢jums, piendram, PSMA3(20S proteasomu alfa tipa 3. subvle)

vai PSMB4(20S proteasomu beta tipa 4. subibey) (James et al., 20068 NCBI datu
bazes).
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1.6.attels Proteasomu proieu ¢gnu izvietojums ciléka genora. Ar zilu un pasurotu
skaitli apZzmets hromosomas numurs (MT — mitohondtais genoms), ar sarkanu ciparu

apZmets genu skaits hromosoan(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/).

Cilveka genor, tai skaif aif mitohondrionlaja, ir izvietoti 50 proteasomu prates geni
(1.6. at€ls). Proteasomuégi nav sastopami 4., 5., 8., 10., 22. un Y hromasonisvaigk
proteasomu &ni ir sastopami 14. un 17. hromosankur attie@gi ir astai un septhi geni,
veidojot specifisku proteasomu prote gchu klasteri. Turkht 14.hromosom visi geni ir
lokalizeti garap plea.

Vislielako proteasomu proteu ¢gnu klasteri 14q veido &ni, kas ko@ proteasomu beta
tipa 5. un 11. subviebu (attieggi PSMB5un PSMB1) un proteasomu PA28 aktivatora 1.
un 2. subvietbu (attieqgi PSME1 (PA28&) un PSME2 (PA28),) lokus 14q11.2,
proteasomu alfa tipa 6. subvien (PSMA§ lokusa 14q13.1, proteasomu 26S AdZes 6.
subvienbu (PSMC6jeb Rpt4)lokusa 14g21.1, alfa tipa 3. subvidu (PSMAJ lokusa 14923
un proteasomu 26S ATREes 1. subviabu (PSMCl1ljeb Rpt2)lokusa 14932.11 (Sjakste et
al., 2004). Informacija par Siem gniem apkopota 1.8.talzl
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1.8. tabulal4.hromosomaproteasomu proiru genu raksturojums.

Gens Pozcija Gena/proténa garums SNP / Blakus Mijiedarbibas
hromosona : STR  izvietotie protani ©
Promoteris Eksonu/ cDNS, génib
+ MRNA, bp intronu aminosk
skaits . skaits
PSMB5 14q1l1.2 1110 + 9295 2/1 263 19/0 C140rf93 un PSME1l PSME2
880 +9370 3/2 160 PSMB11 PLK1, PSME3,
1110 + 9295 4/3 203 SKP1
PSMB11 14q1l1.2 501 + 1894 1/0 300 13/0 PSMB5 un -
CDH24
PSME1 14q1l1.2 531 + 2799 10/9 249 24/0  FITM1 un PSME2 PSMB5
11/10 250 FAM158A PSMB10, PSMB2,
PSMB3
PSME2 14q11.2 564 + 3282 11/10 239 12/0 FAM158Aun PSME]l PSMBj5
RNF31 PSMB10, PSMB2,
PSMB3
PSMA6  14qg13.1 582 + 25107 7/6 246 88/1XKIAA0391un PSMA7, PSMA4,
NFKBIA PSMA3 PSMAZ2,
PSMA1
PSMC6 14¢21.1 513 +20821 13/12 403 49/3 EROLIL un PSMD6, PSMD4,
STYX PSMC5, PSMD9,
PSMD2
PSMA3 14923 640 + 27134 10/9 255 67/11 TRNAKCUU PSMA7, PSMA4,
10/9 248 un PSMA6 PSMA1,
HMGB1L14 PSMA2
PSMC1 149¢32.11 501 +17015 11/10 440 119/KCNK13 un PSMD5, PSME1l
C140rf102 PSMB10, PSMD14,
SKP1

& — viena nukleatla polimorfismi / vienkrsi tand&miski atkartojumi - informicija no datu bzem
GeneCards_(www.genecards.ptm NCBI;°— Informacija no NCBI datu bzes, pirmais gns miréts
5’ gala, bet otrs 3’ gdl; © — informacija no GeneCards datuizes, pasiroti protani, kuru gni
atrodas 14ch.

Bez proteasomu uiag aktivatoru subviabu geniem, cilveka genora ir atrodami &l 124
geni, kas ir iesaisti proteasomu sisma. Galvenolrt tie ir proténi, kas ir saist ar

ubikvitinu un s molekulas pievienoSanu pie degfjada protana (NCBI datu bze).
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1.4.6.PROTEASOMU SISEMAS PROTHNU GENU SAISTIBA AR
SLIMIBAM

Analizgjot proteasomu proieu ¢nu saisibu ar daidam slinibam, uzmafba ir
japievers ne tikai pasu proteasomu pfiote gchiem, bet arubikvitingSanas procasesaisito
protanu geniem. Otrlart, ir jaizdala divi @Etnieabas virzieni, viens ir saigs ar pasa @a
sekvertu varicijam (viena nukleatla nomaia, insercijas un detijas, vienkrsi atkartojumi
jeb mikorsatati utt.), bet otrs virziens — aréga ekspresiju slita iesaisitajas Finas,
saidzinot ar vesaim sinam.

Prota@nu degradcijas proces proteasomu sigina ir iesaistti aptuveni 170 profei, tapec
sikak apskaisim tos gnus, kuriem ir atrasta saisa ar autoirinam un/vai metabolisin
slimibam, konkeitak, ar 2.tipa cukura diau, un gnus, kas atrodas ciia 14.hromosom

Ir pieradits, ka T2DM ir saists ar ubikviina - proteasomu degradjas céu, piengram,
ar ubikvitina ligazes E3 komponentu 1 jeb UBRZEtfuma analizja 15.hromosomas lokusu
15914 — 22.1 un tur lokakm genu polimorfismus Jamas popuicija. No 21 f@gtitamjiem
SNP, tikai UBR1 gena SNP rs2412747 uGdija saistbu ar 2.tipa cukura dighu divos
neatkatgos [@tijumos. Turkiéit ir zinams, ka pa&m bez $§ geéna pastipriati samazias
kermema svars uz taukutBu skaita &ina un veidojas aizkiga dziedzera dartbas
nepietiekartba (Yamaguchi et al., 2008).

Turpretim l&lijas popukcija tika sekvenéts vissPSMD9 géns, lai mekétu saistbu ar
T2DM. Petnieki atkkja tris varicijas, kas bija sastopamas gatha grup, bet ne kontroles
paraugos, un ir izteikuSi piemumu, ka tieSi Sie polimorfismi veicina 2.tipa cukuialzta
vélinu attstibu italieSiem (Gragnoli, Cronsell, 2007).

Ar 1.tipa cukura diakiu, kas ir autoimna slimba, ir saigti ,imtn’-proteasomas
protanu ggnu LMP2 (PSMB9 un LMP7 (PSMB8)polimorfismi (Deng et al., 1995) MP2
un LMP7 atrodas Il klases galveraudu sad@&pas lokus un ir lokaliti transporta prof@u
genu TAP1 un TAP2 tuvunma (Kloetzel, 2004). LMP7 gcna varicijas refis akles
homozigotisk forma bija ar zedku frekvenci gaguma grup@ nela kontrok, turklat pec
relatva riska Sis genotips darbojas klimibas aizsarjosais faktosSLMP2 gena asodciju ar
1.tipa cukura diadu uziadija kockjosa regiona polimorfisms, kas izraisa aminabkes
argirina nomaiju pret histignu 60. pomwija. S variacija bija ar aju saistbu, analizjot
paraugus kopum bet uzidija augstu asoaciju starp gaguma paraugiem ar specifisku
DR4-DQB1*0302 haplotipu (Deng et al., 1995). legp&ienireta petijjuma iegatos rezulitus
apstiprina ar2005.gad publiccta anaize (Sia, Weinem, 2005).
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LMP2 gena kodjosa regiona polimorfisms ir biezi §its saisiba ar autoininam
slimibam. Piengram, reimatwdala artita juvenlas formas gaguma LMP2 gena
polimorfisms ietekrda HLA-B27 jutigumu (Pryhuber et al., 1996; Thomson, 2002).aK &
polimorfisma asoakijas anatzé ar JIA ir konstaits, ka B atle un BB genotips ir izteikks
pacientiem ar pauciatta formu, bet, s@dizinot ar kontroli, BB genotips bija bigz
pacientiem ar poliara formu. Maksimowia (Maksymowych) (1995) gragika secinats, ka
proteasomu subvi@masLMP2 B akles homozigota forma palielina jgumu pret noteildim
JIA formam un ietekng slimibas fenotipu (Maksymowych et al., 1995a,b; 1997).

Analizgjot citas autoimnas slinibas — pso#izi (Kramer et al., 2007) un Greivs siioo
(Heward et al., 1999), statistiski ticami reatiltika atklati saistba ar LMP2 géna ieprieks
mingto kodtjosa regiona polimorfismu, bet ne atMP7 gena polimorfismu. Turkit psoriazi
asocicijas [Etijuma izteiktaka saistba LMP2 genam tika konst&ta starp wieSu dzimuma
paraugiem ar slimbbas artroptisko formu (Kréamer et al., 2007).

Petot Segéna sindromu, divas zitnieku grupas analkga LMP7 (Egerer et al., 2006;
Krause et al., 2006) uovP2, MECL1, PA28alfa(PSMEJ, PA28beta(PSMEJ, PSMA2 ka
anin PSMA4(Krause et al., 2006)egu ekspresiju. Egerers (Egerer et al., 2006) aggierin
pieradija, kaLMP7 gena ekspresija ir statistiski rioaigi palielinata siekalu dziedzeraisas
pacientiem ar priaro vai sekunaro Segéna sindromu, sadzinot ar Sika (Sicca) sindromu.
Turpretim Krause (et al.,, 2006) ar Eglem konstatja LMP2, MECL1 un PSME1 genu
ekspresijas paliela$anos, turkit Segena sindroma pacientiem tika konstat LMP2
protana imepa izteikta palieliaSarzs.

Kopsumna var secift, ka no visiem ubikviha — porteasomu séhas gniem, kas nav
lokalizeti 14.hromosora, visvaiak saistba ar autoininam slinibam ir petitas tiesi ,imin’-
proteasomu subvigmas LMP2 jeb PSMB9 un LMP7 jeb PSMBS.

Sobid nav publilaciju tikai par trim 14.hromosoinlokalizétiem proteasomu praiteu
geniem, tie rPSMB11 PSMC6unPSMC1

PSMElun PSME2geni parsva# ir pétiti kopa ar LMP2 un LMP7 geniem (Miyagi et al.,
2003; Krause et al.,, 2006) un statistiski ticamguttati visbieZik tiek noweroti ,iman”-
proteasomu subvi@pam.

PSMB5 gens ir pEtits proténa imenn saistba ar fidu farmakolgisku vielu K
bortezomibs, nevis saibi ar slintbam (LU et al., 2008; Oerlemans et al., 2008; Wanaj.et
2008; Lu et al., 2009).

No 14.hromosomlokalizétajiem proteasomu prateu gchiem visvaigk petits ir PSMAG6
Sakot ar 2003.gadu ir pubkt vismaz 19 ptijumi, kuros ir analizti PSMA6 gena
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polimorfismi saistba ar dazdam slinibam (Kalis et al.,2003; Sjakste et al., 2004; Ozdki e
al., 2006; Sjakste et al., 2007a, b; Takashimd.eR@07; Barbieri et al., 2008; Banerjee et
al., 2008; Bennett et al., 2008; Alsmadi et al.020Banerjee et al., 2009; Freilinger et al.,
2009; Hinohara et al., 2009; Honcharov et al., 2009 et al., 2009; Trapina et al., 2009;
Bachmann et al., 2010; Sjakste et al., 2010). Ptans vai parali vél ir publicgti vismaz
cetri darbi, kuros apskaRSMAG6gena uzhivi vai funkciju (Sjakste et al., 2001; Sjakste ket a
2002; Sjakste et al., 2003; Tang et al., 2007; gkt al., 2008).

Petot polimorfismu saisbu ar dazdam sliniibam ir analizti PSMAG6 géna 6. introna
dinukleotdu atkirtojums (TG) (Kalis et al.,2003; Sjakste et al., 2004; Sjalettal., 20074,
Sjakste et al., 2010) un vaki SNP, no kuriem visvaik pétits ir 5’UTR reziona varicija c.-
8C>G (Ozaki et al., 2006; Sjakste et al., 2007kkashima et al., 2007; Barbieri et al., 2008;
Banerjee et al., 2008; Bennett et al., 2008; Alsneidal., 2009; Banerjee et al., 2009;
Freilinger et al., 2009; Hinohara et al., 2009; Elvarov et al., 2009; Lui et al., 2009; Trapina
et al., 2009; Bachmann et al., 2010).

Dinukleotdu atkartojums ir lokalizts PSMA6 géna 6.introm un tam ir pieKirts
nosaukums HSMS006 (Sjakste et al., 2008).rBikrosatats ir petits saistba ar autoinino
Greivsa slinbu Latvijas popucija (Sjakste et al., 2004) un ar metabolisko #hn— 2.tipa
cukura diabtu - Botnijas (Somija) popatija (Kalis et al.,2003; Sjakste et al., 2007a).
Analizgjot (TG), atkartojumu Greivsa slina, tika pieadita ¢etru aElu saistba ar slinibu,
turklat tris no aklem bija ar aizsargosu efektu, bet viena@é uzadija rika akles pazmes
(OR = 4,18; Sjakste et al.,, 2004)etfuma Botnijas populcija par saigbu ar T2DM
statistiski ticama akdriba tika konsta&ta vienai atlei, un & bija ar riska ales pazmém (OR
=1,99; Kalis et al.,2003; Sjakste et al., 2007a).

Izmantojot vaiikus modégus, Ozaki ar ka@giem konstadja, ka c.-8C>G SNP ratkle G
palielina gna ekspresiju par 1,5z 1,8 reizes, salzinot ar bieik sastopamo ali. Tam par
iemeslu vagtu bit specifiska nezi@ma kodola faktora saisaras pie DNS alles G (Ozaki et
al., 2006; Bachmann et al., 2010). Tasctabit par iemeslu konkta SNP @tiSanai tik
daZdas popuicijas (dati par G &les frekvences sadali dadis popudcijas atéloti
1.7.attla). Ka redzams 1.7.da, G akles frekvences sadplma var izdait tris popuicijas —
Afrika (1.7. atela dzelteni rombi), Austudizija (1.7 attla zdi rombi) un Eiropa un
Rietunazija ((1.7. atgla violeti rombi). Starp ®n zoram ir noverojama atgiribas tieSi ales
sadat.
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Petijums Populacija G alele

HAPMAP Saharas afrikani 0.017 Led

CCR Afrikas amerikagi  0.130 . <

CCR Kina 0.333 Led

HAPMAP Kina 0.378 <O

Lui et al., 2009 Kina 0.32 <

HAPMAP Tokija, Japana 0.409 <

JBIC-allele Japana 0.330 <

Ozaki et al., 2006 Japina 0.333 ted

Takashima et al., 2007 Japana 0317 <&

Banerjee etal., 2008 Indija 0.200 @

Banerjee etal., 2009 Indija 0.213 ®

HAPMAP Eiropa 0.117 @

CCR Eiropa 0.083 @

CEPH Eiropa 0.260 <

Sjakste etal., 2004 Lielbritanija 0.173 @

Benett et al., 2008 Lielbritanija 0.163 ’

Freilinger et al., 2009  Lielbritanija 0.144 ’

Freilinger et al., 2009 Vacija 0.154 ’

Bachmann et al., 2010 Vicija 0.203 @

Barbieri et al., 2008 Italija 0.149 | | | | | | |" ) | - | | | | | | | | | |
[

0,00 | 004 | 008 | 012 | 016 | 020 | 024 | 028 | 032 | 036 | 040
002 006 010 014 018 022 02 030 034 038

1.7.attels PSMA6gena SNP ¢.8C>G ras akles frekvetu apkopojums. HAPMAP -
HapMap datu &ize (hapmap.ncbi.nim.nih.goN/CCR — @tijums ,,Coriel Cell Repository”
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/SNP CEPH — fragu petijjums ,Centre d'Etude du

Polymorphisme Humain”; JBIC-allele €ffjums, kué piedaljas biivpratigie Jajana.

Dzeltenie rombi -Afrikas popuiicija, zdie rombi - Austurdzija poputicija; violetie rombi -

Eiropa un Rieturiizija popukcija.

Asociacijas dati par ¢.-8C>G saibtl ar daizdam sliniibam ir variabli. Ka pieneru var
minét petijumus par miokarda infarktu. Japas popuicija saistba ar slinibu tika konstata
ar augstu statistisko ticabu (Ozaki et al., 2006),akafn statistiski ticama saikta tika
pieradita Sada Arabijas (Alsmadi et al., 2009) uKinas (Lui et al., 2009) popadija, bet
Lielbritanijas (Sjakste et al., 2007b; Bennett et al., 2Q08Japnas (Takashima et al., 2007)
popukcijas saisiba ar So slinbu netika konstata.

Citas sirds un asinsvadu siinas, kam ir pieadita saisiba arPSMA6gena SNP ¢.-8C>G,
ir Konoara nepietiekantba Japnas, Korejas (Hinohara et al., 2009) un Indijasni@pgee et
al., 2009) populcijas un artedla hipertensija pusaudziem Ukrainas papiyh (Honcharov
et al., 2009). Galvas smadzeinsults tika ptita Italijas (Banerjee et al., 2008) unasijas
(Freilinger et al., 2009) popidijas, un netika konstétia statistiski ticama dtfiba starp
kontroles un gaguma grugm.

Multiplas mielomas gaguma Vacijas popuicija akle G tika saigta ar dzves ilguma

palielinaSanos, sadlzinot ar pacientiem ar Cétil(Bachmann et al., 2010).
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2. MATERIALI UN METODIKA

2.1.DNS paraugu kolekcija

Analizgjot iesggjamo 14.hromosmas proteasomu pirmdegsnu saistou ar metabolisko un
autointino slimbu, izmantajm gadjuma/kontroles gtijuma skmu. Ko@ analiZjam cetru
kolekciju DNS paraugus. Divas no kolekaij bija gadjuma grupas, kuras veidoja DNS
paraugi no pacientiem ar 2. tipa cukura diabvai juvenlo idiopatisko artitu, bet @argjas
divas bija attiergi pacientu DNS bezid slimibam. Skaks kolekciju raksturojums sniegts

turpmakaja tekst.

2.1. tabulaJuvenla idiopatiska artiita un kontroles 1 grupas DNS kolekcijas apraksts
(ANA — antinuklearas antivielas; RF — reimaiais faktors; HLB B27 — cigka leikoatu
antigens B27).

Kolekcija JIA Kontrole 1
Paames Kopa JIoA JIpA
Paraugu skaits 180 103 56 238
Vidgjais vecums, gadi 14,45 14,65 14,49 -
Vidgjais saslimSanas vecums, gadi 11,6 12,45 10,07 -
Sievietes, % 62,92 60,40 67,86 58,43
RF ,-", % 83,82 91,67 74,55 -
ANA .-", % 83,87 91,84 75,00 -
HLA B27 ,+", % 73,63 66,67 85,71 -

Juvenla idiopatiska artfita kolekciju (2.1.tabula) veidain sadariba ar profesori Ingdu
Rumbu-Rozenfeldu. No was grupas s@mam BErnu kiiniskas universiites slimrcas
.Gailezers” un P. Straga universiites slimicas JIA pacientu asins paraugus. DNS
kolekcija veidogm, skot ar 2003. gadu. famtos paraugus dmm pec slimibas
apakstipiem, cenSoties veidot katram apaksStipaneviks apakSgrupu. Gala rezith
izveidopm divas apakSgrupas — oligoadr grupu (turprak JloA), kuié ieklavam gan
persisgjoso, gan ekstergbSo oligoarttta formu, un poliarita grupu (JIpA), kur ietveram
poliartrita formas gan ar ne@eaii, gan ar pozivu reimatodologo faktoru.aPejiem subtipiem
bija parak maz paraugu atse¥i&s grupas veidoSanai. JIoA un JIpA grupas sadate p
dzimuma (2.1. tabula) ir atbilstoSa litemdt esoSajiem datiem (Ravelli, Martini, 2007)a K
kontroles grupu (turpak Kontrole 1) S& petijuma izmantopm atsevigu Latvijas

popukcijas DNS paraugu kolekciju, ko veida) no anofmu (zirams tikai dzimums un tas,
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ka pacientam nav autoima sliniba) SIA "Rgas Austrumu khiska universigtes slimncas"
klinika "Bikernieki" pacientu asins paraugiem. No slioas saémam asins paraugus no
pacientiem, kas gri@g slimnca péc medigniskas paldzibas daidu traumu iegSanas
gadjumos. Juvena idiopatiska artiita DNS gagjluma un kontroles 1 kolekciju apraksts ir
redzams 2.1. tabal

2. tipa cukura diadia asocicijas Etijuma DNS kolekcijas, gan gadma, gan kontroles,
vodopam, sadarbojoties ar profesoru Valdr#gu. Gadiuma gru@ bija ieauti P. Stradia
universiites slimicas T2DM pacientu DNS paraugi, bet kontroles grupidoja DNS
paraugi no % slimncas endokrinolgiskas noddas pacientiem, kuriem nekonsgjatnevienu
no cukura diagta formam un kuru vecums un ar slibu nesaistie parametri bijaibdzvertigi
gadjuma grupas pacientiem. 2.2. tabulredzamas abu grupu raksturojums;igada grupa
turpmek tiks apzméta ka T2DM (no slimbas anglisk nosaukumuype 2 diabetes mellitys
bet kontroles grupa tiks ajmcta ki Kontrole 2. Abu DNS paraugu kolekciju pacientiem
notei@m raditajus, kas var ietekat slimibas izpausmi, sekéSanu.kermera masas indeksu
(BMI), ka an vairakus meditniskus parametrus, tai skaitarterilo hipertensiju, triglicedu
daudzumu plazm holesteina imeni, glikozesimeni.

Darbam ar DNS paraugu koleko) saemta afaujas 8kotrgji no Latvijas
Eksperimeritlas un kiniskas medi@nas instiita Zinatniskas izetes étikas komisijas, bet

vélak no Centiilas Etikas komisijas.
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2.2. tabulaZ2. tipa cukura diatta Etijjuma gaduma un kontroles grupas DNS kolekcijas

apraksts.

T2DM Kontrole 2
Paraugu skaits 104 123
Vidgjais vecums 59,19 + 9,58 53,78 +12,93
Sievietes, % 66,99 53,66
Vidgjais BMI 35,41 +£16,51 25,82 + 8,03
SnekeSana:
Nav sntkejusi 73,68 75,00
Ir atmetusi 18,42 15,00
Sneke 7,89 10,00
Laboratorijas aditaji:
Arteriala hipertensija (%) 70,19 15,45
Dislipidemija (%) 33,65 15,45
Trigliceridi plazn, ( mMol/l) 2,51 2,59
Kopgjais holestans ( mMol/l) 5,64 5,59
ZBL holestetns ( mMol/l) 3,32 3,59
ABL holestetns ( mMol/l) 1,35 1,37
Glikémija tuk& dasa ( mMol/l) 9,39 5,09
Hemoglohins (g/dl) 13,24 12,87
Eritrocitu skaits (milj/mkl) 4,44 4,35
Leikocitu skaits (tikst./mkl) 7,80 7,72
Tromboatu skaits (fkst./mkl) 246,45 265,26
Proteirurija (g/l) 0,27 0,60
Kreatirins (mg/%) 1,11 1,76

2.2.DNS izdaiSana un koncentfcijas noteikSana

DNS izdaiSara no asiim izmantogm divas metodes: izBSanas metodi (Juodka et al.,
1995) un izdaBanu ar regenta komplekta jeb kita pdiibu (Genomic DNA Purification
Kit, Fermentas, Lietuva).

IzsaliSanas metodes protokols:

= Asinim pievienojm atdzestu destiétu adeni (vismaz 4 reizes vak), maisjumu
sakratjam un centrifugjam, lai nogulsatu leikoatus.

= Nogulsrem pievienogm lizes buferi (10 mM Tris - HCI, 0,32M saharoze,
5 mM MgCh, 1% TRITON X100, pH =7,5), hemogogjzm, izmantojot krataju, 10
minites mai§umu patugjam uz ledus (-4 C) un centrifugjam, lai izguls®@tu Sinas

kodolus.
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= Nogulsrem pievienofim resuspensijas k&lumu (120 mM NaCl, 15 mM EDTA,
pH = 8,0), proteifzi K (ProteinaseK), RNazi un 10% SDS (itrija dodecilsulfits).
Inkubgjam divas stundas pie %6.

= Pec inkulacijas pieviendgjm 5 M NaCl &idumu, atffjam maigjumu pie -4 C

pusstundu, §¢ tam centrifugjam, lai atdaitu &idraja fazé DNS molekulas.

= Supernatantam pievieramj 96% etilspirtu un atstam pie -26 C lidz rako3ajai

dienai. Centrifugjam, lai izgulsgtu DNS molekulas.

= Nogulsrem pievienogm 70% etilspirtu. Centrifuiglam un nogulsnesakxgjam.

= Pievienoam 100ul destiktu, autkofivetu tideni, lai iz&idinatu nogulsnes.

Izdalot DNA ar regenta komplektu, vagimies [gc pievienoi protokola.

Savstarpji metodes at§ras ar nepiecieSamo asins daudzumu un procesadlgu

Pec DNS izdalSanas, neatkeyi no metodes, iraparliecinas par parauga kvaait un
kvalitati. Kvalitates noteikSanai izmantn elektrofoezes metodi 1% agarozestlg
Elektrofoczes gla at€la analizjam, vai paraug nav RNS un/vai proiau piemaigums, k&
ar vai genomisk DNA nav fragmergjusies.

Paratli kvalitates anakei notei@m af parauga aptuveno konceidiju, izmantojot
maikieri GeneRule™ 100bp DNA Ladder Plus (Fermentas, Lietuva), kuy@ Bp fragments
1:3 %aidijuma fluores@ UV gaisna ka 20 ng DNS. Noteam katra DNS parauga aptuveno
koncentéciju viera mikrolitra, ko parbaudjam ar spektrofotometra pdbibu, nosakot
preazu DNS koncenficiju kata paraug. Pec ieditas koncenticijas apékinajam cik reizes
ir jaskaida paraugs, lai i@ty darba koncerdciju, kas ir no 101tz 20 nggl.

Elektroforczei izmantagm 1% agarozes (Chempdlehija) glu un 1% TAE buferi
(pH=8,5, 40 mM Tris, 20 mM diskabe, 2 MM EDTA). Koncenicijas noteikSanai
izmantopm Eppendorf BioPhotomter (Eppendoriidia).

2.3. Analizétie lokusi un to genoti@Sanas metodes

Visu cetru kolekciju paraugiem anafiam piecus mikrosatelis (MS) un sepiias viena
nukleoida nomaias (SNP;single nucleotide polymorphisintokalizétus 14.hromosomas
gan pleca proteasomasmu klastera rajoa no 14q11.2itz 14923.

Visi pieci MS ir lokaliZti tris ¢gnu intronos loks 14g13.1 — q13.3 (2.1.aks). HSMS006
markieris ir lokalizts proteasomas alfa 6. subviesis gna, bet frgjie augSup noisgena
divos citos gnos - FAM177A1 (C14orf24) un KIAA0391 PSMAG gena sestaj introm
lokalizétais HSMS médieris ir dinukleoidu atkartojuma jeb (TG) mikrosateits. KIAA0391
gena ir lokalizeti tris mikrosatati: HSMS801, HSMS702, HSMS701, kas visi ir dinukida
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Homo sapiens

14q13.2 - 14q13

atkartojumi, preczak, attiedgi (CA),, (TG), un (AC)AT(AC),. Pedgjais un vistlak no
PSMAG gena lokali£tais HSMS médgieris ir HSMS602, akotrgji raksturots k& (CAA),

atkartojumu.

HSMS602
(CAAN

HSMS701 HSMS702 HSMS801

(CANTA(CA)m
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o (=)
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[— 1652 M
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2.1.atels HSMS makieru izvietojums 14.hromosomas lokusl3 — g13.2. @na eksoni
iekrasoti melni, bet introni — p&ki; mikrosateiti atZziméti ar piecstratu zvaigzni; ar bath

noradits ¢gnu transkripcijas virziens.

Septhus SNP PSMB5géna polimorfismsc.70C>T; PSMA6gena c.-4543 -4544insC,
€.110C>A un c.-8C>G; ¢.86-104A>G un ¢.86-46C>T ladaé PSMC6gena un PSMAS
SNP ¢.543+138G>A) i&lgjamies fgc to variabiliites 40 JIA un Kontroles 1 kolekcijas
paraugos. Sajpétijuma analigjam 14ch proteasomuegu 22 polimorfismus. Izatgjamies
SNP, kuru rets akles frekvence bija ligka par 0,05 jeb 5,00 %alai kuru genotipSanas
bija pozitva vismaz 95% paraugu.

2.3.1.MIKROSATELITU ANALIZE

2.3.1.1Mikrosatelitu rajonu amplifik acijas

Visu mikrosatatu genotigSara izmantopm fragmentu garuma anaés metodi, kuras
pamai ir MS regiona amplifikacijas produkta garuma noteikSana. Visu ke resionus
amplificgjam ar polimefizeskedes reakciju (PCRpolymerase chain reactipnizmantojot
praimeru @rus (2.3. tabal), kuros tieSie praimeri satur fluorégzSo ieazmi. PCR praimeru
sekvences ir publitas agik (Sjakste et al., 2004).

Pirms visu paraugu genotganas vei#m papildus PCR un sekvesdanas optimiciju,
kura noteiam gan labkos apstklus amplifikacijai, gan amplificta DNS optinalo
koncentéciju sekvengéSanas an#ei.

Katram paraugam veim visu piecu mikrosat#l rajonu amplificiju, PCR produktus
sajau@m un maijumu analizjam uz sekveftora ABI Prism® 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Lielbrinija).

Sekventora tiek izmantoti kapiri ar ¢glu, kura notiek produktu sadélana, balstoties uz
to migracijas atrumu atkaiba no DNS molekulas garuma jeb lieluma. Kagl vienu galu
ievada paraugun pievieno spriegumam. lzrdis elektriska lauku ietekmd fragments &k
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migret pa kapiira esoSo gu. Kapilara ot gak ir pievienots dzers, kas izraisa fragmenta

fluorescends ieZzmes spdéSanu jeb fluorescenci, ko fikslators un grveido analizjamos

datos.
2.3. tabulaHSMS genotipsa izmantotie praimeri, to sekvences un sagjaials
fragmentu garums.

MS Praimera Praimera sekvence Sagaid

(nosaukums  virziens mais PCR

_atlartojums) fragmenta
garums,
bp

HSMS602 TieSais 5’-6-FAM-GAGACTCCGTCTCAAAACAG -3 177

(CAA),(A)s Atgriezeniskais 5-ACAGTTTGGGGGAAATGTCTTA -3

HSMS701 TieSais 5- HEX-TCCATAGCACTTATCTGACATGC -3 136

(AC),AT(AC),;  Atgriezeniskais 5-AAAATCCCTACCCTTGTGGTG -3’

HSMS702 TieSais 5-6-FAM-TGCATCCATTAGACTGGCTTT -3 194

(TG),, Atgriezeniskais 5-TGCAGTGACCTTTATTATTGTTTTG -3

HSMS801 TieSais 5’- NED-ATGCAGTATGCCACCAACTGT -3 147

(CA)y Atgriezeniskais 5'-CCGAGAGGCAACCAGTATTATC -3

HSMS006 TieSais 5- HEX-AGGCCAATACAAATTCAATTCC -3 182

(TG)yq Atgriezeniskais 5-CAGCCCTGTGAGGCAGTT -3

PCR metodika visiem lokusiem:

PCR amplifilkacija izmantogm 5x NH, PCR buferi (gala konceatija 1x) (Fermentas,

Lietuva), MgC}h Sidumu (1-1,5mM) (Fermentas, LietuvaJag DNA polimeizi

(koncentécija 5ufil) (Fermentas, Lietuva), dNTP (200M) (Fermentas, Lietuva) un

konkreta MS genotigSanai pareditos praimerus (10 pM) (Applied Biosystems, Lielimija

un Metabion International AG, a¢ija). Kopgais tilpums maigumam, kur notika PCR

process, bija 15l

MgCl, siduma koncen#cija katra MS PCR

izatgjamies @c iepriekS veiktas

optimizacijas, kué parbaudjam 1 mM, 1,5 mM, 2,0 mM un 2,5 mM Mggkoncenticijas.
Programma: 5 miites pie 94C; 35 cikli 30 sekungs pie 94°C, 30 sekundes pie 5€,
30 sekundes pie 7Z; 10 mirnites pie 72C; 4 °C (GeneAmp PCR System 97(erkin

Elmer).

Fragmenta garuma noteikSanas metode:

Izmantopm 1 ul no PCR produktu maisima, kam pieviengm reagentu ROX 400 HD

un HiDi (Applied Biosystems, Lielbihija) maigjumu ar gala tilpumu 10l 2.tipa cukura
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diaksta gadjuma un kontroles 2 paraugiem un gilJIA gadjuma un kontroles 1 grap
paraugiem.

legato maigjumu denatujam 5 mimites pie 95 °C, g tam tugjam 5 mirtites uz ledus.
Pec tam maigumu ievietopm sekventora ABI Prism® 310 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems, Lielbrinija) fragmenta garuma noteikSanai.

2.3.1.2Mikrosatelitu sekven@Sana un genotigSana

Pec MS amplifiéSanas un sekveeganas paraugus anajam ar datorprogramam ABI
PrismGenotyper (v. 3.7, Applied Biosystems) vai PeaknBea (v.1.0, Applied Biosystems),
ar kuru paldzibu var noteikt amplifieta un nosekvergta fragmenta garumu.

Datorprogramma, izmantojot sekvéBaris reakcifi pievienoto médgeri un informaciju
par & fragmenta garumiem, veic katra parauga visu anogid fragmentu an@i. Katram

PCR produktam tiek noteikts pies fragmenta garumsitu aros, izmantojot programmas

algoritmu.
O 62319-06-07-19-27.Fsa Analyzed T
170 180 190 200
2400 7000
|'I +s000
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I || || I [\ [ 2000
400 ..I I'I I.n-;' I'. | [ III | | L1000
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2.2.atkels Mikrosateita HSMS602 (zilaisfis) un HSMS006 (& piki)
sekvenéSanas rezudta attlojums; HSMS602 gagma viens ,akis” jeb
homozigota, bet HSMS006 gasma divi maksinalie ,piki” jeb heterozigota.
Sarkanie ki’ — garuma mdyieris.

Apskatot katra parauga rezilt (pieners 2.2.ala), ir iesgjams noteikt visu piecu
markieru abas @les. Zinot katra m&iera praimeriem pievienoto iami, ir iesggjams noteikt
ta krasu sekvengSanas apstdes programm atkafba no anaizé izmantof gaismas filtra.
Misu ga@uma 6-FAM bas redzams &k zila krasa, HEX — & zda, bet NED — kK melna.
Otrkart, zinot sagai@mo fragmenta garumu, ir ie§pms vienlaitgi analizt vairakus
mikrosateitus jeb datorprogrammas ftaja at€la esosos ,fkus” jeb maksimuma punktus,
kas apmmé akles. Ja ir redzami divi jki”, tad ir heterozigota g mikrosateta, bet, ja ir

tikai viens izteikts ,jkis”, tad ir homozigota. 2.2. &tt ir redzams viena parauga HSMS602

49



un HSMS006 maiera analzes rezulits. Sis paraugsép HSMS602 ir homozigotis &6
aleles ar garumu 169ahkes jari un pec mikrosateta HSMS006 heterozigots agkdim 188 un
192 bp.

2.3.1.3Mikrosatelitu motivu noteikSana

Lai noteiktu pretzu katra MS atkrtojumu katram paraugam, i#veic makieru moivu
precizSana. Sim nakam izmantgjm sekvengSanas metodi, nosakot amplific HSMS
rajona fragmenta nukleoiu setbu.

PCR reakci§ izmantopm 2.4.tabul sniegtos praimerus. Amplifikiju veiam
paraugiem, kuri bija homozigotiep konkiEta mikrosateita un kuriem zigjam § maikiera
predzu genotipsara iegato fragmentu garumu.

2.4. tabulaHSMS makieru sekvengSark izmantotie praimeri, to sekvences un sagjaals

sekvengjamais fragments.

STR Praimera Praimera sekvence Sagaithis

nosaukums virziens fragments,
bp

HSMS602  TieSais 5'- CCTGGGTGCATTTTACACG -3 801

(CAA),(A)s  Atgriezeniskais 5'- TGAAAATGACGTGGCTTCCT -3’

HSMS701  TieS3ais 5'- GCATCATTTGGCTTGGAAAC -3’

(AC),AT(AC),s Atgriezeniskais 5'- TCATCACCACTCCCTAATCTCA -3’ 1103

HSMS702 TieSais 5- TGCATCCATTAGACTGGCTTT -3

(TG),, Atgriezeniskais 5’- TGCAGTGACCTTTATTATTGTTTTG -3’ 124

HSMS801  TieS3ais 5'- GCTGGGTAGGTATCCTGCAT -3

(CA)y Atgriezeniskais 5- GTCCATTTGCATTGCTCAGA -3’ 1013

HSMS006  Tie3ais 5'- CCCAGCACCTGAGATCTGTT -3

(TG)yq Atgriezeniskais 5’- GTTGAAAGCTGTAGTGCGCA -3’ 923

Katra parauga PCR produkts, kas tika pagtdzekvengSanai, tika aitits. AttiriSanas
proced atbiivojamies no amplifigcija neizmantotajiem reggntiem, kas var tra@t
kvalitativas sekvences mgh iediSanai. AtiriSanai izmant@m divas metodes: vianPCR
produktu afrijam, izgrieZot no 1% agarozeselg Saji gadjuma izmantogm DNS
ekstrakcijas kitu (DNA Extraction kit, Fermentasetuva). Otd metod& atirjjam pasu PCR
produktu, izmantojot DNS attSanas kitu (Wizard DNA Clean-Up System, Promega/)AS
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lzmantojot abas metodes, 1atb produktu prbaudjam 1% agarozes &th, ar kura
palidzibu af notei@m aptuveno produkta konceftiju, ko noadijam Latvijas Biomeditas
petijumu un studiju centra (BMC) Genoma centraatniiekiem, kas veica sekveiganas
procediru.

Pec PCR produkta atiSanas, tam tika veikta atkots PCR, kur af tika izmantoti
2.4.tabui redzamie praimeri. Akdriba no iepriek8ja PCR S& tika papildus pievienoti
didezoksinukleatli ar da#dam fluoreseraim iezmem. Ss PCR produkts tika anadis ar
sekvenatora Applied Biosystems 318D Genetic Analyzer ABIPrism® 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Lielbaiija) paidzibu.

Pec sekvengSanas iegtos rezulitus apstdajam ar datorprogrammu ChromasLite
vers.2.01 (Technelysium Pty Ltd, Ausija). legitaja atla (pieners 2.3. agla) noteiam
konkreta maikiera atkirtojuma skaitu, ko piglizinajam ziramajam genotipSanas fragmenta
garumam. Piegram, 2.3.affla redzamajam paraugam HSMS006 mikrostelokusa
genotigSara iegatais fragmenta garums ir 1884w pari (2.3.at€ls A), bet @c sekvences
motivs ir (TG) (2.3.atEls B). Tatad citiem paraugiem aidu paSu fragmenta garumasb
tads pats atiktojums, bet paraugiem ar fragmenta garumu, piam, 184 bp, atitojuma
skaits lms parcetriem nukletdiemisaks jeb (TG);. Lidziga anakze tika veikta arpargjiem

éetriem mikrosaté&ta lokusiem.
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2.3.attels Mikrosateita HSMS006 mava noteikSanas rezata atelojums; A — makiera
genotigSanas rezults ar redzamu 188 bp gar@las homozigotu; B — miiera moiva
sekvenéSanas rezudts ar redzamu (TG atkartojumu: 1. attla tie& praimera

sekvengSanas rezuits; 2. attla atgriezenisk praimera sekveréanas rezuts.
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2.3.2.SNP ANAUZE

2.3.2.1SNP un to amplifikacijas

Ar NCBI un Genomatix (http://www.genomatix)dedatu Bzu paidzibu veiam
bioinformatisko anaizi PSMB5, PSME1, PSME2, PSMA6, PSM@6PSME3geniem, lai

noskaidrotu ar Siemégiem saigtos SNP. legtos rezulitus analiziam ar HapMap datu

bazeé (hapmap.nchi.nim.nih.govpieejamo datorprogrammu Haploview vers.4.01 (Bamt
al., 2005), lai noteiktu tagSNP.

No ieditas infornacijas iz\elgjamiescetrus SNP lokal@us PSMAG6gena intronos, divus
SNP —PSMC6un vienu SNP -PSMA3genos. PSMB5, PSMElun PSME2 géniem nav
zinams neviens tagSNPagdec So génu anaizei iz\elgjamies divus polimorfismus, kas ir
lokalizeti kodejoSap dda. 2.4. atEla ir redzami izeletie SNP.

PSMAGgenu analizjam padziinati, jo taja ir lokalizéts viens no HSMS mkieriem. Sim

génam, izmantojot PupaSNP_(http://pupasnp.bioinfocadib.es) datu [azi, noteiam SNP,

kas ir lokalizti gena 5 gah, promotet un 10000 bzu paru regiona no pirna gena
metionna. No analizta rajona izelgjamies cetrus polimorfismus, lokalétus pirms
promotera, tai skait vienu inserciju/delciju (c.-4543 -4544insC). Papildus &olam
sekvenét géna promoteri un 5’UTR galu, kas Seetver nisu grupas iepriekS analins
SNP - ¢.-110C>A un c.-8C>G.

Kopa genotigjam 14. hromosomas seSos proteasontmmgy lokaliztus 22 SNP, no
kuriem septius iz\elgjamies asodcijas anakzei saisiba ar 2. tipa cukura di&hu un juvenlo
idiopatisko artitu (2.4. attls). lzwveli veicam pec 40 juvedla idiopatiska artiita un 40
kontroles 1 grupas paraugu gengdi@nas. SNP atlasvadjamies @c diviem principiem:
pirmkart, pozifivo paraugu procentuates (vismaz 95% gan kontroles, ganigada grup).
Otrkart, pec rets akles frekvences ais grugs (vismaz 0,05 jeb 5% viemo grupgm).

Darba metodes @hoSaa izmantopm bioinformatikas analkzi. Interneta programin

RestrictionMapper _(www.restrictionmapper.pr&NP rgioniem p@rbaudjam iesg@jamos

restrikcijas saitus. #lu anaizi veicam, lai noteiktu, vai mums intergs3os viena nukletda
polimorfismus varam anaktz ar restrikcijas enma saita polimorfismu (RESP) jeb
restrikcijas enima atlspecifiska saita metodi, ja & tad iz&lgjamies atlspecifisko
polimefazeskedes reakciju vai genotiganu ar MALDI-TOF MS.

1. pielikunt ir redzams visu anak viena nukleata polimorfismu izelétas metodes
un &m paredztos praimerus. Septis SNP analigam, izmantojot restrikcijas efma saita

polimorfismu, tfs polimorfismus analggam sekvengot, divu variciju gadjuma
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izvelgjamies atlspecifisko polimeizeskedes reakciju un vienas SNP gada izmantopm
ar nesakribas (nismatch praimeru PCR izveidotu RESP, bet des polimorfismus
analizjam, izmantojot MALDI-TOF MS metodi.

Génamodelis Markiera raksturojums

Reglons  Géns  Pozicija® lzoforma® ID Funkcija Motivs
1.2 3
14q11.2 [PSMBS5 4495060 I Ii rs11543947* 1.eksons ¢.70C>T
4504429 rs12043 3.eksons cB16C>A
12
<F"$ME'I 5605378 l§ % rs11548692 6&.eksons c.312G>A
5608176 rs14930 11.eksons c.731C>A
1
PSME2 5612547 T% rs1136581 4.eksons ¢.181C>G
5615855 rsT146672 6.eksons ¢.266A>C
/' rs5807825 starp géniem ¢.-<4543 -4544insC
rs9322944 starp géniem c¢.-2488A>G
rs7493194 starp géniem ¢.-1910C=>T
rs71640264° starp géniem c¢.-632A>C
rs7T1640265" promoters c.-128A>G
rs2277460° promoters ¢c.-110C=A
rs2277459 5'UTR c.91G=A
rs11547365 5'UTR ¢.-43T>G
1 rs1048990° 5'UTR ¢.8C>G
Hq13.2 pspras 16761574 rs2017676 1.intrens c.T6+908G>A
16786680 rs6571711 4.introns ¢.409+320T>G
rs17597267  4.introns ¢.410-183T>C
v rs9322946 é.introns C.684-822A>G
1
14q21.1 PSMCE 34173896 rs2295826"° 1.introns ¢.86-104A>G
34194716 ! rs2295827*  1l.introns c.26-46C>T
12
14q23 PSMA3Z 39711593 l rs2348071° int7 ¢.543+138GA
39738726

2.4.attels Analizsto SNP lokalizcija 14.hromosomas proteasomu pioteggnos.® — ¢ggna
pozcijas hromosompec sekvences NT_026437.1%2: ggnu izoformu numeicija; MA — refi
alcle; MAF — retis akles frekvence gapima (Gad.) un kontrole (Kontr.) gragy SG —
polimorfisma lokalizcija starp gniem, Pr — polimorfisma lokalizija gena promoter ~ -
polimorfismi, kuri nebija NCBI datudze pirms @tijjuma; # - polimorfismi, kuru pozii
genotifgto paraugu skaits bija malks par 95%"" - asocicijas [Etijumos analiztie SNP.
Polimorfismu numeicija izmantojot sekvences NM_002797.3 pri&¥&MB5 NM_006263.2 —
PSME1 NM_002818.2 PSME2 NM_002791.1 -PSMAG NM_002806.2 PSMC6un

NM_002788.2 priekPSMA3
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Visam meto@m, iznemot MALDI-TOF MS, izstidajam jaunus praimerus, izmantojot
Primer3 interneta programmu (Rozen, Skaletsky, RO®dsus praimerus gbaudjam,
izmantojot NCBI piedvato programmu BLAST, lai gliecinatos par to, ka polimazes
kédes reakc§ neamplifiésies nespecifiski fragmenti. Praimerusiigam firma ,Metabion
International AG” (\cija).

Sekvene$anas metodik izmantojm ABI Prisnf Genetic Analyzer. So proceal
uzticciam BMC Genoma centra zitniekiem. Mes veiam fragmenta amplifikciju, aptuveno
koncentdcijas noteikSanu un produktaiaanu. Sekvertais rajons ietsra PSMAG gena
apgabalu pirms promotera, promoteri, 5’'galu unatelddu no 1. eksona.

Veicot anaizi ar MALDI-TOF MS metodiku, izmantam BMC Genoma centra
piedavato pakalpojumus.iS metodikas pamair Bruker genoSNIP metode, kas ir baksuz
samazifata garuma praimeru ekstenzijas produktu (size mdlygrimer extension — PEX —
products) masas na&ieSanu MALDI-TOF masas spektrometr Ekstenzijas produkti
veidojas, pievienojoties PEX praimerim dNTP un déN{didezoksinukleadi), tadcjadi
veidojot daZda garuma fragmentus, kas atbilst aain SNP atlem. PEX praimeri ir
biotinileti (saistti ar biotnu), un to sekvercieklauj nenukleatu saiti, ko Eel UV gaisma.
Tas nodroSina ekstenzijas reakdpiotiniléto praimeru ekstenzijas produktu s&ahos pie
plates virsmas, kas ififgklata ar streptaviohu. PEX produkti, kuru garumarjosaka MALDI-
TOF MS, tiek nokelti no praimeriem UV apstaroSanas fauln noskaloti. ¥lak tos nowrte
MALDI-TOF masas spektrometr Lai veiktu So procesu, Genoma céntika pastiti
praimeri gan PCR, gan sekvéBanai.

Viena polimorfisma an#@ei izmantojm metodi, kui ar nepretzu (mismatch praimera
PCR veidajm restrikcijas erimaPscl (A|CATGT) saitu. Sai metodei irtg posmi: pirmaj
amplificgjam lielaku DNS fragmentu, karir ietverti nepretza PCR praimeri. Otrais posms ir
PCR ar neprazajiem praimeriem, bet gdéjais posms ir restrikcijas efma saita
polimorfisma metode. Saja gfuma ar restrikcijas enmu Pscl kas atpast sekvenci
A|CATGT.

Restrikcijas erima saita polimorfisma metédvispirms veiam PCR katra SNP
regionam, lai amplifietu DNS fragmentu, kuram veikt “grieSanu” ar restijs enzmu.
Katram SNP izmantaem dazdus restikcijas enmus, kas ir naditi 1. pielikuns.

PCR amplifikicijas metodi izmantam aff analizjot c.-110C>A un c.-8C>G SNP. Sajos
eksperimentos izmantn aklspecifisko PCR, kar katram paraugam veio divas

amplifikacijas. Savstai reakcijas atkiras ar tieSo praimeri jeb pieak ar & 3'gala Edejo

54



nukleotdu. Atkafba no paraug esod nukleoida polimorfisma padzija, pozitivs rezulsts ir
vai nu vien, vai atis amplifikacijas.

PCR amplifikacija izmantoim 10x PCR buferi (gala konceftija 1x) (Fermentas,
Lietuva), MgC} &idumu (1,5 -3 mM) (Fermentas, Lietuvd)ag vai DreamTaq DNA
polimefazi (koncenticija 5uiul) (Fermentas, Lietuva), dNTP (2Q0M) (Fermentas, Lietuva)
un konkgta SNP genotipSanai pareditos praimerus (10pM) (Metabion International AG,
Vacija). Kopgais maiguma tilpums: 3Qul.

MgCl, &iduma konceniciju katra SNP genotg$anas metodes PCR &g&jamies [&c
iepriekS veiktas optimicijas, kué tika parbaudtas 1,5 mM, 2,0 mM un 3 mM Mgg&l
koncentacijas.

PCR programma:

3 minites pie 94C; 35 cikli 30 sekungk pie 94°C, 30 sekundes pie 55 - &€, 30 idz 60
sekundes pie 7Z; 7 mirites pie 72C; 4°C (GeneAmp PCR System 96@erkin Elmer
un GeneAmp PCR System 24@grkin Elmey.

RESP metogs izmantogm vairakus enmmus ar dazdiem atpaiSanas saitiem (nafiti 1.

pielikuma). Katram enzmam ir noteikta aktivitte konkgta bufefi, kas ir no#idits restikcijas
enZma infornacijas bukled. Saj petijuma izmantom Fermentas (Lietuva) buferus, kuros
restrikcijas enimiem ir 100% aktividite. Tie bija buferis R (10 mM Tris-HCI (pH 8.5 at
37°C), 10 mM MgC{, 100 mM KCI, 0.1mg/ml BSA), buferis B (10 mM T¥Cl (pH 7.5 at
37°C), 10 mM MgdC] un 0,1 mg/ml BSA), buferis Tango (33 mM Tris-atet§H 7.9 at
37°C), 10 mM Mg-acetate, 66 mM K-acetate un 0.1mh@SA). Ka af katram restrikcijas
enZmam ir noteikta temper@a un daribas ilgums, kurta darliba ir optinala, tas ir, DNS
produkts tiek sd&lts pilnba.

2.3.2.2SNP genotipa noteikSana

Pec katra PCR, izmantojot 1 — 1,5% agarozes (Chendf@iija) glu un 1% TAE buferi,
veicam elektrofogzi, lai noskaidrotu PCR amplifiicijas pozitiviiti un/vai PCR produkta

koncentaciju.
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Paraugs M 1 2 3 4 5 M
Alele C A C A C A _C A C_A_
ﬁ! Bt -

€— 500 bp

1!Illil
r

1N

Secinajums:
Nr.plk 1 2 3 4 5
Paraungs | JA104 | JTA107 | JAT0S | JTA116 | TA106
C + + + + +
A - + 5 + =
Genotips i A CC A iz

2.5.attels Elektrofoczes attls SNP c.-110C>A genot#ganai pc PCR amplifilicijas.
Paraugiem JA104, 105, 106 ir homozigotiski ar ggno€CC, bet JA107 un JA116 —
heterozigotiski ar genotipu CA.

GenotigSars izmantojot alelspecifisgk PCR, vei@m divas elektrofdizes, lai noteiktu
katra parauga genotipu. Katram paraugamaweidivas polimeizeskédes reakcijasatad ar
divas elektrofogzes, kuru atlos pec PCR produkta esabas vai iztikuma secigjam par
SNP atlem. Piengram, c.-110C>A genotipa noteik$ana bija amplifikicijas produkts gc
PCR, izmantojot tieSo praimeri agdzjo 3'gala nukleadu C (citoans) vai A (adems),
vargja seciat, ka parauga DNS kon#aja poZcija ir alele ar attietgi citoZins vai adeins. Ja
produkta nebija, tad attigga aléle nav sastopamactamajp DNS paraug Ja bija PCR
produkti @c aklam amplifikacijam, tad DNS paraugs ir heterozigotsc etamas poicijas
(2.5. attls).

RESP metodl ai veiam divas elektrofaizes: pirmo pc restik€ama produkta
amplifikacijas, lai noteiktu amplifieta fragmenta koncer#ciju, bet otro — pc fragmenta
apstades ar restrikcijas ermmu, lai noteiktu genotipu.

Pirmaj elektrofogze, izmantojot GeneRul&f 100bp DNA Ladder Plus (Fermentas,
Lietuva) makieri, notei@m PCR produkta aptuveno koncewtju, lai p:c tam veiktaj

restrikcija vartu izmantot optiralo produkta daudzumu, kas ir 1 viea enzma uz 1ig DNS
amplificétaja produke.
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& 7 s 5% 10 11 A S00bp

-
981bp—
TS bp —=— = — o
500bp

229 bp —
Secinajumi:
Nr.plk. [ 7 8 9 10 11
Fragments/
Paraungs JAZE | TAST | JTABE | JARR |JA%D |JIa%1
981 bp - + + - + n
754 bp + - + + - +
129bp + - + + - +

2.6.attels Elektroforczes attls pec SNP c.-4543 -4544insC gena@$anas ar RESP. PCR
produkts 981 bp, RESP gala produkts fiel&nas 754 un 229 bp gari fragmentichitt
redzams, ka JA88 un JA91 paraugs ir heterezigatsnuacijas, bet prejiem paraugiem
homozigoti.

Otru elektrofogzi veicam, lai analiztu rezulitu pec PCR produkta apatiaSanas ar
restrikcijas enmmu. SNP poicijas genotipu notedtn pec ta, cik daudz PCR produkts bija
sa%kelts restrikcifi. Ja produkts bija sagriezts plta, tas ir, redzami divisaki produkti nekd
pirms restrikcijas, tad gamaja paraug ir alkle, kas satur nuklemu, kas ir restrikcijas
enZma saii. Bet, ja [@c apstides ar restrikcijas efmau elektrofogzé bija redzams
nemaingi gars produkts,apat ka pirms restrikcijas, tad DNS paraugs ir homozigois
aleles, kas nerada restrikcijas saitu. Ja elekttaks attla redZjam gan geltos, gan

nekelto fragmentu, tad DNS paraugs ir heterozigétsgenotigta SNP (2.6. adls).

2.4. Mar kieru funkcionalit ates bioinformatiska analize

Nosakot molekdiro makieru saisibu ar Kidu konkgtu slinibu, ir nepiecieSamas saprast
MS vai SNP funkcioflo noami slimibas patgereze. Polimorfismu funkcionaliite var kit
daZda, Gpec pirms anakesin vitro ir nepiecieSama bioinforitiska anaize jeb anate in
silico.

2.4.1.POLIMORFISMU SEKVENCES IZMAINU IETEKME UZ DNS UN
RNS SEKUNDIRAJAM STRUKTURAM
DNS sekvences izmgas atkaiba no MS garuma vai SNP nomas vagtu bat DNS

un/vai RNS sekuritas strukfiras (SS) izmaias. Sekunatas strukfiras mod@us veidojm,
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izmantojot interneta datorprogrammu MFOLDROOT (d4uke 2003;

http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfdldSaji datorprogrammir iesggjams maifit SS

ietekntjosos parametrus, piemam, Nd un Mg jonu koncenticijas un temperatu.
Izmantojot publiétas (Alberts etal., 2002) agas komponentu Naun Mg jonu
koncentacijas anates, izélgjamies Nd jona koncenticiju 140 mM, bet M§" — 0,8 mM.

Izveleta temperaira bija 37° C, kas ir ciBkakermena optinala temperaira.

2.4.2.POLIMORFISMU SAITU SEKVENCES IZMAINU IETEKME UZ
DNS LIEKUMIEM

DNS strukitiras liekumi ir lokli molekulas mikropolimorfismu konforacijas, kuas B-
DNS strukiira ir stipri izmainta, bet nav plasas modifi&jas. Lokli struktaras polimorfismi
ir nepiecieSami, lai veicitu specifiskus biolgiskos procesus: sgu reguiciju, DNS
iepakojums, pie@ram, caur specifisku prateu pievienoSanos. DNS segments, kas ir
iesaistts proténu izraigtos un/vai iedzimtos DNS liekumos, ir Iidz 50 lazu garu gars, kas
ir garaks neld segments, ko var viealSi izloat ar laboratorijas met@d (VIahovicek et al.,
1999).

lesggjamo molekudro makieru ietekmi uz DNS molekulas izliekSanos prodgham,

izmantojot bend.it (hydra.icgeb.trieste.it/dna/bettitml; Munteanu et al., 1998) servera

piedavatas iesggjas. Saj gadjuma apskaijam pasas molekulas iegpmo izliekuma leka
lielumu un attietgi molekulas liekSaas sEju. Pie mazka DNS molekulas liekumardé&a ir

nepiecieSams ligka liekSa@s sgja, un otadi.

2.4.3.POLIMORFISMU SAITU SAISTIBA AR TRANSKRIPCIJAS
FAKTORIEM UN TO MODIFIKACIJA ATKARIBA NO
SEKVENCES IZMAINAM

Daudzi no analitajiem makieriem atrodas @a netrangfjamas ddas (starpgnu
regiona, promotet, 5’UTR un intronos), kas n@xg, ka netieSi neietekénprotana sintézi.
Bet netie§ ietekme vagtu biat, ja DNS sekveri kur atrodas molekatie makieri, ir
transkripcijas faktora piesaistes vieta (TFB@nscription factor binding sije Tapec mes
izveidojam transkripcijas faktoru piesaistes vietas mjogesisu molekudro maikieru DNS
sekveném. TFBS modg tika veidoti, izmantojot datorprogrammu Matinspec Release
7.4 datu bze Genomatix (Cartharius et al., 2005; http://www gmatix.dg, kur ir pieejama

informacija par transkripcijas faktoru piesaistes vietuvem@&m. Ticamai modki izveidei
izmantopm nosagumus, ka TF serdegdre) sekvencei irgbat ar 1,00 jeb 100% atbikktu,

bet faktora matricas sekvenceid,90 jeb 90%.
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2.4.4.POLIMORFISMU SAITU SEKVENCES IZMAINU IETEKME UZ
mikroRNS PIESAISTI UN/VAI VEIDOSANOS

Pedejos gados liela uzmapa ir pieersta specifiskas RNS molekulas lomai prote
veido3aas proces. S molekula ir mikroRNSrfiicroRNA.

MikroRNS loma #na iesggjams ir trangicijas intensiites kontrole (John et al., 2004).
MikroRNS ir lidz 20 - 24 bp gara, bet serdesrf) jeb galved sekvence, kas saistas pie
DNS molekulas, ir 5 — 7 nukladi (John et al., 2004; Flynt, Lai, 2008). Attigt; ja kads no
Siem nukleatdiem DNS sekvertir mairigs, saigsaras nenotiek.

Otra iespjama saistba ar mikroRNS molekulu iratad, ka netrangjama genoma dia
tiek izmantota mikroRNS siéei. Introna izgrieSanas pro@ed®NS molekula paliekia, un
ta varetu tikt izmantota citas RNS molekulas veidas@rlynt, Lai, 2008).

Molekularo makieru ietekmi uz mikroRNS $pu saistties ar DNS vai iesgpamo
izmantoSanuas veidoSaa notei@am, izmantojot miRBase programmu (Griffiths-Joneslet

2008; http://microrna.sanger.ac.uk/

2.4.5.POLIMORFISMU SAITU SEKVENCES IETEKME UZ MATRICAS
RNS VEIDOSANOS

Ta ka analiZtie polimorfismi atrodas gan intronos, gan eksortad,iespjama to loma
Sina varetu bit saistta ar intronu izgrieSanu un eksonutsahu jeb matricas RNS (mRNS)
veidoSanos. Gan eksonos, gan intronos spegsfigieis piesaigts procesinga un splaisinga
elementi, kas nodroSina pifju un pretzu intronu izgrieSanu un eksonu savienoSanu. 3a Saj
piesaistes vi@s ir varicijas, tad var nenotikt piesaiste un afiig@rocesings vai splaisings.
Otra iespja ir, ka piesaistes vieta polimorfisma ietekweidojas ci introna vai eksona
rajora, attiedgi var notiek alternags splainigs.

Lai noteiktu iespjamas procesinga un splaisinga elementu piesaistegsvigt to maias
atkafba no varkciju aklém, anaizei izmantagm programmu Human Splicing Finder
Version 2.4 (www.umd.be/HSPesmet et al., 2009).

2.5. Datu apstrade un statistiska analize

Viena nukledida polimorfismu statistisis analzes aptkinos izmantgm paraugus,
kuriem bija noteikts genotips visos sep8 genotiptajos lokusos. Mikrosatili gadjuma
anaiz¢ ieklavam visus paraugus ar poxitl rezultitu.

Pirms SNP atlases un polimorfismu statistsskanalzes vigs grugs, notei@m

polimorfismu esaniu kdzsvai pec Hardija — Veinberga vieidojumu. To notei@m,

59



izmantojot saga@ino un ie@to heterozigattes indeksu, kasada, cik liela déa no
popukcijas  genotipiem ir  heterozigot stivokli.  NoteikSanai  izmantan
formulu:h:(l—z pf). Abus heterozigates indeksus salzinajam, izmantojot I kvadiata
(?) kritarija metodi.

No ieditajiem rezulitiem katram lokusam agkinajam aklu un genotipu frekvences
gadjuma un kontroles grd@s katrai slimbai. Apgkinos izmantotajiem paraugiem,
izmantojot datorprogrammu DNASP 4.50.3 (Rozas gt2403), izveidgm septhu SNP
haplotipu kombiacijas un noteiam to frekvences gagima un kontroles gras.

Asociacijas anakze izskdzam rets akles un genotipus MS un retos haplotipus
(frekvence vieada vai mazka par 0,05 kontroles un dgadna grups) SNP. Katra
polimorfisma saigbu ar T2DM vai JIA notei&m, analizjot alelu un genotipu, X ai SNP
haplotipu frekvetu statistiski ticartbas at&iribas starp gapima un kontroles gr@m,
izmantojot adaivo modeli hi kvadita () kritérija metod ar daidam biivibas pakpsm.
Par svaigu at&iribu uzskajam, ja statistik ticamba (,) un & korigétais lielums Py), kas
tiek apekinats ka 10°000 reizu permdtiju anatzu vickjais lielums, bija masks par 0,05
(Liepa, 1974). Sos afkinus veiam ar statistikas programmu PAST (PAlaentological
Statistics, ver. 1.63; Hammer et al., 2001).

P veértibu apekinajam, pirmkart, katram lokusam atsexiSpec aklu un genotipu sadales
gadjuma un kontroles gr@s un, otrlart, katrai atlei, genotipam un haplotipam atsey|sS
izmantojot to iegto un sagaig@imo frekvertu lielumu gagiuma un kontroles grés (Wright
un Hastie, 2007).

2. tipa cukura diatia slimbas izpaus@ lielu lomu sgle dazdi faktori (piengram,
kermepa masas indekss)apec visiem polimorfismiem pirms asacijas anakzes veiém
logistisko regresijas ariai saistba ar slimbas faktoriem. Sanaize ir nepieciesama, lai
parliecinatos, ka allu sadale nav saist ar kdu no faktoriem. HSMS mkieriem So anati
veicam izmantojot NCSS/PASS/GESS, bet SNPigeb — PLINK 2.050.

Lai noskaidrotu pames (polimorfisma) ietekmi uz saslimSanas &gapibu, notei@m
starpbu jeb izredzu atti@bu (odds ratiQ OR), relaivo risku (RR) un abu indeksu
konfidences intelu (confidence interdls; Cl) 95% gagjumos.

OR rada, cik reizu konlatais iaditajs (akle, genotips, haplotips) palielina vai samazina

iesgEjamibu saslimt ar @amo slinibu. To apgkinajam ar datorprogrammu, kura izmanto

ad
OR=—"
formulu: bc | kas ir iedita no 2x2 kontingences tabulas:
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YY" a b a+h
Uoo¢e i o+d
a+c b+d n=d+b+c+d.

lzredzu attietbu apekinos izmantgym adaptvo modeli, kud ka references lielumu
izmantopm biezko akli, genotipu vai haplotipu, ko notéim iz\ertejot iegitas un
sagaidmas frekvences gagima un kontroles gras.

Ja OR =1, tad konkta lokusa riska @le (genotips, haplotips) nepalielina i€gpribu
saslimt ar konlato slinibu etitas popudcijas @rstavjiem. Ja Sisaditajs ir lielaks par 1, tad
popukcijas @rstavim ar [Etito pazmi palielinas iesgjaniba saslimt, bet jaaditajs ir mazks
par 1, tad iespaniba samazifis. Ja &ditajs ir lielaks par 2, tad iegpmiba saslimt ir
kliniski noZmiga jeb saslimSanas riskdati augsts (Uthoff et al., 2002).

RR rada, cik liels risks, ka pame paidisies personai no anaias popuicijas. Ta
apekinasara af izmantopm datorprogrammu, kar matenatiskas funkcijas formula

a/(a+b)
RR=—r——
¢/+4) tiek veidota pc jau iepriekS mietas 2x2 tabulas. Ja RR ir vigs ar 1, tad

paazme paidisies vienidz biezi gaguma un kontroles grds. Ja Sisaditajs ir lielaks par 1,
tad palielims ticamba, ka ptama pazme his biezk izplafta slinibas riska grupas
persoam. Ja &ditajs RR ir mazks par 1, tad Sis risks sama&nArdlie et al., 2002; Uthoff
et al., 2002).

Lai apekinatu OR, RR un to Cl pie 95% izmanig) MedCalc 3000 datorprogrammu
(http://medcalc3000.com/OddsRatio.htm
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3. REZULTATI

3.1.14q9 hromosomas polimorfismi

3.1.1.14Q13 REFIONA MIKROSATELITU IZPETE

HSMS (Human Salaspils Microsatellites) fgaru nosaukumu propéja T. Sjakste,
izpildot pirmo @Etijumu par to asoaciju ar Greivsa slinbu (Sjakste et al., 2004). Bez S
petijuma vaigk petits ir tikai HSMS701 maieris (3.1. tabula).

3.1. tabulaHSMS makieru sekvences mi un polimorfisma ID un ieprieks

publicctie dati par lokusa polimorfismu un/vai sa@st ar slinibbam.

MS Sekvences mots, polimorfisma ID  lepriek$ publiétie dati par lokusu
maikieris  numurf un nomenklatra gsc HGVS’  Slimiba Aso- Petijjums Atsauce
ciacija
HSMS602 G™™**{CAA)o(A)C %% Greivsa slitba  J Latvijas popuicija Sjakste et al., 2004

rs63749745, rs35134468, rs71717
rs67535644, rs66704652, rs56397¢

rs58108395
€.164+1128CAA(7_10)A(5_8)

HSMS701 A™%%°{AC)sAT(AC) G0 - - Eiropas popuicija Dib et al., 1996
D14S1014. rs3223236 rS12147502F:?1ra slintba Ne Gimenes Geschwind et al.,
rs12147993, rs71928782, o _ 1999
rs71862757. rs55940352 Dismorfiskais  N& Gimenes Boyadijiev et al.,
rS57727346, rs35123864 sindroms 2003

Greivsa slinba Né Latvijas popuicija Sjakste et al., 2004
€.1167+24018AC(14_22)

HSMS702 CI*%RTG), T o013 Greivsa sliba Ne  Latvijas popuicija Sjakste et al., 2004
rs5807818, rs35228370, rs66471614,
rs3058430
€.1168-143TG(10_25)

HSMS801 A™NAC),,CMe%%% Greivsa slirtba 3 Latvijas popuicija Sjakste et al., 2004

rs71444202, rs68081862,
rs10647945, rs71820751,
rs72196957, rs60270535

€.1276-35788AC(12_28)
HSMS006 AN TG),gT 078392 Greivsa slirtba 4 Latvijas popuicija Sjakste et al., 2004

rs34580276, rs36054664

€.683+497TG(18_25)
2_ pec NCBI datu lazes (www.ncbi.nlm.nih.gdvsekvences NT_026437: pec Cilveka genoma vaitijas
savienba (Human Genome Variation Society; HGVS; http:Awaenomic.unimelb.edu.au/mdi/mutnomen/
nomenklaiiras;

Pieci HSMS mikrosatd#i atrodas lokus 14q13.2 — q13: HSMSO006 nigeris ir lokalizZts
PSMAG6gena sestajintrora, bet f@rgjie augSup noigena divos citos §os.KIAA0391gena
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ir lokalizeti tris mikrosatati: HSMS801, HSMS702, HSMS701.&d®jais un visilak no
PSMAG6gena lokaliZtais HSMS madieris ir HSMS602, kas atrod&AM177A1(Cl4orf24)
gena.

Lai vartu pareizi interprét fragmentu an@es datus, bija nepiecieSams préciz
mikrosateitu motvus.

Pec datu lazes pieejamas informacijas HSMS006, HSMS801, HSMS702, HSMS701 ir
dinukleotdu atkirtojumi attiedgi (TG),, (CA) (TG), un (ACYAT(AC),, bet HSMS602 ir
trinukleotidu atkartojums - (CAA).

Veicot katra mddera atkirtojuma regiona sekvengSanu, secifjam (3.1. attls), ka
HSMS006, HSMS801, HSMS702 mikrosatielmotvi ir vienkarsSi dinukleotdu atkartojumi
ka tas ir dots NCBI datu @&ze. HSMS006 un HSMS701 ir ar (TE)atkartojumu, bet
HSMS801 — ar (AG)

HSMS702 — (TG)n HSMS801 — (AC)n HSMS006 - (TG)n
131 bp=(TG),5 142 bp=gAC[1_6 188 bp=(TG),

HSMS701 - (AC)SAT(AC)n HSMS602 — (CAA)n(A)m
128/130 bp = 136/138 bp = 171 bp= 167 bp=
AC)AT(AC), 5/ AC)AT(AC),4 (CAA)(A), (CAA)(A)S(CAA)(A)g

3 1 attéls 14q13 rgiona HSMS madgieru motvs.

HSMS701 gaguma Latvijas popuicija motiva (AC),AT(AC), mairiga dda ir tikai
3'gala atkirtojums (AC). Tas nomng, ka ar So mikrosat@tu varam uzskat par vienkirSu
dinukleotdu atkirojumu ar maowu (AC),.

Pedgja mikrosateita HSMS602 mavs ieprieks (Sjakste et al., 2004) tika uzgkapar
(CAA), atkartojumu. Rc 16 paraugu sekvegganas, secitiam, ka § maikiera motvs ir
(CAA)m(A)n. Turklat konstakjam, ka Latvijas popudcija ir sastopami vismaz 8 mut
(CAA)7(A)7,  (CAA)7(A)s, (CAA)(A)s, (CAA)(A)s, (CAA)(A)7,  (CAA)1(A)7,
(CAA)10(A)s, (CAA)11(A)s, ar maidgam alkam moiva ddam. Datu anakes rezuhita
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atklajam, ka vaieki mofivi atbilst vienam genoti$ara iegitajam fragmenta garumam,
piemeram, motvi (CAA)7(A)s un (CAA)(A)s atbilst 167 bp garajai @ki. Tas nomme, ka
nav iesgjams attieciat vienu moivu vienam konkitam fragmenta garumam.agec §
maikiera aklu un genotipu angzé atsfjam genotigSara iegitos fragmenta garumusades
paros) nevis precigam katra parauga migera moivu.

3.1.2.14Q PROTEASOMU PROTENU GENU SNP ANAUZE UN
ATLASE

lzmantojot vaidkas geretikas datu bBzes, vei@m bioinformatisko anaizi seSiem no
astaiem 14.hromosomas proteasomas prtd?SMB5, PSME1, PSME2, PSMA6, PSMC6
un PSME3 gniem, lai noskaidrotu ar S&igu SNP.

No visiem SNP izglgjamies cetrus tagSNP lokal&zus PSMA6gena intronos, divus un
vienu tagSNP — attiaggi PSMC6un PSMA3genos. PSMB5, PSMELin PSME2genos nav
zinams neviens tagSNPapec So genu anaizei iz\elgjamies pa diviem polimorfismiem
lokalizetiem kodtjoSap gena déa.

PSMAG6genu analizjam padziinati, jo taja ir lokalizéts viens no HSMS mhkieriem. No
datu lazes iegtajiem datiem izelgjamies tis SNP lokaliztus pirms PSMAG gena un
papildus na@mam sekvenét géna promoteri un 5’UTR galu, kas geetver misu grupas
iepriekS analiztos SNP - ¢.-110C>A un c.-8C>G (Sjakste et al.,7200Rc sekvenéSanas
konstatjam divus viena nukletda polimorfismus, par kuriem nefip ieguvusi informciju
bioinformatiskaja anatze. So SNP iesniedm NCBI datu laze ka jaunatkijumu.

Kopa genotiggSanai atlagam 22 viena nukle@dla polimorfismus (2.4.ats Materilos un
metods). Lai no atlagajiem SNP atlatu perspekivus makierus asodicijas anakzém ar
izveletajam slimibam, ir japarbauda SNP izplata popuicija. Nav noZmes analigzt saisibas
anaize SNP, kuru rets akles frekvence (MAFminor allele frequengyir mazka par 0,05
jeb 5%. Turkdt, lai veiktu pilngu gadjumu un kontroles paraugu arm) ir jaatlasa lokusi,
kuriem genotipSana ir veiksfiga vismaz 95% no visiem paraugiem. Tas dossjespoteikt
ne tikai aélu un genotipu frekveiu sadali anali@ajas grugs, bet arizveidot haplotipus.

Ta ka més pknojam veikt asodcijas anaki, bija svargi ai apskatt MAF gadjuma
grupa. Balstoties tikai uz popatijas reis akles frekvenci, var neievot perspeki/u
molekubro makieri saistba ar slinibu.

Tapec nokemam pirmgjo genoti@Sanu veikt 40 nejausi izketiem JIA paraugiem un 40
nejausi izeélctiem kontroles 1 paraugiem. Nejauso paraugalizaeicam ar datorprogrammu

~-Random Number Generator Program” (http://www.alsstfalo.edu/~raulin/random.html
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Starp nejausi izletajiem JIA paraugiem 23 bija ar oligoaté formu, 11 — ar poliafta
formu un seSi — araiu no cigm JIA formam.

SNP, kurus analggzam sekvengjot (1. pielikums), reis akles frekvences noteim pec
22 JIA un 25 kontroles 1 paraugu gengsignas.

Papildus satizinajam misu ieditos rezulitus ar HapMap datuake esoSo inforraciju
par SNP aju sadali Eiropas popidija.

Visu ieditos datus apkopain 3.2.tabu.

3.2. tabula22 viena nukleatla polimorfisma an@&e pirms asoaciju petjjumiem

40 gadjuma un kontroles 1 paraugos

Gens ID numurs Mat/s Ret MAF
alele Petijjums HapMap
Gadjuma Kontrole
PSMB5 rs11543947* c¢.70C>T T 0,07 0,09 0,10
rs12043 c.616C>A A 0,00 0,00 0,00
PSME1 rs11548692 ¢.312G>A A 0,00 0,02  Nav dati
rs14930 c.731C>A A 0,00 0,00 0,00
PSME2 rs1136581 c.181C>G G 0,00 0,00 Nav dati
rs7146672 C.266A>C C 0,01 0,01 0,02
PSMA6 rs5807825*  c.-4543 -4544insC  delC 0,46 0,46 av bati
rs9322944 C.-2486A>G G 0,01 0,03 0,03
rs7493194 c.-1910C>T T 0,00 0,00 0,00
rs71640264" c.-632A>C C 0,03 0,01  Nav dati
rs71640265" c.-128A>G G 0,00 0,02  Nav dati
rs2277460*  c.-110C>A A 0,11 0,05 0,11
rs2277459  c.-91G>A A 0,00 0,03 0,02
rs1154736% c.-43T>G G 0,03 0,00  Nav dati
rs1048990*  c.-8C>G G 0,14 0,08 0,12
rs8017676  c.76+908G>A A 0,10 0,06 0,09
rs6571711 .409+380T>G G 0,03 0,04 0,07
rs17597267 c¢.410-183T>C C 0,11 0,12 0,09
rs9322946 .684-822A>G G 0,00 0,00 0,03
PSMC6 rs2295826*  €.86-104A>G G 0,20 0,09 0,09
rs2295827*  ¢.86-46C>T T 0,20 0,18 0,09
PSMA3 rs2348071* ¢.543+138G>A A 0,34 0,21 0,27

~ - SNP par kuriem nebija inforoijas datu bze, bet, ko atkljam sekvengjot; * - SNP, kas tika
analizti, sekvengjot 22 JIA un 25 kontroles 1 paraugds; SNP, kuru genoti$ari veiksmgo anaizu
skaits bija maaks par 95%; * - asoacijas [Etjumiem iz\eletie SNR
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Pieci SNP Latvijas popatija bija monomorfiski jeb bija sastopama tikai viemée Sos
lokusu neiekavam asocicijas anakzé. Astmu varaciju refas akles frekvence bija maka
par 0,05 gan gagima paraugos, gan kontroles 1 paraugmgctaf Sie lokusi tika izslgti no
turpmekajiem @Etjjumiem.

Divu SNP ¢.76+908G>A un ¢.410-183T>C gend&dgua reas akles frekvence bija virs
5%, bet veiksngo anaizu skaits bija maks par 95% no visiem paraugiemapec af Sos
polimorfismus noalaka petijjuma izsédzam.

Gala rezulita atlagjam septhu SNP lokaliztus cetros @nos: PSMB5 géna SNP
c.70C>T, PSMAG6 gena SNP c.-4543 -4544insC, c¢.-110C>A un c.-8CHSMC6 geha
polimorfismi ¢.86-104A>G un ¢.86-46C>T un c¢.543+G3& lokalizetu PSMA3gena. Visus
Sos lokusus anakiyam saistba ar juvenlo idiopatisko artftu un & subformam un ar 2. tipa

cukura diabtu.

3.1.2.1SNP sadales s#&dzinaSana kontroles grugas

Katra asocicijas anatze izmantopm specili veidotu kontroles grupu — T2DM ggdma
tie bija P. Stradia Universiites slimiicas endokrinolgijas noddas pacienti bez cukura
diaketa, bet JIA gafiluma - SIA "Rigas Austrumu khiska universitites slimicas” kinika
"Bikernieki" nejausi izgl&ti pacienti bez autoimimam sliniibam. Tapéc nokmam saidzinat
afi pasas kontroles grupas, laripaudtu atkiribas.

2.pielikuma ir tabula, ku# var redzt datus un statistisko aial kontroles 1 un kontrole 2
grupam. Saji safdzinajuma nenoteiam OR un RR, jo netiek mekh asodicija ar slimbu.

Ka varam redgt, tad abas grupas statistiski ngatss tikai gc diviem SNPPSMB5gena
€.70C>T unPSMAG6gena c.-110C>A. No Siem abiem polimorfisiem tieSI&C2T gadjuma
nekonstatjam saistbu ar kidu no analiztajam slimibam.

Polimorfisma c.-110C>A gamima neviera no kontroles grugm, ka ai gadjuma grujs,
neatradm retis akles homozigoto formu. Sis genotips nav korgsatevied no Etijumiem,
kur bitu analigts PSMA6gena SNP ¢.-110C>A. #li dati tiek uzadita ai NCBI datu hize
pie SNP apraksta (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/podgSNP/snp_ref.cqi?rs=2277460).

Pargjo lokusu iegtie dati ir statistiski aigrigi pec viena no analiétajiem parametriem —

vai aklu vai genotipu sadales lokijvai pat jgc rets akles frekvengm.

3.2.2. tipa cukura diabéta asochcijas analize
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3.2.1.LOKUSA 14Q13 HSMS MARIERU ASOCIACIJAS ANALIZE AR
T2DM

HSMS mikrosatetus genotipjam 104 2.tipa cukura diaka un 123 kontroles 2 paraugos.
Pozitvo paraugu skaits naxfits 3. pielikuma pie MS nosaukuma.

No ieditajiem mikrosatatu genotigSanas rezudtiem notei@m genotipu (3. pielikums)
un aklu (4. pielikums) sadali 2. tipa cukura détdogadjuma un kontroles 2 grap.

Veicot asodicijas anakzi saistba ar T2DM, \&l nebija veikta prezu moivu noteikSana
maiierim HSMS602, apéc aklu anaizé izmantopm motvu (CAA), nemot \&ra, ka
atkartojumam (CAA), pec sekvences atbilsts fragmenta garums ar Zd fariem.

No aklu frekvergu rezulitiem katram MS notelam sagaidmo heterozigdites indeksu
alas grups, bet no genotipu sadales &pnajam iedito heterozigaites lielumu, adejadi
noteiéGdm, vai gadiuma un kontroles grupas atbilstatdija — Veinberga vieidojumam
(4. pielikums). Konstajam, ka neskatoties uz nelieda) at&iribam, psc x? kritérija metodes
visu pieci lokusu genotipu sadaleaalgrugis atbilsts Hrdija — Veinberga viesdojumam.

Lai izslegtu aptaukoSas noZmi asocicijas anakze, ieskuma veiam logistiskas
regresijas an#i, lai parliecinatos, ka HSMS méieri nav saigti ar aptaukoSanos. Nevienam

no makieriem netika konstata saistba P > 0,05) ar aptaukoSanos.

3.2.1.1Genotipu frekven¢u sadale un asoaicijas analze

Molekularajam makierim HSMS601 konstafam visu seSus ie§@mos genotipus,
pargjiem mikrosatatiem konstatjam mazk genotipu, satizinot ar iespjamo skaitu, ko
aprekinajam no atlu skaita. HSMS701 un HSMSO006 rkeriem — attietgi 22 un 27
genotipi no iesgjamiem 36, HSMS702 — 23 genotipi no 91, bet viskaigenotipu
noverojam molekukrajam makierim HSMS801 — attiagi 43 genotipi no 105 genotipiem.

Ne visi ieditie genotipi bija sastopami vismaz 5% paraugu visvigra no grugm.
HSMS602 gafjuma no asodicijas anakes izstdzam vienu genotipu, HSMS701 un
HSMS802 gafjuma no visiem genotipiem saibbs anaké ieklavam 8 genotipus, bet
HSMS702 mdgierim biezi sastopami bijai genotipi. Visvaik genotipi asodicijas anatze
bija ietverti makierim HSMS006 — dewi.

Apskatot magieru HSMS genotipu frekveén atiribas 2. tipa cukura diata gadjuma
un kontroles 2 grugs, statistiski ticamu at#ibu nowerojam divu mikrosatatu genotipu
frekven@ém.

Statistiski ticamu aidribu neno%rojam makieriem HSMS701, HSMS702 un
HSMSO006.
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HSMS602 molekdirajam makierim konstagjam visus sesus ie§pmos genotipus, no
kuriem alas grugs bieZk tika konstatts genotips ar homozigot@gisakas akles, tas ir, pc
alcles ar atkrtojumu (CAA), (3.2. attls B). Statistiski ticamu at#ibu nowErojam

homozigotam genotipamép akles ar atirtojumu (CAA). Sis genotips netika konstt
pacientu grup (P, = 1,03 x 10).
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3.2.attels HSMS801 (A) un HSMS602 (B) migeru bieZk sastopamo genotipu frekwan
sadale starp kontroli un 2. tipa cukura @ialb(T2DM). Abscisa — genotipu@l atkarojuma
skaits, ar * atumetas genotipi ar statistiski ticamu s@ist ar 2. tipa cukura diab (P, > 0,05).

Otrs MS, kam konstajam statistiski ticamu ak$ribu genotipa frekvers ir HSMS801
(3.2.attls A). Statistiski ticamu ak$ribu piefdijam vienam no genotipiem — (A&, kura

P, vértiba ir 4,22 x 18. So genotipu nen@wojam 2. tipa cukura diatta pacientiem.
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Abus genotipus, kuriem uadijas statistiska saidia ar 2. tipa cukura diatu vagtu
izmantot, lai noteiktu saslim$anas risku. Sie g@nat ar aizsargjosu efektu attieiba pret

slimibu.

3.2.1.2Al€lu frekvencu sadale un asodicijas analze

No katra parauga genotipa reztdt noteiam mikrosatetu akles un aptkinajam to
frekvertu sadali gagjuma un kontroles 2 grap.

HSMS602 molekudirajam makierim, analiZjot 2. tipa cukura dialta gadjuma un
kontroles grupas, atrach tris akles ((CAAY. s 19, no kuem bieZk sastoparm bija akle ar
atkartojumu (CAA),. Visas tIs akles gadiuma un kontroles 2 grapbija sastopamas vismaz
5% paraugos. HSMS701 mikrosatain konstajam astmas atles ((AC)s - 29, no kuam
piecas iekavam asocicijas analkze, bet visbieZk sastopam bija akle (AC)s. HSMS702
gadjuma bija sastopamas 13cls ((TG)2 - 16un (TG)s - 29, no kuam divas vismaz vien
no grugm parsniedza 5% sastopdpas robezu. Vislieko frekvenci nogrojam aklei
(TG)12. HSMS801 mdderim alas grugs ko atradim 14 atles ((AC)sz un (AC)s - 29, o
kuram septhas iefavam asocicijas anaikze ar 2.tipa cukura diabu, bet visliefika
sastopanbas frekvence bija @ki (AC),1. HSMS006 mdgierim bija astaas atles ((TG)7 -
»4), no kuem se3as bija sastopamas biepar 5%. Sis mikrosaté$ bija vieigais, kuram
atXiras biezk sastopamalkle gadjuma un kontroles 2 grap- attie@gi (TG),1 un (TG)s.

Veicot statistisko anadi HSMS701 un HSMS702 mikrosatm pEc aklu frekveném,
nekonstatjam statistiski nounigas atgiribas P < 0,05) starp grugm.

HSMS602 molekdrajam makierim konstagjam, ka atlei ar atkartojumu (CAA) ir
statistiski ticama ak¥riba ar korggto P vartibu 1,08 x 17 (3.3. attls C). $s ables izredZu
attieaba jeb OR ir 0,44, kas ramta, ka ale vagtu samaziat saslimSanas iespnibu s
nésatajam lidz 44% attietba pret sastoparhu popuicija.

Analizejot HSMS801 mdgderi gadjuma un kontroles 2 grap (3.3. agls B),
konstagjam, ka ir atgiriba ne tikai alu frekvenes, bet ar alclu skait. Otra tipa cukura
diatéta gadjuma grup konstatjam 12 atles, bet kontroles grdapl3. Mikrosatatam

HSMS801 konstafam bimodilu sadaljumu, apskatot visu &lu frekvences.
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3.3.attels HSMS006 (A), HSMS801 (B) un HSMS602 (C) rkiaru biezk
sastopamo alu frekvergu sadale starp kontroli un 2.tipa cukura dtafT2DM).
Abscisa — @lu atlkarojuma skaits, statistiski nomiga P, vertiba noadita pie aéles.

Aleli (AC),4 statistiski ticami raik nowerojam kontroles 2 grup (3.3. atéls B).
Statistislis anaizes rattaji $ai aklei ir P, = 3,00 x 1¢, OR = 0,37. Bt izredZu attieibas
koeficienta var secit, ka atle ar &du atkirtojumu samazina saslimsanas izredzes uz 37%
jeb gandiz 3 reizes.

Pedgjais MS, kam pieadijam statistiski ticamu ak¥ribu aElu frekvenés ir PSMA6gena
lokalizetajam makierim HSMS006. Sim molekato makieri aif konstagjam bimodalu
sadailjumu, apskatot visu &lu frekvences.

Statistiski ticamu atdribu ar korgsto P vertibu 4,64 x 1G konstagjam aklei ar
atkartojumu (TG),. So aéli gandfiz divas reizes bi@k noverojama slimnieku grup bet
izredzu attietbas indekss bija 1,94 jeb saslimSanascjesfibu akle palielina gande 2
reizes (3.3. atts A).

So tfs MS atles vagtu izmantot slirfbas prognozars, jo HSMS602 ale (CAA)s un

HSMSO006 ale (TG ir ar slimbas riska palielinoSu efektu, bet HSMS8GdeatieSi pregji
— ar aizsargjosu.
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3.2.2.SNP ASOCHCIJAS ANALIZE AR T2DM

14. hromosomas proteasomu protecggnu septiu SNP genotigsanas rezuti pozitivi
bija 103 2. tipa cukura diata pacientu un 121 kontroles 2 grupas DNS paralmsliviem
paraugiem no katras grupas &klam no asodicijas anakzes sakar ar negawu rezulfitu
vien vai vaifakos lokusos.

Lai izslegtu aptaukoSais noZmi asocicijas anakeg, visiem paraugiem kagi veicam
logistika regresijas anddi, lai parliecinatos, ka SNP nav saitar aptaukoSanos. Nevienam

no SNP nekonstgiam saistbu ar aptaukoSanoB & 0,05).

3.2.2.1Al€lu un genotipu frekvertu sadale un asodicijas analize

Analizgjot SNP a¢lu frekvergu sadali gaguma un kontroles 2 grap, konstagjam, ka

statistiski ticamu saigiu ar T2DM neuzida neviens no septem lokusiem (3.3. tabula).

3.3. tabulal4. hromosomas proteasomu ptotegenu viena nukleatla polimorfismu

alelu un genotipu frekveiu sadale 2. tipa cukura digh un kontroles 2 grag.

Géens PSMBS5 PSMAG PSMC6 PSMA3
ID numurs rs11543947 1$5807825 182277460 rs1048990 182295826 182295827 rs2348071
Motivs ¢.70C>T c.-4543_-4544insC  c.-110C>A c.-8C>G c.86-104A>G  c.86-46C>T ¢.543+138G>A
MAF Kontrole 2 11,16 26,03 4,96 8,68 17,77 20,25 35,12
2TDM 6,80 33,01 7,77 14,56 22,82 25,73 34.47
Lokusa statistiksa analize P, 0,11 0,11 0,22 0,05 0,18 0,17 0,88
pec alclu sadales Py 0,14 0,11 0,24 0,06 0,16 0,18 0,92
Statistiksa analize péc P, 0,26 0,32 0,42 0,17 0,37 0,40 0,91
retas aléles Py 0,37 0,27 0,29 0,24 0,30 0,33 1,00
OR (95%) 0,58 1,40 1,61 1,79 1,37 1,36 0,97
(0,30 - 1,14) 0,93-2,11) 0,74 -3,49) (0,99 - 3,23) (0,86-2,18) (0,87-2,12) (0,66 - 1,43)
RR (95%) 0,61 1,27 1,57 1,68 1,28 1,27 0,98
(0,33-1,13) (0,95 - 1,69) (0,76 -3,24)  (0,99-2,84) (0,88-1,85) (0,90-1,79) (0,76 -1,26)
Genotipu  Heterozigota Kontrole 2 22,31 10,74 9,92 17,36 20,66 23,97 53,72
frekvence 2TDM 13,59 13,59 15,53 29,13 20,39 26,21 51,46
Retas aléles Kontrole 2 0,00 30,58 0,00 0,00 7,44 8,26 8,26
homozigota 2TDM 0,00 38,83 0,00 0,00 12,62 12,62 8,74
Lokusa statistiksa analize P, 0,09 0,25 0,21 3,63 x 107 0,42 0,47 0,94
péc genotipu sadales Py 0,12 0,25 0,16 3,81 x 107 0,44 0,48 0,96

MAF — rets aEles (trekntekst c,-4543 -4544insC ggdma akle bez insercijas) frekvenc®, -
statistisko ticamba fEc y* kritérija metodi; P, — korigéta statistisk ticamba, apekinata ka vidgjais
lielums Ec 10’000 reiZzu permatiju anafZzu; OR un RR — stafpu attiegba un relawvo risks; Cl 95% -
konfidences intedlu pie 95%; * —P<0,05 starp analé&ajam grugm

PSMAG6gena SNP c.-8C>G ga@dma konstatjam, ka statistiski ticamsaistba ar 2. tipa
cukura diabtu ir uz robezasR ~ 0,05). $s varicijas reto ali G noverojam pusotru reizi
biezak gadjuma (14,56%) nekkontroles 2 (8,68%) grap

Apskatot rezulitus par genotipu sadali T2DM un kontroles 2 gmug3.3. tabula),
statistiski ticamu saigiiu ar 2. tipa cukura diahu pieiadijam iepriekS migtais SNP c.-8C>G
(P, = 3,81x10). § polimorfisma genotipu sadalnebija sastopamas #et atles

homozigoi forma ne gaguma, ne kontroles 2 grap Turpretim heterozigotais genotips
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T2DM grup bija sastopams par 10% mkzparaugos nek kontroles paraugos, bet bez
statistiski ticama akdribas jgc konketa genotipa.

Pec genotipu sadalesisr SNP PSMB5 géna SNP ¢.70C>TPSMAG6 gcha SNP c.-
110C>A un c.-8C>G) gamimos ne kontroles, ne T2DM grag nekonst&fam rets akles

homozigoto formu.

3.2.2.2Haplotipu frekven¢u sadale un asod@cijas anaize

Al&lu un genotipu frekveiu sadad saistbu ar 2. tipa cukura diatu pieadijam vienam
SNP, kas ir lokalizts PSMA6gena. Tapec haplotipu anate izvelgjamies, pirmlirt, izskatt
haplotipus, ko veido visi analiie SNP (3.4. atts un 5. pielikumsA), un, otrkart, izskait
haplotipus, ko veido visi 20S proteasomu piraieggnu SNP (3.5. aits un 5. pielikums B).

3.4. attla ir apkopoti dati un statistigk anaizes rezultti par biezk sastopamajiem visu
septhu SNP veidotajiem haplotipiem. Pavisam &dpveidogm 28 haplotipus, no kuriem

astaiem frekvence vismaz viargrupa bija lielaka par 5%.

Frekvence, %

2TDM

&
< > S R G Kontrole
P A A
O S A O C R\ <)
HI1 g P S
HI3 14 H5  mie Y <
HI8

Haplotips
3.4.attels Septhu SNP lokusu bieik sastopamo haplotipu sadale un statisteskaize
T2DM un kontroles 2 grugs. SNP saba haplotipu kombigcijas: PSMBb5variacija
c.70C>T;PSMA6gena SNP c.-4543 -4544insC (2.; D/1), ¢.-110C>A (81)c.-8C>G (4.),
PSMC6gena lokalizétie ¢.86-104A>G (5.) un ¢.86-46C>T (6.) BISMA3SNP
€.543+138G>A (7.).

Visbiezak sastopamais haplotips bija HI5, kuru veido vidiPQiezk sastoparis akles.
Haplotips ar visu lokusu retap aklém neno¥rojam nevienam paraugam no aab
analiZtajam gru@am.

No astmiem haplotipiem divi (HI6 un HI8) g statistisks andizes uzidija ticamu

saistbu ar 2. tipa cukura diatu. Haplotips HI6 bija pret slitbu aizsargjoSs haplotips, bet
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HI8 tieSi pregji — riska haplotips. Pirmais no n@t@jiem haplotipiem samazinagatajam
saslimSanas izredzes \&irka 4 reizes, bet otrs haplotips tieSi aolir 4 reizes palielina
saslimSanas iegmibu, saidzinot ar saslimSanas risku Latvijas pcigijb.

Apskatot So haplotipu sekvences, sa@am, ka viengais lokuss, kas ir maigs ir c.-
8C>G — HI6 gaguma alele C, bet HI8 gafuma alele G. Tas apliecinai SNP lomu sais#ha
2. tipa cukura diakiu, ko secifjam asocicijas anakzes fec aklu un genotipu frekverm.

Turklat Sos abus apraksis haplotipus var izmantota knolekukros makierus T2DM
prognozsari, jo parcjo haplotipu saigba ar analigto slimibu irloti neizteikta (OR ~ 1,00).

3.5. atéla ir apkopoti dati un statistigk andizes rezuliti par biezk sastopamajiem 20S
proteasomas praru ¢gnu PSMB5 PSMA6 un PSMA3 SNP veidotajiem haplotipiem.

Pavisam kopizveidogm 17 haplotipus, no kuriem piecus i@kim asocicijas analz.

4500 ¢ P =4,66 x 10~

° _OR=3,11

g 30,00

=

)

2 1500

= 2TDM
0,00 Kontrole

>

CDCCA CDCCG CICCA cCICcCcaG cIcaa
Hal Ha2 Ha3 Ha4 Ha5s

Haplotips
3.5.attels 20S proteasomas prate gethu SNP lokusu bieidk sastopamo haplotipu sadale un
statistislkk anaize T2DM un kontroles 2 grap. SNP saba haplotipu kombiicijas:
PSMBb5variacija ¢.70C>T;PSMA6gena SNP c.-4543 -4544insC (2.; D/l), c.-110C>A (3.)
un c.-8C>G (4.), uPSMA3SNP ¢.543+138G>A (5.).

Visbiezk sastopamais genotips #gadjuma akas grugps bija Ha4, kuru veido visu SNP
biezak sastoparms akles.

Haplotipu ar visu piecu SNP reia) aklem, lidzigi ka analizjot septhu SNP haplotipus,
nekonstatjam nevienam kontroles 2 vai T2DM paraugam. Tas ppst, ka reto &lu
kombiracijas ir reti vai visar nav sastopamas Latvijas poguija.

No So haplotipu kombitijam vienai (Hal) pieadijam saistbu ar 2.tipa cukura diatu
pec P, vértibas. Rc korigétas P vértibas § saistba mazias, bet saglatyas uz robezas?, ~
0,07). lzredzu attiaba haplotipam Hal ir 3,10, kas mogZ, ka saslimSanas iejpniba 3

haplotipa @satajam palieliras nedaudz vaik ka 3 reizes.
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Apskatot haplotipu Hal veidojas aEles, secifjam, ka divu SNPRSMAG6gena SNP c.-
4543 -4544insC uRSMA3SNP ¢.543+138G>A) lokusos ir #istakles, bet préjos lokusos
— biezk sastopars aEles. Izmainot haplotip Hal kaut vienu no diam retagm aklem
(SNP c.-4543 -4544insC gguima veidojas Ha2, bet SNP ¢.543+138G>A fjatia — Ha3),
samazifas haplotipa sastopaba kontroles grup bet palielias T2DM grupa. Gala rezubita
abu grupu frekvencesdlist lidzigas. Turkit OR Ha2 un Ha3 gagimos ir mazka, titad

haplotipi ir aizsargjosaki pret slinibu nelkk Hal haplotips.
3.3.Juverila idiopatiska artr ita asochcijas analze

3.3.1.LOKUSA 14Q13 HSMS MARIERU ASOCIACIJAS ANALIZE AR
JIA

HSMS mikrosatatus genotipjam 170 juvema idiopatiska artita un 230 kontroles 1
paraugos. JIA grup 97 paraugi bija ar oligoarta formu, bet 50 — ar poliatta formu.
Pozitvi genotifgto paraugu skaits nadgits 6. pielikuna pie MS nosaukuma.

No ieditajiem mikrosatatu genotigSanas rezudtiem notei@m genotipu (6. pielikums)
un aklu (7. pielikums) sadali juveha idiopatiska artiita un & subformu (oligoarita (JIOA)
un poliartita (JIpA)) ga@iumu un kontroles grugs.

No aklu frekverdu rezulatiem katram mikrosatdhm notei@m sagaidmo
heterozigattes indeksu ais grups, bet no genotipu sadales &najam iedito
heterozigaites lielumu, adejadi notei@am, vai gagiuma un kontroles grupas atbilstidija —
Veinberga vieadojumam (7. pielikums). Kons@gim, ka, neskatoties uz neligg)
at&iribam, psc y? kritérija metodes visu lokusu @l sadale atbilsts #dija — Veinberga

vienadojumam.

3.3.1.1Genotipu frekvencu sadale un asoaicijas analze

Visiem mikrosatatiem bija sastopami mak genotipi nek butu sagaidms [@Ec aklu
skaita: HSMS601 marerim konstatjam 19 no iespjamiem 28 genotipiem, HSMS701 un
HSMS006 — 28 un 31 genotipi no i€gmiem 45, HSMS702 — 27 genotipi no 78, bet
visvairak genotipu nogrojam molekukrajam makierim HSMS801 — attiagi 59 genotipi no
136 genotipiem

Ne visi ieditie genotipi bija sastopami ar vismaz 5% frekvensmaz vieda no gruam.
HSMS602 gafuma asocicijas anake ietveram septhus genotipus, HSMS801 un

HSMSO006 gagjuma no visiem genotipiem saibbs anake ieklavam attieGgi astaus un
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devipus genotipus, bet HSMS702 rkerim biezi sastopami bija pieci genotipi. Vis\akir
genotipi asodicijas anatze bija makierim HSMS702 — 12.

Veicot statistisko anai genotipu frekvergm, konstatjam, ka ar JIA ir saisti visi
HSMS mikrosateti. Dazi no MS genotipiem ir saifitizteiktak vai tikai ar JIoA un/vai JIpA
apaksgrupm (3.4. tabula).

Divi 169 un 170 bp @lu homozigotie HSMS602 mikrosatial genotipi uzidija saistbu
tikai ar juvenlo idiopatisko artitu, bet, dalot kogjo grupu apakstipos? vértiba bija liekka
neka 0,05. Genotipam 170/170 bp kongjan izteiktu riska genotipa izredzu stap, kas
bija 3,25 jeb genotips saslimSanas izredzes padieB,25 reizes, sdkzinot ar popuiciju.
Tatad So médgera genotipu va&tu izmantot JIA prognaSara.

Markiera HSMS006 gagma pieradijam tris genotipu saighu ar JIA un/vaia formam.
Apskatot slinibas grupu kopum konstagjam divus genotipus, no kuriem viens (T&pbija
ar aizsargjosu efektu (OR =0,12), bet otrs (Tf)s — ar kiniski noazmigu riska efektu
(OR =9,75). Analigjot atsevi&i JIOA un JIpA grupas, sedjam, ka genotips (TGy.sir ka
riska genotips am JIA formam, bet izredZu attigba, saldzinot ar kopjo grupu, palielias
JIpA gadjuma. Juverla idiopatiska oligoartita gadjuma statistiski ticamu akdribu
noverojam afi genotipam (TG);ue Turklat Saf apakSgrup konstagjam genotipu, kur$
nebija asodts ar JIA kopjo grupu - (TGjs;1e Abi homozigotie genotipi JIoA grapir ar
aizsargjosSu efektu (3.4.tabula). alad JIpA prognoZSanai vatu izmantot genotipu
(TG)0/23 bet abas homozigid formas tieSi JIOA progndZanai.

Otrs MS, kuram pi@dijam saistbu ar viam gadjuma gruam, bija HSMS701. Koga
JIA grupa pec P, vertibas saigbu konstatjam seSiem genotipiem, bet, kggjot P vértibu,
diviem genotipiem nebija statistiski ticama sdnat No atlikuSajiengetriem genotipiem divi
((AC)16/16 Un (AC)717) uzmadija aizsargjosu efektu, bet divi ((AG}ie un (AC)i719 —
palielinatu riska efektu. Apskatot katru apakstipu atddyiSecirijam, ka JIoOA gaguma ir
divi genotipi, kuriem ir saisiba ar slimibu pec P, vertibas, bet ne g& P,. JIpA gadjuma
statistiski ticamu saigiu Ec P, af nowerojam diviem genotipiem, bet vienam genotipain t
saglalajas af pec P vertibas korgesanas. Sis genotips (Ag)spalielina saslim3anas iegp
par 89% un gaguma grup ir sastopamsetras reizes biak. Genotips (AC)y19 Neuzadija
saistbu ar konkgtu apakstipu, bet tikai ar JIA kopan(3.4. tabula).
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3.4. tabulaAr juverilo idiopatisko artitu un/vai & formam saistto HSMS makieru genotipu

statistislds analzes rezufti.

JIA HSMS Genotips Gadjuma P p OR RR
grupa markieris grupa® a b (Cl 95%) (Cl 95%)
JIoA 701 (AC) 16119 1 404x10 6,76 x 10 R 2,47

(1,41 — 4,33)
(AC) 17117 l 297 x10¢ 9,70 x 10 . -
702 (TG)oro 1 1,43x10 5,83 x 10 = -
801 (AC)2021 1 454x10 3,10x 10 R 2,72
(1,48 — 5,00)
(AC)2223 1 270x10 8,40x 10 . -
006 (TG)rgns 1 3,48x10 9,50x1C 0,16 0,19
(0,03-0,74) (0,05 -0,79)
(TGrono l 1,85x10° 1,70 x 10’ 0,06 0,07
(0,01-0,47) (0,01 -0,50)
(TG)aor2s 0 6,42 x10 3,30 x 10 7,62 9,32
(1,93-130,02) (2,69 —32,29)
JIpA 701 (AC) 16116 1 371x10 1,13x10 = -
(AC) 16115 1 363x10  7,90x 10 1,89 4,15
(058 -6,11) (1,78 —9,67)
006 (TG)ors 1 1,02x 10 1,60 x 10’ 15,24 12,05
(3,23 -71,87) (3,31 -43,82)
JIA 602 169/169 1 1,93x 10 2,53 x 10 R 1,78
(1,34 — 2,36)
170/170 1 1,46 x 10 6,50 x 10° 1,82 3,25
(0,81-4,11) (1,60 —6,61)
701 (AC) 16116 1 6,61x10 1,30 x 10 0,07 0,17
(0,02-0,26) (0,05 - 0,55)
(AC) 1615 1 384x10 7,41x1C0 1,14 2,86
(0,45-2,89) (1,38 -5,94)
(AC) 16119 1 1,56 x 1¢ 1,03 x 10 R 2,52
(1,54 — 4,14)
(AC)17117 l 1,28 x1¢ 3,76 x 1¢ . -
(AC)17119 1 1,80 x 1¢ 3,98 x 1¢ 1,99 5,01
(0,58-6,83) (1,68 —14,94)
(AC) 18121 0 253x10 5,83x10 2,27 5,72
(0,57 -8,97) (1,64 —19,94)
702 (TGono 1 1,80 x 10 7,15 x 10° - -
(TG112 l 291x10 1,91x 10 R 0,58
(0,43 -0,78)
801 (AC)2021 1 387x10 2,20x 10 R 2,40
(1,37 — 4,20)
(AC)2223 0 1,67 x10° 4,60 x 10° - -
006 (TG)1ono 1 541x 10 8,00 x 10 0,10 0,12
(0,03-0,35) (0,04 —0,38)
(TG)20i23 0 1,02x10° 1,80 x 10° 8,38 9,75
(2,31-30,41) (2,97 —32,04)

P, - statistisk ticantba fEc > kritérija metodesP, — korigeta statistisk ticaniba, apekinata ka vidgjais
lielums Ec 10°000 reiZzu permatiju anaiZzu; OR un RR — stafpu attiegba un relavais risks; Cl 95% -
konfidences interls pie 95%;? - ar bultham nomdits genotipa frekvences paliglgaras (1) vai
samaziasaras (|) attiedba pret kontroles grupu.
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Atlikusie divi MS (HSMS801 un HSMS702) neadrja saistbu ar juvemo idiopatisko
poliartritu. Abos gagumos kogja grupm atklajam divus genotipus ar statistiski ticamu
saisibu.

HSMS801 genotipi (AGp1 un (AC)aps Uzadija asociciju gan ar JIA kopum gan
atsevigi ar oligoartita formu. Turkdit genotips (AC)o21 palielina saslimSanas iegamibu
par 140%, bet genotips (A&)ps netika konstats kontroles 1 grup lesgjams, ka Sis
genotips arir slimibu veicinoss.

HSMS702 gaguma ar JIA saigbu konstatjam genotipiem (TG)oun (TGhi12 bet ar
JIoA — genotipam (TGyo Turklat genotips (TGjy10 Netika konstats veseliem indiidiem.

Apskatot visus genotipu sadales rezuls kopum, var seciat, ka ar JIA aso€tos

genotipus var izmantot slitmas prognodSara, nosakot saslimSanas i€gpriibas pakpi.

3.3.1.2Al€lu frekvencu sadale un asodicijas analze

No katra parauga genotipa reztdt noteiam mikrosateatu akles un aptkinajam to
frekvertu sadali gagluma un kontroles 1 grap.

HSMS602 molekdrajam makierim, analizjot JIA gadjuma un kontroles 1 grupas,
konstagjam septhas atles (167 — 171 bp un 177 — 178 bp), noakuibiezk sastoparm bija
alcle ar 169 bzu pariem. No viam aklém gadjuma un kontroles 1 grap seSas bija
sastopamas vismaz 5% paraugu (3.@l@attHSMS701 mikrosatebhm konstagjam devihas
aleles ((AC)4 - 29, no kuam seSas idkvam asocicijas anaké (3.6. atéla), bet visbie#k
sastoparm akle bija (AC)o. HSMS702 gatjuma bija sastopamas 12ebds ((TG)o - 14, 17-18, 20
_ 25, NO kuam cetras vismaz vieh no grupm parsniedza 5% sastopapas robezu
(3.6. attla). Visbiezik sastopam alkle alas grupas bija ale (TG);. HSMS801 magierim
alas grups kom atradm 16 atles ((AC)2 un (AChs29, NO kuim septhas ieRavam
asocicijas anatze ar JIA (3.6. atila), bet ar visliedko sastopafibas frekvenci bija ale
(AC)21. HSMS006 mdderim bija devhas atles ((TG)s un (TG)sg25, Nno kuem seSas bija
sastopamas biek par 5% (3.6. a#ta). Sis MS bija viefgais, kuram aidras bieZk
sastoparm akle starp grup — JIA un JIoA grup ta bija akle (TG)s, JIpA grug — (TG)y1 un
kontroles 1 grup— akle (TG)e.
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3.6.attels HSMS602 (A), HSMS702 (B), HSMS701 (C), HSMS801 (d)HSMS006
(E) makieru bieZk sastopamo alu sadale kontroles 1 un Juweridiopatiska artfita grugs.
Abscisa - dles apmmétas ar fragmenta garumu (bp) HSMS602 un aartdjumu skaitu (n)
pargjiem makieriem; ar * atamétas atles ar statistiski ticamu saisti ar JIA un/vai JIoA un
JIpA formam (P, < 0,05).

Veicot asodicijas anaki, més secigjam (3.5. tabula), ka ar juvéo idiopatisko artitu
un/vai & subformam ir saisita vismaz viena ale no katra HSMS mikrosaiéd.

HSMS801 madgiera atle (AC); ir saisita tikai ar JIA kopura un ir ar nelielu
aizsargjoSu efektu, samazinot saslimSanasdgspar 45%, satlzinot ar populciju.

HSMS006 mikrosat#ia akles (TG)o, (TG)oun (TG)s ir saisttas ar anali@o slinibu
kopuma. Alcles (TG)o gadjuma statistiski ticamu saidiu konstatjam, af apskatot JIoA
apakSgrupu atsews Turklat (TG)o palielina &s resatajam iesgju saslimt ar juvetho
idiopatisko oligoartrta formu vismaz 3,83 reizes, ®hdinot ar Soaditaju Latvijas popuicija.
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3.5. tabulaAr juverilo idiopatisko artitu un/vai & formam saisitto HSMS makieru aklu
statistislk anaizes rezulti.

JA - HSMS g Gaduma P o o
grupa marieris grupd i ° (C1 95%) (CI 95%)
JoA 802 gy 807x10 128x10 12’300’56) (0722’380’67)

170 bp 1 1,30 x1¢ 5,90 x 10 (1’23'314,08) (1,62’?14,83)

178 bp ! 348x10 1,06 x 10° (0’02’f60,69) (0102’300,84)

701 (AC)1s 1 3,41x1¢ 9,70 x 10’ (3’01120480143) (2,9%0—’3396,37)
(AC)1g 1 3,81x1G 4,99 x 1C (1’3:2,)"_124, 20) (1, 4%373,65)

02 (TG 1 2,00x10  3,00x 10 (2,647 > 20,69) (2,857 ° 20,64)
006 (TG0 1 1,64x1¢ 2,93 x 1¢ (1,7g,§38,18) (1,8]?2’4?6,72)
JIpA 602 168 1p ! 1,74x 10 3,23 x 10 (0,08'330,59) (0,12’380,67)
170 bp 0 2,46 x 10 4,15x 10° (1’32’345,56) (1,83’356,14)

0L Ao, 1 1,64x10°  4,70x10 (6,054—’0904,97) (4,435i6595,94)
(AC)is 1 9,72x10  570x10 (2,424 ° ?0,13) (1,9:;’345,32)

702 (TG)ia 1 1,53x1¢ 3,12 x 1¢ (1,8;53?.0,14) (2’037339’20)
JIA 602 168bp | 9.02x10 300x10 13'380, a7) (0722’350,55)
170 bp 1 1,33x10 2,30x 10 (1 43"_104, 12) (1,82’914’88)

701 (AC)1s 0 491x1F  <0,0001 ( 4,54115_’4532, A1) (3,9}12_'8472,06)
(AC)1g 1 1,09x 1¢ 6,00 x 1¢' (1’9§’f65,25) (1172’?43,96)

(AC)20 l 1,54x 1¢ 1,09 x 1¢ (0,32'550,96) (0728’1_160’74)

2 mew 1 437x10  130x10 (2,053 ° 15,25) (2,195 ! is,og)
(TG)1s 1 3,83x10 1,92x10° (1,23'585, 18) (1733’?35’06)

801 (AC)17 1 3,55x 10¢ 2,37 x 10 (0,32’340,88) (0,3(;’?50,81)
008 (1), l 4,67x10  339x10 (0,43’331,12) (0,48’?50,86)
(TG)o 1 427 x100 1,70x 10 (1’8;"337,39) (1,82’326107)

(TG)a 1 291x10 4,26 x 10 (1,3i’394,00) (1,23’943’21)

P, - statistisk ticaniba fEc > kritérija metodes;P, — korigéta statistis ticantba, apekinata ka
vidgjais lielums Bc 10000 reizu permatiju anafZzu; OR un RR — stafipu attiegba un relavais
risks; Cl 95% - konfidences inteitg pie 95%7?- ar bultham noiadits aklu frekvences palielasaris
(1) vai samaziaSaras (|) attieaba pret kontroles grupu.
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Divam HSMS602 alem (168 un 170 bp) piadijam saistbu ar juvemo idiopatisko
artritu un ar abm analiztajam sliniibas formram atsevigi. Turklat ale ar 168 bp ir ar
aizsargjoSu efektu, bet ale 170 bp ir & riska atle attiegba pret slirfbu vai fis formam.
Analizgjot JIOA grupu atsevig, papildus saisbu ar slimibu uzadija el viena atle — ar 178
bp. Turkbt Sis akles OR attietba pret slimbu ir 0,16, kas nam¢, ka atles resataja
iesgEjamiba saslimt samazis no 100% idz 16%, satizinot ar popduicijas saslimSanas
koeficientu.

Markierim HSMS701 bija divas &ks ((AC)s un (AC)g), kuram konstatjam asociciju
ar juvenlo idiopatisko artftu un ar abm analiztajam slinibas fornram. Ss abas &les ir ar
augstu riska paipi attieaba pret slimbu. Alcle (AC)5 iesggjams palielina @s resatajam
risku saslimt idz pat 15 rei@m, atkatba no prognoztas slimbas formas. HSMS701
mikrosateita gadjuma ir vél viena akle, kurai bija saisba ar JIA kopur, bet ne ar &du
subformu atsevig. Ta ir aléle (AC)o.

HSMS702 aju sada konstatjam divas atles, kuam bija saisba ar JIA kopurh, bet,
apskatot katru anakm formu atsevil§i, secirgjam, ka katru no &lem vagtu izmantot &
molekubro makieri pie at&irigam JIA formam. Algle (TG)o uzm@adija augstu izredzu
saisibu ar oligoartita formu (OR = 7,67), bet@é (TG) 3 — ar poliartita formu (OR = 4,33).

Apskatot kopura iegitos aElu sadales rezaltu, seciajam, ka HSMS mikrosatgls
aleles vagtu izmantot & molekukros makierus, prognogot saslimSanas ieg@nibu

saisiba ar juvenlo idiopatisko artitu un/vai & subtipiem.

3.3.2.SNP ASOCHCIJAS ANALIZE SAISTIBA AR JIA

Vairakos JIA un kontroles 1 kolekcijas paraug@s piISMS mikrosat@u anaizes DNS
bija palicis maz vai bija beidziesapec atlagiam 139 gaguma un 175 kontroles paraugus,
kuriem analizjam 14. hromosomas proteasomu piote gghu SNP. No visiem JIA

paraugiem 84 bija ar oligoait formu, bet 42 — ar poliatta formu.

3.3.2.1Al€lu frekvencu sadale un asodicijas analze

Analizgjot SNP atlu frekvertu sadali JIA, JIoA un JIpA pret frekvém sadali kontroles
grupa (8. pielikums), konstajam, ka statistiski ticamu saibt ar slinibu ir trim lokusiem
(3.7. attls).

PSMAG6 génam piesaistais polimorfisms jeb prézak insercija/deicija c.-4543 -
4544insC uzidija statistisku ticamu saibu (P, = 2,36 x 10) kopzja alelu sadat ar juverilo
idiopatisko oligoartitu (3.7. attls A), bet saigba ar kopjo JIA grupu nebija statistiski
ticama P, = 0,25). Apskatot katras s frekvences dtfiitbas starp grupm atsevigi,
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neatradm statistiski ticamu saigtu ar slimbu. Tas noung, ka Sis polimorfisms ir saig$ ar
JIoA pec akju sadales nevisaklas konkégtas atles.

Lidzigu ainu noerojam PSMAG6 gena promotear lokalizétajam SNP c.-110C>A
(3.7. atéls B). S polimorfisma gaguma statistiski ticamu saiiu konstajam gan ar
juverilo idiopatisko artftu kopuna (P, = 2,39 x 10), gan oligoartita formu P, = 2,56 x 10
%), Tatad varam dot, ka ar $is SNP ir sai#fs tiesi ar oligoarita formu. Analizjot katras
aleles frekvences atse¥is nenowerojam statistiski ticamu saigtu, titad ar Sis polimorfisms

uzradijas saisibu ec aklu visparigas sadales.

A c.-4543 -4544insC B c.-110C>A
80,00 100,00
S X
& 60,00 - 80,00
}:’ 2 60,00
Q 40,00 )
£ 40,00
20,00 e
= L 20,00
0,00 0,00
Delécija Insercija C A
Aléles Aléles
C ¢.86-104A>G
100,00 H Kontrole
<o
° 80.00 R=312x10" O JloA
g OR = 1,99 O JIpA
€ 60,00 B=1,84x10" HJIA
d>.'0 OR=243
X 40,00
)
£
LU 20,00
0,00

Aléles
3.7.attels PSMA6gena polimorfisma c.-4543_-4544insC (A) un ¢.-110CEA un
PSMC6 gna c.86-104A>G (C) alu frekvertu sadale starp kontroles 1 un Jul&n
idiopatiska artfita grugs.

TreSais polimorfisms, kuram pagiijam statistiski ticamu ak¥ribu starp anal&tajam
grupam, ir PSMC6 gena 1.introd lokalizetais SNP ¢.86-104A>G (3.7.@g C). Ss
variacijas gadiuma, pirmkart, atkljam saistbu gan ar juvetto idiopatisko artitu kopuna
(P, = 1,00 x 10°), gan oligoartita formu P, = 1,00 x 10" allu sadad. Otrkart, retis akles
sadale bija statistiski ticama kirba starp JIA un kontroli 1P, = 3,13 x 16), ka aif starp
JIoA un kontroli 1 P, = 1,84 x 17). Apskatot SNP G ales saigbu ar slinibu, noteiam
izredZu attietbu. Seciajam, ka $s akles resatajam palielires iesgjanmiba saslimt ar JIoA

2,43 reizes, salzinot ar popuiciju kopurns.
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3.3.2.2Genotipu frekven¢u sadale un asodicijas analze

Apskatot genotipu sadali visas gispizveidoim koeju tabulu (9. pielikums), karpar
katru SNP un katru slithas grupu var redg, pirmkart, heterozigat un refis akles
homozigo& genotipa frekvences, ofiKk, statistiski ticamo saigiu anaizé starp lokusu un
slimibu, apskatot genotipu sadali, un t@$k heterozigat un refs akles homozigat
genotipa frekvetu statistisko anai.

No rezulitiem secigjam, kaPSMA6gena SNP c.-110C>A uRSMC6gena SNP c.86-
104A>G (3.8. atlls A un B) ir saigti ar juvenlo idiopatisko artftu un & oligoartiita formu
arn pec genotipu sadal Nevienam no Siem diviem polimorfismiem, angjlit atsevigi katra
genotipa frekvences, netad statistiski ticamu saidtu ar JIA kopuma un/vaias

subformam.
A c.110C>A B ¢.86-104A>G
e ] 80,00
S~
°\t 80,00 ':,. 60,00
o
O 60,00 =
< o 40,00
S 40,00 £
) 9 20,00
= 20,00 N
0,00 0,00
. CA AA AG GG
Genotips Genotips
o
| O ¢.543+138G>A
. 60,001 H Kontrole
o\_ O JloA
8 40,00 OJIpA
< HJIA
z
S 20,00
™
0,00

GG AG AA

Genotips

3.8.attels PSMA6gena polimorfisma c¢.-110C>A (A), PSMC&mp ¢.86-104A>G (B) un
PSMA3gena ¢.543+138G>A (C) genotipu frekwensadale kontroles 1 un Juwen
idiopatiska artita (JIA, JIoA, JIpA) grups.
Tre& variacija, kuras genotipiem konsggm asociciju ar slintbu, bija PSMA3gena
SNP ¢.543+138G>A (3.8. al$ C). Sis polimorfisms bija viégais, kuram konstajam
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saistbu ne tikai ar JIA kopum bet af ar poliartita formu P, = 9,60 x 10)). Ari & SNP

gadjuma asociciju nenowrojam, analizjot katru genotipu atsews

3.3.2.3Haplotipu frekven¢u sadale un asod@cijas anaize

Ta ka visus SNP genotipam vierada paraugu skait tad notmam izveidot katra
parauga haplotipus un &kmat to frekvenci gaguma un kontroles 1 grap. No ieprieks
apraksttajiem rezulitiem haplotipu izveidei izstejamies tos SNP, kuriem konstgm
statistiski ticamu saigiu ar JIA: PSMAG6 gena SNP c.-4543 -4544insC un c.-110C>A,
PSMC6 gena polimorfisms ¢.86-104A>G uRSMA3 gena varicija ¢.543+138G>A (10.
pielikums).

3.9.atela ir apkopoti haplotipi, kuru frekvence JIA un/vaorkroles 1 grup bija ar
sastoparnbu vismaz 0,05 jeb 5%. Pavisam KQHA un kontroles 1 grupbija 14 haplotipi,

bet piecus no tiem i¢kvam asocicijas [Etijuma.

30,00

S

g 20,00

=

o JIA

f-‘ JIpA

= JIoA
0,00

Kontrole

Hi o i DCAG D(I:{(;IG

Haplotips
3.9.attels Cetru SNP lokusu bi@k sastopamo haplotipu sadale un statisteshkaize JIA,
JIoA, JIpA un kontroles 1 grap. SNP saba haplotipu kombiicijas: PSMAGSNP c.-
4543 -4544insC (1.; D/I) un ¢.110C>A (PSMC6SNP ¢.86-104A>G (3.) URSMA3
SNP ¢.543+138G>A (4.). * atnéctas atles ar statistiski ticamu saist ar JIA vai
subformu P < 0,05). Ar raustu liniju, jaP,; < 0,05 unP, > 0,05, ar nefrtrauktu iniju, ja
P, < 0,05 unP, < 0,05.

Visbiezk sastopamais haplotips kitds starp gruim. Kontroles 1 un JIpA grdg tas
bija haplotips H1, bet JIA un JIoA grago— H4.

Haplotipam H3 asoétijas anakzé pieradijam saistbu ar JIA un afim analiZtajam
formam pirmsP vértibas korekcijas. & permuicijas anatzesP vértiba saisba ar poliartitu

palielinajas virs 0,05 jeb 5,00 x 10 So haplotipu nekonstiim gadjuma grup, tapec
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lesgEjams pie lieikas JIpA grupas n@votu statistiski ticamu asadija afi pec koriggtas P
vértibas. Kontroles gruphaplotips bija sastopams 6% paraugu.

Haplotips H3 saat no divam (c.-4543_-4544insC un ¢.543+138G>A) ratajaklem un
divam biezk sastopamm aklém (c.-110C>A un ¢.86-104A>G).

Haplotipu ar viswetru lokusu retam aklem konstatjam vienam JIA, preeak, JIoA,
paraugam. Turlgt Sis paraugs bija homozigot€qrets akles trijos nocetriem haplotipa

lokusiem, izémums bija SNP c.-110C>A.

3.4.lespejamo funkciju bioinform atiska analize polimorfismiem
saisfitiem ar JIA un T2DM

Asociacijas anakze pieradijam, ka visiem pieciem HSMS mikrosatedm, visiem trim
PSMA6 géna SNP, PSMC6 polimorfismam ¢.86-104A>G urPSMA3 géna varicijai
c.543+138G>A ir saisha ar 2.tipa cukura diatu un/vai juveflo idiopatisko artftu. Tapec
visiem Siem polimorfismiem, veim iesgjamo funkciju anaki, in silico apskatot
polimorfismu ietekmi uz DNS un RNS sekuangjam struktiram, ietekmi uz DNS liekumiem
un uz transkripcijas faktoru, mikroRNS un/vai imttoizgrieSad un eksonu savienosafeb
procesing un splaising iesaisito faktoru piesaistes vian.

Analizejot RNS sekunatas strukiiras, procesirng un splaising iesaisito faktoru
piesaistes vietu izmgas atkaiba no polimorfismanémam Vera, vai polimorfisms atrodas
regiona, kas piedals Sajos procesos.

Visiem polimorfismiem neatradn saisibu ar mikroRNS, tas nomé, ka polimorfismi
neatrodas ieggamo mikroRNS piesaistes vistvai rgionos, ko izmanto molekulas staé.

13. pielikung ir sniegta inforracija par transkripcijas faktoriem, kuriem polimaeriiu
ietekn® iesggjams mai@as piesaistes vieta DNS molekul

3.4.1.HSMS MARKIERI

HSMS602 mikrosat#iam bioinfornatisko anaizi veicam, vispirms mainot moga pirmo
ddu, bet otro dm nemainot, attiagi — (CAA)/(A)s, (CAA)s(A)s, (CAA)1o(A)s,
(CAA)11(A)s. Otra anaizeé mairijam atkartojuma otro dau — (CAA)/(A)s.s.

Rezulati par HSMS mikrosatgéiu iesgjamo funkcioalo nozZmi ir apkopoti 11.
pielikuma A un B tabuis.

Analizeéjot HSMS makieru ietekmi uz DNS un/vai RNS sekungs struktiras izmanam,
secirgjam, ka SS izmai ir iesaisiti tris MS. HSMS602 maieris, analigjot motiva (CAA),
ddu, izraisa DNS strukitas izmanas, kas veidojas palielinoties attojuma skaitam no 8 uz

10 (akle ar atkitojumu (CAA) netika izmantot angde, jo nekonsta&jam popukcija).
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3.10.at&ls lesge

gjama HSMS006 mdtiera sekvences DNS sekung strukiira atkarba
no atkirtojuma skaita. A — ale ar atkirtojumu (TG)o, B — akle ar atlirtojumu (TG)o. Ar
sarkanu atiméts mikrosatats. dG — biva enegija.

Otrs mikrosatats, kas izraisa DNS sekudrds strukfiras izmahas ir HSMS006
(3.10. attls). Saji gadjuma strukiiru izmahas noerojam, palielinot atirtojuma skaitu no
(TG)io uz (TGho.

RNS sekunaras strukiiras izmanas izraisa divu MS atittojumu palieliraSana. Viens no
markieriem ir HSMS702 (3.11. &ls). Izteiktas strukiras izmamnas notiek, ja atictojuma
skaits tiek palieliats no (TG); uz (TG).. 3.11. attla ir atlotas atles (TG)o un (TG)s,
kuram piefdijam saistbu ar juvema idiopatiska artiita dazdam formam.

Otrs makieris ir HSMS006, kuru atiktojumu varicija izraisa ne tikai DNS SS niai,

bet ar RNS strukiiras. Atkiriba no DNS, RNS gaguma strukiiras izmanas notiek pie
galku atkarojuma skaita - palielinoties no (T&uz (TGho.
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3.11.atels lespgejama HSMS702 mdgiera sekvences RNS sekaralstrukiira atkatba
no atkirtojuma skaita. A — ale ar atkirtojumu (TG),. B — aEle ar atlirtojumu (TG) 3. Ar
sarkanu atiméts mikrosatats. dG — biva enegija.

Pargjos HSMS madtieru DNS un RNS sekuadh struktiru gadjuma, palielinoties
atkartojuma skaitam, palielijas konkgtas matadatas jeb cilpas diametrs.

Veicot visu HSMS maiieru iesgjamo DNS liekumu an#@i, secirajam, ka, palielinot
atkarojuma skaitu, palieliis sekvences apgabals ar nerrqain DNS molekulas Ii.
Pientrs pahadits 3.12. atila, kura ir attelots HSMS006 maiera (atkirtojums no 24.1tz 59.
poZcijai) regiona iespjama DNS liekumu strukiras grafiskais attojums. Ar sarkanoiihiju
ir noradits katras sekvences pogas liekuma iesgjamais lekis. Ka var redzt atela,

HSMSO006 mdgiera pozcija no 24.1dz 59. liekuma lgkis paliek nemaifgs.
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3.12.atels lesgejama HSMS006 mdgiera resiona DNS liekumu strukita. Ar zilo finiju
attelots poicijas liekSafs s@jas pakipe, bet ar sarkaniniju — iesg@jama liekuma lakis
konkreta pozcija. HSMS006 mikrosatéta poZcija no 24.1dz 59.

Analizejot HSMS makieru atkirtojuma skaitu ietekmi uz dadu proténu piesaistes
vietu mahu (11.Pielikums B), konstgam vairakas lietas.

Transkripcijas faktori piesaizg tikai HSMS602 mikrosath atkirtojuma sekvere
Konkretak palielinoties vai samazinoties (CAA) atiojuma skaitam ma#s transkripcijas
faktora FAC1.01 piesaistes vietu skaits. #tkjuma (CAA)o gadjuma veidojas astgu
faktoru FACL1.01 piesaistes vietas.

Pargjo maiieru gadjuma transkripcijas faktori piesaig tikai flanl€joSajos galos.
Palielinot atlartojuma skaitu, palieli@s atilums starp Siem faktoriem, kas vait mozmigi,
ja TF savstargji ietekme viens otra dafibu.

Ta ka visi HSMS mikrosatéti atrodas intronos, tad tie var ietelinmRNS veidoSanos no
pre-RNS. Bioinformatiskaja anaizeé konstagjam, ka HSMS702 un HSMSO006 sekvenc
veidojas alternata introna donora paajas, bet HSMS701 un HSMS801 sekvene
alternaiva atzaroSais punkta vietas. Turkd, palielinot atirtojuma skaitu migtajos
markieros, palielids alternawa introna donora vai alternafi atzaroSafis punkta vietu
skaits.

Visu MS moivu sekvences ir laldligas daZdu cis-aktiviacijas elementu piesaistei,
kuru skaits maifis atkatba no atkirtojuma skaita.

Kopuma varam secifit, ka HSMS mikrosat@u noaZme $ina var kit dazda, bet ikviena

no &m bitu elams @rbaudt in vitro.
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3.4.2.VIENA NUKLEOTIDA POLIMORFISMI

Rezultti par iesgjamo funkcioalo noZzmi viena nukleata polimorfismiem, kuriem
pieradijam statistiski ticamu saitu ar Kdu no analiztajam slinibam, ir apkopoti
12. pielikuna A un B tabui.

Analizgjot SNP makieru ietekmi uz DNS un/vai RNS sekund struktiru, seciajam, ka
SS izmaipu izraisa tts polimorfismi, no kuriem divi ietektlnDNS strukiiru, bet viens —
RNS. DNS molekulasapstruktugSanos izrais® SMA6gena insercija/dekija jeb c.-4543_-
4544insC un SNP lokakts -1 pozcija attieaba pret gna 5’UTR galu jeb c.-110C>A. Gir
SNP rajona DNS sekuads struktiras atkaiba no akles ir redzama 3.13. ali.
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3.13.atEls DNS sekundra strukfira atkatha no SNP ¢.-110C>A alem. A — SNP alle
C, B—-SNP ale A. dG — biva enegjja.

RNS sekunaras strukiiras izmapas izraisa PSMA3 géna SNP ¢.543+138G>A
(3.14.atels). SNP atrodaséga 7. introna 138. pdaja, tapec 3.14. agla ir pa@adits introna
5UTR Iidz 298. nukleadam. Polimorfisma ieteken RNS strukiira izmairas no
109. pozcijas idz 222. poxijai.
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3.14.atels RNS sekunaka struktira atkatba no SNP ¢.543+138G>A alem. Attelota
PSMA3gena 7. introna pirmie 292 nukladi. A — SNP alle G, B — SNP ale A. dG — btva
enegija.

Otra iespjama polimorfismu funkcija DNS molekulasnhent ir DNS liekumu veidoSana.
Meés konstatjam, ka DNS liekumu izmak varctu bat iesaistti divi SNP: ¢.-110C>A un
c.543+138G>A. Otra SNP gmna iespjama DNS liekumu strukiras grafiskais attojums ir
redzams 3.15. @&f. Ar sarkano 1hiju ir noradits katras sekvences pogas liekuma
iesgejamais lekis, bet ar zilohiju molekulas liekSanas §p. Attela ir paradits PSMA3gena
7. introna 8kums idz 200. nukleadam, SNP ir lokalizgts 138. potija.

Pec atela ir redzams, ka SNP &és G nomaja uz atli A, izraisa regiona iespjama
liekuma (sarkam linija) lepka samaziaSanos no aptuveni 7,0° uz 4,88,d4 liekSaras sggja
(zila Iinija) samazias no aptuveni 5,1 uz 4,8 vidkam.

Polimorfisma c.-110C>A gapima palielimas iesgjama liekuma lekkis no aptuveni 5,8°

uz aptuveni 7,0°, bet molekulas liek&as@ja samazias no aptuveni 5,1 uz 4,9 vidam.
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3.15.at&ls lesjama DNS liekuma izmaia atkatba no SNP ¢.543+138G>A alem. A —
alcle G, B — atle A. Ar zilo liniju atglots poicijas liekSaas sggjas palkpe, bet ar sarkano
[tniju — ies@jama liekuma lexkis konketa pozcija, SNP pormija analiztaja sekvené 138.
Bioinformatiski analiZjot transkripcijas faktoru un/vai alterid protana veidoSais
elementu piesaistes vietas SNP lokusgiomos (12. pielikums B), secijim, ka TFBS
izmaipas notiekcetru polimorfismu ietek@® PSMA6gena varicijas c.-110C>A gaguma
(3.16. attls), ja ir akle ar nukleadu C, pie sekvences piesasATplal regulatarelementa
piesaistSaras faktors (ZFHX/AREBG6.04). Polimorfisma gagmna & faktora piesaistes vieta
zud, bet veidojas cita faktora (Barbiitet indukcijas elementu bokss) piesaistes vieta.
PSMAG gena polimorfisma c.-4543 -4544insC (delC>insC) igada allu mahas
rezulata zod tis TF piesaistes vietas (LEFF/LEF1.02, CHRF/CHR.0OIn wu
HOXF/NANOG.01). PSMC6 SNP ¢.86-104A>G ras akles gaduma veidojas
NKXH/TTF1.01 piesaistes vieta. Bigz G atles nomaia pret reto A ai PSMAS
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polimorfisma ¢.543+138G>A g&dma izraisa divu TF (HOMF/BARX2.01 un
HBOX/GSH2.01) piesaistes vietas zuSanu un EVI1/MBR1 piesaistes sekvences

veidoSanos.

ZFHX/AREBS6.06 - Atp1a1
regulatora elementa
piesaistiSanas faktors
Cc

|CATGCAAGAGCGGAAGAAA GCGGCTGGTACCCCGGAAGC|
T |

Al 3

BARB/BARBIE.O1 - Barbiturata
indukcijas elements

-129

3.16.at€ls lesgejama PSMA6gena SNP ¢.-110C>A funkci@aia noame. Transkripcijas
faktori ZFHX/AREB6.04 un BARB/BARBIE.O1 piesaist attie@gi no -113.1dz -98. un no -
116. idz -102. pomijai. SNP c.-110C>A ir iamgts; aklu varianti ir atzaméti ar abpugju
bultinu; gena 5’UTR ir iekasots petks. Numeicija ir dota no gna pirna nukleoida jeb
ATG.

Saistba ar introna izgrieSanas pro@esesaisito prot@nu piesaistes vietu mai
analizjam PSMC6gena l.introa lokalizéto SNP ¢.86-104A>G uRPSMA3gena 7. introa
lokalizéto ¢.543+138G>A polimorfismu.adrejos neiekavam anaizg, jo tie ir lokaliZti arpus
introniem.

Abu analizto variaciju gadjuma zad eksona identifikcijas elementu piesaistes vieta un
veidojas vaifiku intronu splaisinga enhanceru un silenceru pséssivietas. SNP c.86-
104A>G varicijas ietekm zad iesgjamais alternava procesinga akceptora jeb introna
5'UTR atpazSanas vieta. K afn alkles A gadiuma lokuss var kalpot X alternaiva
procesinga atzarojuma vieta.

Otrais SNP ¢.543+138G>A atrodas alteiveatprocesinga atzaroSanas ¥ie¥ariacijas
gadjuma palielinas intensilite un ticariba, ka Sai vietai piesaisies atbilstoSais prates.

Kopunma varam seciit, ka proteasomuggu viena nukleatla polimorfismu noune ina

var it dazada, bet ikviena nam batu velams @rbaudt in vitro.
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4. DISKUSIJA

4.1.14g hromosomas polimorfismi

4.1.1.14Q13 REFIONA MS POLIMORFISMI UN TO VARIABILIT ATE

Sawa petijuma izmantofim, iepriekS aprakabs, lokuga 14913 esoSos piecus HSMS
mikrosateitus. HSMS006 méreris ir lokaliZ&ts proteasomas alfa 6.subvieas gna sestaj
introna, bet prgjie augSup noisgena divos citos gnos. KIAA0391 gena ir lokalizeti tris
mikrosateiti: HSMS801, HSMS702, HSMS701, betdpjais un visilak no PSMAG6 gena
lokalizetais HSMS mdgieris ir HSMS602, kas atrod&AM177A1(Cl4orf24)gena 1.introa
(Sjakste et al., 2004).

Sie mikrosateati atrodas rgiona ar augstu konseftismu, piendram, 4.1. ata ir

redzams cilégka, Simpanzes, ga un peles genomu attigo rezionu saidzinajums.
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4.1.attels 14913 regiona filogeretika anaize (Sjakste et al., 2007b).

Cilveka PSMAG6 genam ir sastopami ema homologi daudzosiditaju organismos,
pieneram, peles genoin(4.1. atéls). S gena homologi ir prsteidzosi idzigi ne tikai [gc
funkcijas, bet arpec intronu un eksonu skaitaz lafn pec sekvences. ArS regiona citiem
geniem ir homolgiski géni citos organismos. allefadi izveidoas konkgta genu setba, kas

nav loti mairjusies evaicijas laiki. Tas nommg, ka izmahas lokusa 14ql3 jebla
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polimorfisma veid var kit saisiti ar fenotipiskm izmaham, ko ar saw darta cenimies
pieradit.

Apskatot 1dz 2007. gadam veiktos popaiju asocicijas [Etijjumus starp HSMS
marieriem un daZdam slinibam, konstatjam, ka &ds ir tikai viens sai#ha ar Greivsa
slimiba (Sjakste et al., 2004). Sgpetijuma bija pieadits, ka HSMS602, HSMS801 un
HSMSO006 mikrosat#lu akles ir saistas ar Greivsa slitbu. Turkht izredzu attietbu
koeficients statistiski namigajam aklém bija augsts. Tas saskan armism ieditajiem
rezul@tiem saistba ar citu autoimno slintbu — juveilo idiopatisko artitu.

Saj asocicijas Etijuma (Sjakste et al., 2004) netika noteikti HSMS ki@ru preazi
motivi, ko mes izdafjam masu [Etjjuma pirmo reizi. Secigjam, ka ar NCBI datu dzé esoSo
informaciju sakit tris lokusu mawvi: HSMS006 un HSMS701 ir ar (TG atkartojumu, bet
HSMS801 — ar (AG)

Bet makierim HSMS701 ar mo¢u (AC),AT(AC), Latvijas popudcija variabk dda ir
tikai 3'gala atkrtojums jeb ir ar mavu (AC)AT(AC), Tatad So MS var uzsketpar
vienkarSu dinukleoidu atkartojumu (AC). HSMS602, ieprieks (Sjakste et al., 2004) uzskat
par vienkrsu trinukleoidu atkartojumu jeb (CAA), Latvijas popudcija ir ar saliktu matvu
(CAA)(A),. Bitu interesanti noskaidrot, vai HSMS701 un HSMS6Qivnir 11dzgi citas

popukcijas.

4.1.2.14Q PROTEASOMU PROTENU GENU SNP

Vel viens no ptijuma sakuma uzstditajiem uzdevumiem bija veikt pigo viena
nukleoida polimorfismu raksturoSanu Latvijas pojumiji. S uzdevuma ietvaros &s
analizjam 22 viena nukleatla polimorfismus lokali@us seSos no astem 14.hromosomas
proteasomu proieu ggniem.

Divus SNP PSMA6gena promoterlokalizétie ¢.-632A>C un c.-128A>G), sekvegjat
47 Latvijas popuicijas paraugus, konsgg@m un analizjam pirmo reizi. Bpec informaciju
par tiem iesniedim Nacioralajam Biotehnolgijas infornacijas centram (NCBI, ASV), ko
izmantot daudzu valstu zitnieki. Tas noung, ka esam devusi paliekoSu iegilidhu cilveka
genoma sekversars.

Pec masu ieditajiem datiem pieci polimorfismiRSMB5 SNP ¢.616C>A PSMEL -
€.731C>A,PSMEZ2 polimorfisms ¢.181C>GPSMAG6 SNP ¢.-1910C>T un ¢.684-822A>G)
Latvijas popuicija ir monomorfiski, kas namg, ka ir sastopama tikai viena ncelam.
Apskatot infornaciju par Siem pieciem lokusiem HapMap da#zd) secirajam, ka divi SNP

ir monomorfiski ar Eiropas populcija, bet divi SNP nav analia Si petijjuma ietvaros.
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PSMAGgena varicija ¢.684-822A>G ir sastopama Eiropas papii ar zemu frekvenci jeb
0,03. Tatad nsu ieditie dati apliecina So SNP reto sastoffaurEiropas popactija.

Astonu variciju (PSME1SNP ¢.312G>APSME2polimorfisms ¢.266A>CPSMAG6gena
lokalizetie c.-2486A>G, c.-632A>C, c.-128A>G, c¢.-91G>A undB8T>G, ¢.409+380T>G)
retas akles frekvence kontroles 1 un gasna grup@ Latvijas popuicija bija mazka par
0,05. Tas nameg, ka ticamu rezudtu iegiSanai ar Siem polimorfismientitu nepiecieSama
lielakas kolekcijas. Sadzinot misu ieditos datus par Siem SNP ar HapMa&gijpma datiem,
secirgjam, ka idzgi dati ir par visiem, @emot PSMAG6 géna SNP ¢.409+380T>G,
polimorfismiem Eiropas popitija. PSMA6géna SNP ¢.409+380T>Gep HapMap datiem
Eiropas popuicija ir sastopams 7% ggdmos, bet pc misu datiem 3 - 4% paraugos
atkafiba no kolekcijas. To vatu izskaidrot ar ptijumu at&irigajiem paraugiem, jo HapMap
petijuma analiztaja kolekcija ir ietverti gan Ziemkeiropas, gan Rietumeiropas pamijas
paraugi. Btad ir aptverta vaiiku valstu teritoriju popukijas, bet misu @Etijjuma ir paraugi
no vienas valsts teritorijas popaijas.

Divu lokusuPSMAG6gena lokusu ¢.76+908G>A un ¢.410-183T>Caseakles frekvence
bija lielaka nela 5%, bet pozivi genotigEto paraugu skaits bija maékes nekk 95%. To vagtu
izskaidrot ar nezi@ma polimorfisma lokalizciju izmantotajos praimeros, kas dazos paraugos
trauc veikt veiksmigu genotipSanu. To vatu parbaudt nakotne, sekvengjot So SNP
rajonus paraugos ar nepat rezultitu. Praimeru sekvefs, @c NCBI datu Azé esods

informacijas, nav sastopami polimorfismi.

4.2.2.tipa cukura diabeta asochcijas analze

Viens no ptijuma uzdevumiem bija igtit 14ch gai pleca lokusa 14913 MS un
proteasomu proteu géchu SNP saisbu ar 2.tipa cukura dighu Latvijas popuicija. No
iegatajiem rezulitiem nEs varam secht, ka T2DM ir statistiski ticama saitd ar trim

HSMS makieriem Latvijas popuilcija.

4.2.1.LOKUSA 14Q13 SAISTBA AR T2DM

PSMAG6gena lokalizéta mikrosateita HSMS006 ali (TG),, konstagjam gandiz divas
reizes bieik gadjuma grup neka kontroles 2 paraugiem (attigc 15,35% un 8,54%).
Turklat individam ar 8du akles palielina saslimSanas risks par 94% (jeb OR94)1
salidzinot ar vi@jo slimibas izplatbu popuécija.

Lidzga petijuma, ko veica T. Sjakstes grupa sadbiitar Lundas Universites ziratnieka
Leifa Groopa grupu (Lund University, Leif Groop) tBgas (Somijas) popatija, ai tika
atrasta T2DM saidta ar HSMS006 lokusadil (TG),,, kas idzgi ka Latvijas popuicija
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biezak bija sastopama tieSi pacientu giupbu pEtijumu rezulgti norada uz to, ka HSMS006
mikrosateits, pre@zak ta akle (TG)y, ir saisits ar 2. tipa cukura diatu dazdas Eiropas

popukcijas. To apstiprina arkonkrtas akles izredzu saigtas koeficients, kas ab

popukcijas bija idzigs — Botnijas popéatija 1,99, bet Latvijas — 1,94.afad Sobid varam

izteikt piegemumu, ka HSMS006 miiera (TG), akle ir T2DM riska atle Eiropas

popukcija.

Otrs MS, kur§ pc misu rezulitiem ir saisits ar 2.tipa cukura diatu Latvijas
popukcija, ir HSMS801. Sis méieris ir lokalizts KIAA0391 (zinams ar ka MRPP3jeb
mitohondrioralas RNazes P 3.protea gns (Walker, Engelke, et all., 2008Qr 4.introa.
HSMS801 ir visvarialakais mikrosatats no visiem HSMS méareriem. Rc masu
rezulitiem Latvijas popuicija ir 17 aEles diapazomno (AC).11dz(AC)zs.

Ar T2DM ir saisita akle (AC)4 un heterozigotais genotips (Afgd2> Aléli konstatjam
divarpus reizes regk gadjuma grupa (attieagi 3,88 un 9,76), bet genotipus nekorgtan
nevienam gaguma grupas paraugam (frekvence kontroles 2 »r®7%). Ttad abas
formas var uzsk#@t par slimbu aizsargiosam. Aléele (AC)s samazina @ resatajam
saslimSanas izredzes par 64% (jeb OR = 0,37yzabt ar saslimSanas izrez popuicija.

Pedgjais HSMS makieris, kurS pc masu rezulitiem ir saisits ar 2. tipa cukura dighu
Latvijas popuicija, ir HSMS602, jeb prazak ta alcle ar atlirojumu (CAA) un 3s aEles
homozigotais genotips. Sis MS ir lokalig ¢gna FAM177A1 kura funkcija nav prezi
zinama.

Algli (CAA)ggadjuma un kontroles 2 grdgkonstagjam attie@gi ar frekveném 10,10%
un 20,49%, bet homozigoto genotipu neatnadjadjuma grug, lai gan kontroles 2 gragas
bija 6,56% paraugiem.afad ar Sis abas formas var uzskapar slimbu aizsargjosam.
Aleles (CAA) nésatajam samaziAs saslimSanas izredzesdd 44% (jeb OR =0,44),
saidzinot ar saslimSanas izretz popukcija. Ja personai ir divagdas atles, tad pc miasu
datiem saslimSanas i&g@niba ir mininila.

Dati par gdejiem divi MS bija at&irigi starp Latvijas un Botnijas popgijam (Sjakste
et al., 2007b). Pirntt ir jamin, ka Botnijas popatija netika konsta@ta saistba ar T2DM
nevienai no HSMS801 vai HSMS602 rki@ru aklei vai genotipam. Otrt, HSMS801
maikiera akle (AC)4Botnijas popuicijas ar tika no\erota biezk kontroles grup, bet ne tik
izteikti ka Latvijas popuicija. Attiecigi Botnijas populcijas T2DM grupa ar frekvenci
5,49% un kontroles grap— 8,70%. Genotips (AGy22 Botnijas populcija tika konstagts
alas grups un tis reizes rek tieSi T2DM gru@. TresSkrt, HSMS602 dles (CAAg
rezul@éti ir izteikti atirigi starp popuicijam. Botnijas popuicija alle ir nedaudz biek
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sastopama tieSi ggdma grup (attieagi 11,54% un 9,89%), to#n genotips (CAAY(CAA)g
netika konstats gadjuma grup lidzigi ka Latvijas popuicija. Tas liek dorat, ka Sis
homozigotais genotips nav sastopam T2DM pacientiesg;jams vig Eiropas populkcija.
Tatad HSMS801 un HSMS602 niéeru saistou ar 2.tipa cukura diatu batu
japarbauda c#is Eiropas popdtijas, lai vagtu rurat par to izmantoSanu slilvas
prognoz3sari. Sobid noteikti varam pigemt, ka HSMS801 un HSMS602 rkiru atles
(AC)24 un (CAA) un genotipi (AC)o22 un (CAA)s ir attieagi T2DM aizsargjosas akles

un genotipi Latvijas popatija.
4.2.2.14Q PROTEASOMU PROTENU GENU SAISTIBA AR T2DM

Asociacijas anakze saistba ar 2.tipa cukura digu iekavam septhus 14. hromosomas
proteasomu proteu genu polimorfismus, no kuriem visnomigakos rezulitus iegudm
PSMAG6gena 5’UTR lokalizgtajam SNP c.-8C>G .i§ polimorfisms ir lokalizts -8 pozcija
no gcna 1. eksona jeb piAATG.

Ka riska atli saistba ar T2DM var uzskat variacijas reto &lli jeb akli ar G nukleoidu.
Sadu secigjumu var izdait, pirmkart, jo pec akles sadales SNP lokusa sadatar slintbu ir
uz robezasK ~ 0,05), otriért, jo p=c genotipu sadales Sis SNP lokuss ir #aistr T2DM Py
= 3,81 x 109). Algli G nowerojam gandiz divas reizes bi@k gadjuma grup, bet
heterozigoto genotipa formu — pusotrreiz biezieSi pacientiem. Turpretim &t akles
homozigoto formu nekonstim ne T2DM, ne kontroles 2 grapCitos Eiropas popétijas
petijumos GG genotipa frekvence ir no 0,017 (HapMapjyma) Iidz 0,042 (Coriel Cell
Repositoty petijuma).

Ka papildus pierdijums SNP c¢.-8C>G na@mei T2DM slimbas afistiba ir septhu SNP
lokusu haplotipu an@e, kué konstagjam divu haplotipu (HI6 un HI8) saiku ar 2. tipa
cukura diabtu. Sie haplotipi savstagjy atiiras tikai ar nukleatlu c¢.-8C>G SNP lokus
Turklat haplotips HI8 ar SSNP reto ali G uzradija augstu izredzu attidggzas koeficientu
(OR = 4,00), kas nada, ka 8da haplotipa esataja saslimSanas ie§ja palieliras ¢etras
reizes, satizinot ar popuicijas saslimSanas biezumu.

PSMAG gena polimorfisms ¢.-8C>G ir biezi analiz gan popdlcijas fEtijumos, gan
saistba ar dazdam slinibam (Ozaki et al., 2006; Sjakste et al., 2007a; Thakaa et al.,
2007; Barbieri et al., 2008; Banerjee et al., 2@8nnett et al., 2008; Alsmadi et al., 2009;
Banerjee et al., 2009; Freilinger et al., 2009; dhiara et al., 2009; Honcharov et al., 2009;
Lui et al., 2009; Trapina et al., 2009; Bachmanalgt2010).

Asociacijas dati saisba ar dazdam slimibam ir at¥kirigi. Ka piengru var mirgt
petijjumus ar miokarda infarktu. Japas popucija saistba tika konst&ta ar augstu
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statistisko ticartbu (Ozaki et al., 2006)idzigi rezulgti tika iediti arf Kinas (Lui et al., 2009)
popukcija. Analizgjot piecuKIAA0391un PSMAG6genu SNP, tai skaitc.-8C>G, haplotipu
frekvences, statistiski ticama sa@list ar miokarda infarktu tika piita Sada Arabijas
(Alsmadi et al., 2009). Turpretim, andljat Eiropas popduiciju, predzak Lielbritanijas
(Sjakste et al., 2007a; Bennett et al., 2008), iln dajnas (Takashima et al., 2007)
popukciju, saistba ar So slinbu netika konstata.

Starp starptautiski @famiem rakstiem ir atrodams viengtijums, kudé ir analiZta
PSMA6gena SNP c.-8C>G saibl ar 2. tipa cukura diatu (Barbieri et al., 2008). Saj
petijjuma tika piefdits, ka Sis SNP ir saitd ar miokarda infarkta astibas palieli@aSanos
T2DM pacientiem. Turkit tika konstatts, ka tieSi ret alcle G palielina ubikviina un 20S
proteasomas konceatijas imeni miokarda musKa ginas.

Rezultti par So SNP irloti da&di, ipaSi analizjot dazdas popuicijas (1.7.atils;
Literatiras apskata 1.4.6. apakSnilatoner tas tiek uzskat par \ertigu molekudro
maurkieri, kuru iesaka §it saistba ar daZdam slimibam. To vagtu izskaidrot ar faktu, ka
Ozaki ar kotgiem jau pirmaj S SNP anake piemadija, ka tas ir nomigs tieSi gnu
ekspresi jeb pretzak reta akkle G palielina gna ekspresiju par 1,5k 1,8 reizes, salzinot
ar bieak sastopamo ali (Ozaki et al., 2006). ddejadi SNP varicija iesgjams palielina
PSMAG proténa sintzi un autonatiski sina tiek palielirats citu 20S proteasomu prate
sinttze (Barbieri et al., 2008; Bachmann et al., 2010).

Musu g@tijums apliecinaPSMA6 géna SNP ¢.-8C>G lomu 2.tipa cukura ditb
patal@gija Latvijas popudcija. Turklat So SNP vatu rakotré izmantot K molekubro

mairkieri Sis slimibas prognc&Sara Latvijas popudcija.
4.3.Juverila idiopatiska artr ita asochcijas analize

4.3.1.LOKUSA 14Q13 SAISTBA AR JIA

NakoSais nmisu [Etijuma uzdevums bija igtit saistbu starp 14q mikrosaiéiem un
juverilo idiopatisko artftu Latvijas populcija. Masu rezuliti liecina par to, ka visu piecu
HSMS makieru akles vai genotipi ir sai#t ar JIA vai & oligo- vai poliartita formu.

Apskatot atles un genotipus, kam paelljam statistiski ticamu saitu ar JIA, JIoA
un/vai JIpA, ir pizdalacetras grupas.

Pirmkart, akles un/vai genotipi, kuriem pigdiijam saistbu ar JIA kopura un, sadalot
paraugus §c slimibas smaguma pagem (attiedgi JIOA un JIpA grups), af ar alam

subformam. Saji gadjuma aleles un/vai genotipus Latvijas popaija var izmantot, pirmit,
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prognozjot individa saslimSanas iegpmibu ar slimibu kopuna; otrkart, var noteikt ar kdu
ticamibu kis oligo- vai poliartita forma, bet nenosakot kura no fammtiesi his.

Otra grupa ir a@les un/vai genotipi ar statistiski ticamu saisiar JIA kopura, bet ne ar
vienu no slintbas subforrim. Ss formas var izmantot progrgat individa saslim3anas
iesejamibu ar slimbu kopunma Latvijas popudcija, bet nevar precét kura no septiam
slimibas subforram bis individam.

TreSaji un ceturtaj grup var izdait alkles un/vai genotipus, kurus var izmantot,
prognozjot individa saslimSanas iegpnibu ar konkétu slimibas subformu (oligo- vai
poliartiita subformu) Latvijas popadija. PreGzak Sm aklém un genotipiem ir vai nav
saistba ar JIA kopura, bet ir statistiski ticama saiba tikai ar vienu no JIoA vai JIpA
subfornam.

HSMS801 gaguma par JIA slimbas aizsargoso akli var uzskait akkli ar atkartojumu
(AC)17, bet par JloA subformas riska genotipiem var uzska/us heterozigotos genotipus —
(AC)20121 Un (AChopp3 Turklat genotipu (AC)23 nekonstagjam nevienam JIoA grupas
paraugam, Xk ai nevienam no &jiem JIA paraugiem.

HSMS701 mdgiera atles ar (AC) atkrtojumu 15 un 18 reizes ir JIA riskachds
(attieagi OR = 15,43 un 3,16), bete ar (AC) atlartojumu 20 reizes — pret slilvu
aizsargjoSa atle. Aleles (AC)sun (AC)gir arf abu subformu riska &es, turkht individam
ar kaut vienu noig aklem ir palieliraita iesgjamiba saslimt ar poliarta formu nek ar
oligoartita formu. HSMS701 mikrosated divi heterozigotie genotipi ((AGY19 uUN
(AC)17119 ir juverila idiopatiska artiita riska formas, bet divi homozigotie genotipi ((Afzz
un (ACee ir attieagi pret JIA un JIoA aizsagjpSie genotipi.

HSMS602 mikrosat#tia akles ar 168 un 170 bp ir attigc JIA slimibu aizsargjosa un
riska atle (attieégi OR = 0,28 un 2,40), betaé ar 178 bzu pariem ir pret JIoA
aizsargjoSa atle. SaslimSanas gadma individam gan ar 168 bp garuekl gan ar 170 bp
garu atli palielinas iesgjaniba, ka las poliartita forma, nevis oligoafta forma. Rc § MS
diviem homozigotajiem genotipiem (169/169 bp un /170 bp) va&tu prognozt JIA
kopumng, bet nevagtu noteikt, kura no subfordim bas.

HSMS006 mdgiera gagiuma JIA slimibas aizsargosa un riska alle ir attieagi (TG)1g
(OR = 0,73) un (TG} (OR = 2,29), bet ale (TG)yo ir JIOA subformas riska @k (OR =
3,83). Akle (TG)s kopa ar akli (TG)2o veido heterozigoto genotipu, kas mesatajam
palielina iespjamibu saslimt juvetia idiopatisko artitu 8,38 reizes, salzinot ar popuiciju
kopumna. Turklat individam ar 8du genotipu tica@k bas poliartita (OR = 15,24) forma nak
oligoartita (OR = 7,62). Turprgetja individam ir divas a@les (TG)gjeb akles homozigotais
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genotips, tad iegpamiba saslimt ar oligoafta formu samazis lidz 6%. Asodicijas anaize
pec genotipu sadales, konsjam af alkles (TG)s homozigois formas saighu ar JIoA. $
aleli bija vienlidz biezi izplatta gadjuma un kontroles 1 grap.

Ipasi interesanti izdijas dati par HSMS702 migeri, ko vagtu izmantot gan JloA, gan
JIpA prognozsSari. Més pieadijam divu aklu (TG)o un (TG)3 saistbu attieg@gi ar JIoA un
JIpA. Alele (TG) palielina saslimSanas ieganibu ar oligoartita formu vaigk ka 7,5
reizes (OR = 7,67), betdd (TG)3 palielina saslimSanas ieganiibu ar poliartita formu
vairak neka cetras reizes (OR = 4,33). Ja irdiam ir divas ales (TG), jeb aEles
homozigo# forma, tad saslimSanas ieganiiba ar oligoarita formu izteikti palielias, jo
veseliem indiwdiem $das formas Latvijas popidijas nav.

Starptautiski citjamo literatiru arhva ir viens g tijjums, kué batu analizta HSMS
mariieru saisiba ar ldu no autoimnam slinibam. Sajfi petijuma tika pieidita HSMS602,
HSM801 un HSMS006 mieru saisiba ar Greivsa sliftbu Latvijas popuicija (Sjakste et
al., 2004).

Pirms saldzinam masu g@Etijuma iegitos rezulitus ar Greivsa slitbas asoakcijas
petijjuma rezulitiem, ir nepiecieSamsapveidot jeb vieadot abu ptijjuma aklu nosaukumus.
Katrs [Etijjums ir veikts ar aldrigam genotigSanas metaan, tapéc nav iespjams saldzinat
aléles ar vieadiem tazu pru garumiem. Betat ka abi Etijumi ir veikti viema popukcija,
tad, saldzinot kontroles grupu sadales, ir igiggns atrast &les ar atbilstoSiem garumiem.

Gan ntuisu [Etijuma, gan Greivsa slibbas @tijjuma statistiski ticam saigta ar slinibu
tika pieadita HSMS006 a@leém (TG)g un (TG)s. Vienigi JIA gadjuma Sis atles bija
attieagi pret slimbu aizsargjoSa un slirbas riska a@le, bet Greivsa slifbas gaguma
otradi. Aléle (TG)o abos ptijumos bieZk bija sastopama ggdma grup nela kontroles,
vienigi masu Etijuma S atkiriba bija statistiski ticama, bet Greivsa glas gaguma P
vértiba bija uz robezas (0,07). Tugklabu slimbu asocicijas Etijumos $ aléle bija pret
slimibu aizsargjosSa. Tatad abu ptijjumu rezulgti liecina, ka HSMS006 ma&ieris ir saisits
ar autoiniino slimbu atistibu Latvijas popuicija.

Otrs lokuss, kas uzdija statistiski ticamu saiktu ar alhm autointinajm slinibam, ir
HSMS801. Sa gadjuma Greivsa slirfbas @tijuma tika konstattas divas riska ales
(AC)15 un (AC)o, bet nisu Etijuma saistba ar JIA viena pret slifibu aizsargjosa akle —
(AC)17. Alele (AC)7 Greivsa sliibas @tijuma, lidzigi ka musu Etijuma, biezk bija
sastopama kontroles gajpkas liek dorat, ka § akle vagtu bit ar aizsargjoSu efektu ar

citas autointinas slinibas.
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Asociacijas [@Etijuma ar Greivsa slinbu HSMS602 &lu sadal T.Sjakste grupa
iesgEjams ir izveidojusicetras daZda garuma &lu grupas, kas atbilstu (CAA)Motivam.
Neskatoties uz to, Greivs slibas @tijuma gadiuma grup ir konstattas atles, kas vaitu
atbilst 173, 174 un 175abu pariem (iesgjams apvienotas zem grupas ar 174 bp) (Sjakste at
el., 2004). Ms saw petijjuma Sis akles nekonstajam ne gaguma, ne kontroles grdp Tas
varetu noamge, pirmkart, ka § alle ir Joti reti sastopama un, oftk, ka & ir Greivsa sliribas
riska a€le Latvijas popucija.

Sakdzinot Greivsa slifbu asodicijas anazes aléu datus ar msu Etijuma rezulitiem
par JIA kopuma, varam secift, ka katra slibai ir savas riska a&kes, neskatoties uz
kopigagm. Bet apvienojot abugfjuma iegatos datus, varam apstip#inl4q reziona nozmi
saistba ar autoininam slimibam, kas ir ieprieks posteta (John, Worthington, 2001).

Turklat izvertgjot masu [Etjjuma iegitos rezulitus, HSMS mikrosatéls vagtu
izmantot, lai prognadiu JIA slinibas saslimSanas igg@ribu Erniem Latvijas populcija.
Tas dotu iesfju ne tikai laiGgak veikt dazdus profilaktiskos pagkumus, bet arlaicigak
diagnostiéti slimibu.

Turklat Sie makieri ir perspekivi pétijjumos ar dazdam autoiminam sliniba, tatad ar to

prognozsara.

4.3.2.14Q PROTEASOMU PROTENU GENU SAISTIBA AR JIA

Septhu 14. hromosomas proteasomu phote genu viena nukleata polimorfismu
asocicijas Etijuma ar juvenlo idiopatisko artitu konstatjam, kacetri SNP PSMA6gena
lokalizétie c.-4543 -4544insC un c.-110C>RSMC6gena SNP ¢.86-104A>G uRSMA3
gena polimorfisms ¢.543+138G>A), ir satstar juvenlo idiopatisko artftu un/vai &
oligoartiita vai poliarttta formam.

Analizgjot iegatos datus saiia ar JIA, ir gnem \era, ja SNP ir statistiski ticami saitg
ar slintbu kopuma un ar tikai vienu noas apakstipiem, tad var uzskatka Sis lokusu ir
saistts ar konkgto slimibas subformu (oligo- vai poliatta subformu) Latvijas popadija,
nevis ar slirbu kopuna.

Tadejadi masu dati liecina, ki SMA6gena insercija/dekija c.-4543 _-4544insC un SNP
c.-110C>A, k af PSMC6 gena 1. introa lokalizetais SNP ¢.86-104A>G ir sait ar
juverilo idiopatisko oligoartttu, bet PSMA3 gena 7.introna SNP ¢.543+138G>A - ar
juverilo idiopatisko poliartitu.

PSMAG6 gena polimorfismu c.-4543 -4544insC un c¢.-110C>A fslais ar JIoA
pieradijam, analizjot lokusu @c aklu un/vai @c genotipa sadales. Insercijastdghs
gadjuma saistbu ar kogjo slimibas grupu nekonstim, bet @c genotipu sadales lokusa
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saistba ar JIOA ir uz robezas.aKaf asocicijas anakzé neuzadijas saistba starp kdu no
konkretajam aklém vai genotipiem un JIoA, toEn par riska alli var uzskait akli bez
insercijas jeb ar detiju. To var pamatot ar faktu, ka tikai JIoA gauglcle ar detciju bija
biezak sastopam akle atkiriba no @aréjam trim gru@am (kontrolel, JIA kopumun JIpA).
Ka afi §s aEles homozigoto formu JloA grapsastapm pusotrreiz biedk neld kontroles
grupa.

SNP ¢.-110C>A gaguma statistiski ticamu saigiu konstatgjam aff ar JIA kopum. Ari
&I polimorfisma gaguma asocicijas anakze neuzadijas saistba starp kdu no konkétajam
alelem vai genotipiem un JloA. Togn apskatot iegtos datus, varam seatn ka riska alle ir
retak sastopam alele ar nukleodu A. Juvema idiopatiska oligoartiita gru@ So aéli un
heterozigoto genotipu konstgtm gandfz divas reizes bi@k neka kontroles 1 grup bet
retas akles homozigotais genotips nebija nevienam paralgj@asgruas.

TreSais polimorfisms, kuram pégiijam statistiski ticamu saiktu ar oligoartita formu, ir
PSMC6gena 1. introd lokalizetais SNP ¢.86-104A>G.1S varicijas gaduma, pirmkart,
saistbu pieadijam af ar juvenlo idiopatisko artitu kopund. Otrkart, analiZjot atsevigi
katras alles saigbu ar slinibu, konstatjam, ka riska ale ir re akle ar nukleadu G. $s
aleles resatajam palieliras iesgjamiba saslimt ar juvato idiopatisko oligoartttu 2,43 reizes,
saldzinot ar popuiciju kopuni. Ka papildus pieidijums atles nozmei ir fakts, ka as
homozigotais genotips JIoA grur gandiz tris reizes bieik sastopams nékkontroles 1
grupa.

Ceturéis varicijas PSMA3 gena SNP ¢.543+138G>A) ggdma statistiski ticamu
saistbu konstatjam ar poliartita subformu, anal&got genotipu sadali lokds Saidzinot ar
iepriekS trim aprak#ajiem SNP, Sis polimorfisms ir pret slibu aizsargoSs. Ka
aizsargjoSo atlei var izdait reto a€li ar nukleotdu A. Pretzak par aizsargjoSo faktoru
butu jauzskata gan heterozigotais, garasedEles homozigotais genotips. Heterozigturma
JIpA grup bija sastopama 1,7 reizesatehelkda kontroles grup, bet reis akles homozigat
forma — 2,64 reizes &k.

Apskatot pieejarms publilacijas, secifjam, ka no visiemtetriem SNP ieprieks anatits
ir tikai PSMA6 gna polimorfisms c¢.-110C>A. Sis SNP #tfis saisiba ar miokarda infarktu
Lielbritanijas popuicija (Sjakste et al., 2007a).alRjas varicijas saigba ar dazdam
slimibam nav analizti, tapéc nokemam saidzinat masu ieditos datus par visiegetriem SNP
Latvijas popuicija un HapMap ptijuma datus Ziemie un Rietumeiropas popadijas 60

paraugos.
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Pirmkart, secirajam, ka insercija/détija c.-4543 -4544insC nafita ne tikai HapMap
paraugos. K an NCBI datu faze pie 3 SNP apraksta
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_rei2rs=580782p nav infornacija par

variacijas anati citos [gtjjumos.

PSMA3gena SNP gaguma masu dati bijaidzgi ar HapMap datiemge aklu sadales,
bet Ec genotipa frekverin nowerojam atkiribas. Kontroles 1 grdpatkiras refis akles
homozigoiis un heterozigas formas frekvences, sdtinot ar HapMap datiem, bet gaana
grup atkiras bieas akles homozigat un heterozigat genotipa frekvences. Tas aAda, ka
pec aklu sadales msu popuicija ir lidziga ar Zieme un Rietumeiropas popdijai, bet
genotipu sadale Latvijas popaija ir at&iriga.

Interesantus rezalus iegudm, saidzinot PSMC6 géna polimorfismu. legkuma ir
jasaka, ka pc HapMap datiem SNP ¢.86-104A>G un c.86-46C>T sapst ir saistti pec
nelidzsvaroto saisttas (inkage disequilibriumjeb LD) ar koeficientu = 1,00. Latvijas
popukcija Sis koeficents bija 0,74 (kontrolei 1) un no 0,BBA grum lidz 0,93 JIoA grup
gadjuma kolekcijai. Dorajams, ka So akd¥ribu vagtu izskaidrot ar dado paraugu skaitu:
HapMap @tijuma Sie lokusi bija analii 60 paraugos, bet#su Etijjuma gandiz tris reizes
vairak kontroles grup un vaigk nela divas reizes vaik gadjuma kolekcij.

Lokusa ¢.86-104A>G Latvijas popatijas paraugos (kontroles 1 ga)pkonstagjam
vairak paraugus ar reto @i, salidzinot ar HapMap datiem (0,009), un d&irheterozigoto
paraugu gaglma grug.

Visvairak dazdos g tijumos analizts ir PSMAG gena varicija ¢.-110C>A. Apskatot
dazdu Etijjumu datus (HapMap unCoriell Cell Repository pétijjumi; NCBI datu laze)
konstagjam, ka tajos, @pat k& misu asodicijas [Etijjuma ar JIA, nav atrasts paraugs ar reto
alglu homozigoto formu. So genotipu neatadaf masu [Etijuma saistba ar 2. tipa cukura
diakstu. Abos iepriekSmigtajos arzemju @tijjumos, kas ir veikti Eiropas pogadijas, c.-
110C>A rets akles frekvence ir sadzinoSi zeraka nek masu kontroles 1 grup

Miasu Etijjums apliecina lielo nami analizt dazdus molekuiros makierus da#das
popukcijas, jo katrai populijai ir savasipatribas. Turkit analizt jauktas populcijas
rezul@éti var bit neviennozmigi.

Otrkart, lidzigi ka pec MS gEtijuma, varam athrtoti apstiprirat iepriekS post@to 14q
noZimi saistba ar autoiniinam slinitbam (John, Worthington, 2001).

Turklat, apvienojot abus JIA asacijas fEtijumus, varam sechh, ka lokuss 14q ir
saistts ar konketo sliniibu, uz ko natda augsgt saistba ar HSMS mikrosatiem (P < 0,01

un OR > 2,00 vai < 0,05). Tugklizvelctie un analiztie SNP dji apstiprina So seci#iumu.
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lesgejams ir nepiecieSams papildus citu viena nukbsotpolimorfismu an@e vai visu

proteasomu proteu genu vaiaku polimorfismu haplotipu ange

4.4.Ar slimibam asocéto polimorfismu iespejama funkcionala
nozme

Ka pedejo misu Etijjuma uzdevumu, &% izvirzjam veikt in silico anaizi statistiski
noZmigajiem 14.hromosomas gapleca polimorfismiem. So uzdevumu sev adgim, jo
uzskatam, ka vaiku polimorfismu gtijumi ar tkstoSs paraugiem ahu jaaizsgj ar
petijumiem, kuros katram persp@kdjam polimorfismam veiktuapigu funkciju anati.

Musdienas liela loma tiek piensta tieSi molekaro makieru noZmei gina. Tapec pirms
dazdiem gEtijumiemin vitro ir javeic bioinfornmatiska jebin silico anaize, lai noteiktu kda
varetu bit polimorfisma loma organisimiesygjams ar gena ekspresij

Petijuma izvertegjam polimorfismu sekvefu iesgjamo funkcioralo noami, analiZjot in
silico transkripcijas faktoru piesaistes vietu un sekinmdstrukfiru izmahas atkaiba no
mikrosateitu atkartojumu skaita vai nukletdu nomanas. Veiam af DNS liekumu un
procesing un splaising iesaisito prot@nu piesaistes vietu progrisanuin silico katra
polimorfiska rggionam.

Analizejot RNS sekunara strukfiras un procesinga iesatst faktoru piesaistes vietu
izmaias atkaiba no polimorfisma,npémam \era, vai polimorfisms atrodas gena, kas
piedahs Sajos procesos.

Sap petijuma dda ieklavam polimorfismus, kuriem asddiijas anaizes pieadijam
saistbu ar kKdu no patalgijam, predzak in silico analiZjam visus piecus HSMS
mikrosateitu, visu tis PSMA6gena SNP,PSMC6polimorfismu ¢.86-104A>G ui?rSMA3
gena variciju ¢.543+138G>A.

4.4.1.HSMS MARKIERU IESPEJAMA FUNKIONALA NOZIME

lesEjamais HSMS maieru ietekme uz 2. tipa cukura d&é un/vai juverlo idiopatisko
artritu vatu bat dazdi, tai skais ietekme uz konkito genu ekspresiju.

Sobid varam skaidri ruit tikai par PSMAGgena lokalizéto HSMS makieri, jo pilnigi
skaidri ir zirama tikai § géna darlba. ParKIAA0391 genu ir zinams, ka tas sintéz
mitohondrioralo RNazes P 3.proteu, bet nav ziims pilnga § protana dariba cilveka
mitohondrip (Walker, Engelke, et all., 2008). Bet ggAM177A1(Cl4orf24)gena darfbu
pagaidm informacijas nav.

Ir pieradits, ka MS var ietekdt genu ekspresijas iheni, ietekmjot sailenseru

vai enhanseru elementu piesaisti vai akttvi(Bassuny et al., 2003), izraisot vai ietedjot
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alternaivo procesingu unat regukciju (Horikawa et al., 2000; Hui et al, 2005)a lan
mikrosateiti intronos var ietek@t multifaktorialo slimibu etiolgsiju un patgerezi (Sjakste
et al., 2004). dpat ir pieadits, ka MS var ietek@t gcna ekspresiju caur kodola matriksa
asociicijam (Boulikas, 1993) vai mRNS stabilies regudciju (Lee et al., 2004). MS ir ar
svafigi insulatoru (Filippova et al., 2001), sailensdiRothenburg et al., 2001a, b) un
enhanseru (Bassuny et al., 2003) komponenti.

Ir zinams, ka dazi mikrosati veido piesaistes vietas kodola matriksam (Basgik1993),
bet citos gagjumos veido audu specifiskas piesaistes vietasiksatn (Lenartowski, Goc,
2002). VienkirSi MS atlartojumi var Kt par pamatu sargitam DNS telpiskm struktiram ar
lielu funkcioralu noZmi (Tolstonog et al., 2000; 2005; Li et al., 200pthenburg et al.,
2001a,b). MS arir iesaistti rekombiracija un atjaunosan(Wang, Vasquez, 2007; Chin et al.,
2007).

Tatad iespjams, ka HSMS006 ietekdnizmairas PSMAG gena ekspresija unatad var
mairities proteasomu daiias intensites $ina. PSMAG6 prot@ns ir viens no proteasomas
protaniem, kas atbild par degrgidmo substitu atpazSanas pirms degracijas.

Piengram, T2DM gafjuma IRS-1 un IRS-2 profau, kas ir nounigi insulina rezistences
melanisma (Golab et al., 2004) un cukura désd atistiba (Rhodes, 2005), daudzumang
reguk tieSi proteasomas, kas nodroSina So pmotelegradciju (Rome et al., 2004; Rhodes,
2005). Tadepdi, izmainoties proteasomas ddrdi gan uz akvaku degradciju, gan tieSi
otradi uz pasvaku, var maifties IRS-1 un IRS-2 prote degradcija intensiéte, un sekas var
but cukura diabta attstiba.

JIA gadjuma HSMS makierus iz\elgjamies, balstoties uz hipsitsku defekivo
proteasoralo protanu degradcijas nozmi slimibas patgerezé. Ir pieradita vaiaku
autoimino slimbu asodicija ar “imano”-proteasomu proteu LMP2 un LMP7 gniem.
Dazos ptijumos ir infornacija par So gnu polimorfismu asoaciju ar 1. tipa diaétu (Deng et
al., 1995), pieauguso reimado artitu (Maksymowych et al., 1995), juvim idiopatisko
artritu (Pryhuber et al.,, 1996) un Greivsa sbon (Heward et al., 1999). Uzskata, ka ar
patolqziju asocétas akles novedidz LMP proténu nepietiekamai produkcijai un proteasomu
funkcijas traugjumiem, kuri, piendram, izpauzas ktranskripcijas faktora NéB veidoSans
samaziajums, un §nu uzaémibas palieliasaras pret audgu nekrozes faktoru alfa (Hayashi,
Faustman, 2001). Ja Bipotze ir pareiza, @ varam propadd hipotzes par to, ka jelakla
proteasomu proiea nepietiekama ekspresija starizraigt tadu pasu efektu.

Rurajot par konkétu HSMS makieru lomu &na, mes in silico pieradijam, ka visi pieci
HSMS makieri ir iesaistti procesinga elementu pies&istai skaig, HSMS702 un HSMS006
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mikrosateitu atkartojuma sekveric veidojas alternata introna donora pdajas, bet
HSMS701 un HSMS801 sekvene alternatva atzaroSaas punkta vietas. afad iespjams, ka
tieSi So MS ietekmveidojas izmaitii protani.

Papildus Sai funkcijai HSMS006 nigera atkirtojumu skaita maia ietekng DNS un RNS
sekundro strukfiru izmahas, bet HSMS602 un HSMS702 mikrosdiel attiedgi DNS un
RNS SS.

No visu piecu HSMS mareru atkartojumu sekvengm, tieSi HSMS602 rgons ir
atbilsto3s specifisku transkripcijas faktora (FATI).piesaistei. STF funkcija \&l nav pilrigi
skaidra, bet ir ziams, ka tas palielina ka&pes-3 protma aktivitti (Strachan et al., 2005).

Sie bioinfornitiskas anaizes rezuliti apstiprina izteikis hipotzes par mikrosatgl

nozZimi tieSi gnu ekspresi.
4.4.2.SNP MARKIERU IESPEJAMA FUNKIONALA NOZIME

Bioinformatiski anali£jot tris PSMA6gena SNP PSMC6polimorfismu ¢.86-104A>G un
PSMA3gena variciju ¢.543+138G>A, s iegudm dazdus rezulitus. Mes konstatjam,
ka SNP var bt iesaisiti gan DNS vai RNS sekuadis struktiras izmapas, gan saisi ar
daZdu proténu piesaistu vietu mail.

In silico anaizé meés neatragm informaciju par So va#ciju lomu tieSi mikroRNS
piesaist. Ko vagtu izskaidrota ar to, ka visi #isu analiztie polimorfismi ir lokaliZti
intronos vai gna 5’'UTR gal, bet @c izteiktagm hipo€zém mikroRNS piesaigs ¢Ena
3'UTR galam (Furer et al., 2010).

Pec masu domam starp gniem vai intronos lokalitie SNP va&tu sgEléti lielu lomu tiesi
genu ekspresij (Villard, 2004; Kurmangaliyev, Gelfand, 2008; Taial., 2009),1tzgi ka
tas ir ar intronos lokaletajiem mikrosatatiem. Protams, ka ir nepiecieSams papildu
padziinata anaizes, tai skaitin vitro, par SNP iesamo nozmi génu ekspresi.

To pieada literatiras dati paPSMAG6gena lokalizéto polimorfismu c¢.-8C>G. Neskatoties
uz to, ka bioinforrtiskaja anatzé nekonstajam § SNP iespjamo funkciollo nozmi, tai
skaia ietekmi uz transkripcijas faktoru piesaistes \8etmapu, Ozaki ar kdigiem,
izmantojot vaiikus modgus, ir konstagjis, ka c.-8C>G SNP retakkle G palielina gna
ekspresiju par 1,51dz 1,8 reizes, salzinot ar bieik sastopamo ali. Tam par iemeslu
varetu bit specifiska nezifm kodola faktora saistaris pie DNS ales G gaguma (Ozaki
et al., 2006; Bachmann et al., 2010).

Pargjie divi PSMAG6gena SNP (c.-4543 -4544insC un c.-110C>A) ir lokatlizpirms
géna skuma un abi ir saidt tieSi ar JIoA. Turkit abu polimorfismu rezuita var mainties
DNS sekunaras strukfiras un vaigku TF piesaistes vietas.
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Par c.-4543 -4544insC tieSo ietekmi weng ekspresiju &l ir javeic papildus anges,
bet PSMA6gena SNP c¢.-110C>A ir lokaléts -1 poicija no gna 5’UTR gala, atad no
transkripcijas akuma punkta. Ipec varam teikt, kai§ SNP ir lokalizts rezsiona, pie kura
piesaisis pamata transkripcijas faktorémp ekspresijasakuma. To apliecina arfakts, ka
neatkaigi no polimorfisma &lu nomanas S& pozcija veidojas modulis ETSF_SP1F_2,
kura funkcija ir reguits gena ekspresiju, sadarbojoties faktoram SP1 un |mdélddu
faktoram PU.1.

Bioinformatiska anaize atkéja, ka pie c.-110C>A fgona piesaigis divu atbalsta cinka
pirkstu homedomna transkripcijas faktora saimes Atplal reguiagdementa piesaisaras
faktors (ZFHX/AREBG6.04), ja ir @le ar nukleadu C. Sis TF pie sekvences GTTT[C/G]
saistis ar N-termiala cinka pirkstu klasteri, nodroSinot augst piesaisti pie DNS, un tad
darbojas k silencers gna transkripcijas procas(lkeda, Kawakami, 1995). Rt akles
gadjuma veidojas barbituita veicinoSa elementa transkripcijas faktors, kas parasti
darbojas negati uz proté@na ekspresiju (Liang et al., 1995). So transkriptajktoru nomaja
varctu izraigt dazdas saiknes ar citiem transkripcijas faktoriem, ikéakalizéti Saj rajors.

Turklat c.-110C>A ietekra iesggjams maias ai DNS specifisko liekumu veidoSas
Refas akles gaduma palielimas iesgjama liekuma lakis un samaziis molekulas spa
liekties, kas var ieteket gan DNS SS veidoSanos, gan ah¥ proténu, piengram, TF,
piesaisti.

In silico anaize uzadija, ka PSMC6 gena lokalizéta SNP ¢.86-104A>G ras akles
gadjuma veidojas vairogdziedzeris transkripcijas faktorgdITF-1) piesaistes vieta.1S
faktora ko@joSais gns atrodas 14. hromosaniBoggaram, 2009) un paSa faktora piesaiste
DNS ir atkafga no proteasomu inhibitora (Das, Boggaram, 2007kinams, ka Zurku
parafolikuras C $nas palieliits TTF-1 protena fmenis, ko izraisa samazis C&"
limenis, samazina €ajatiga receptora @a ekspresijasirhert (Suzuki et al., 1998) un
aktivizet kalcitorina gna transkripcija vairogdziedzera @nas (Suzuki et al., 2007).

PSMA3gena SNP c ¢.543+138G>A bioinfoatiskas anaizes rezulita konstagjam, ka
Sis varicijas ieteknd mairas ne tikai RNS sekunda strukiira, bet ar mairas aktiviate ar
kadu proténs piesaistos introna atzarosas punktam. B izmahas vagtu bit viens no
ccloniem proténa divam izoformam, kas savstagp atsiras ar septiam aminoskbem
lokalizetam tuvak 3'UTR galam.

Sie bioinfornatiskas anaizes rezuliti apstiprina izteikis hipotzes par polimorfismu
lesgEjamo lomu tieSi gnu ekspresdj, ka ai paver jaunu undl neizetitu zimtnes jomu, kas

raisa daudzu jaunus, interesantusajauus.
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4.5. Rezultatu kopsavilkums

Apkopojot misu rezulitus un @rskatot kopjo projekta sBhmu, nes varam izdat
galvenos darba posmus. 1. 14. Hromosomas garais pla iz\eléts asodicijas anatzei,
nemot \era proteasomu un attiegi proteasomu proteu genu iesgjamo lomu interegosSo
patal@giju patggerezé. 2. Asocicijas anakzei atbilstoSi polimorfismi tika izteti un
analiZti. 3. Balstoties uz mikrosat&l anaizi, més konstatjam lokusa 14q augstu satst ar
JIA un mazk nozZmigu, bet tordr statistiski ticamu saigiu ar T2DM. lespams,
mikrosateiti pasi par sevi nav saistar patalgiju, tomer rezulati skaidri paida lokusa
saistbu ar analiztajam slimibam. 4. Dati par SNP saibu ar iz\eletajam patalgijam
apstiprina saisibas ar slirtbam, lai gan saisha ir mazka saidzinot ar mikrosat&u anaizi.
lesgejams, ka s neesam iAlgjusies iz&iroSos SNP. 5pemot \era, ka proteasomas sast
no vaikam subviefbam, @s funkcijas izteikika modifikacija drizak vartu notikt, ja ir
izmainta struktira vai ekspresija vaikam subviefbam vienlaidgi. Tas no&da uz haplotipu
anaizes nommigumu, lai pretzi raksturotu atrads asocicijas. Tapéc batu elams visa
genoma proteasomu prote genu polimorfismu kombiaciju anaize. 14q hromosomas
polimorfismu haplotipu an@é nekonstajam izteiktu asodiciju, lai gan niisu rezuliti
norada uz to, ka &ls [Etijjums ir perspekvs. Tapec uzskatam, ka irajurpina proteasomu

protanu ¢gnu polimorfismu asoécijas anakzes ar da@am patalgijam.
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SECINAJUMI

1. 14.hromosomas gamjpleca ir lokalizéti astai proteasomu protau ¢ni (PSMB5,
PSMB11, PSME1, PSME2, PSMA6, PSMC6, PSNABRSMC) un ar tiem sai#i 391
viena nukleada polimorfismi un vismaz 30 mikrosatel GenotigSanai izelcti 22 SNP

un piecus MS lokalitus seSos proteasomu piioie gEnos vai to rajonos.

2. HSMS602, HSMS701, HSMS702, HSMS801 un HSMSO006 rsiteiti, ka af PSMB5
gena SNP c.70C>TPSMAG6 gena SNP c.-4543 -4544insC, c¢.-110C>A un c.-8C>G,
PSMC6gena polimorfisms ¢.86-104A>G un ¢.86-46C>T un c.5U3G>A lokalizts

PSMA3gena ir pieneroti asocicijas [Etijumiem Latvijas popuicija.

3. Masu rezulsti apstiprina HSMS702, HSMS801 un HSMSO006 knenu motvus: attietgi
(TG)n, (AC)y un (TG). Pirmo reizi ir pretzi noteikti MS HSMS701 un HSMS602
motivi. Markierim HSMS701 ir nevis salikts mws (ACEAT(AC),, bet vienldrss -
(AC)p, bet HSMS602 ir ar saliktu motl (CAA)(A)n, nevis vienkrsu (CAA).

4. Ir veikta atla®to molekufiro makieru (lokusa 14913 piecu HSMS mikrosaielun 22
14g hromosomas proteasomu protegetnu SNP) allu sadales Latvijas poyadiija.

HSMS602 molekdrajam makierim Latvijas populcija ir sastopamas vismaz
astmas daidu moivu akles ar kopjo mofivu (CAA)7.s.10-1{A)s.s, HSMS701
markierim — devhas atles diapozoa (AC)14-22, HSMS006 médderiem — desmit ales
(TG)16-25 bet HSMS702 un HSMS801 — attigic16 un 17 ((TG)-25un (AC2-29.

No atlastajiem 22 viena nukleada polimorfismiem pieci SNP Latvijas popaija
bija monomorfiski, astgu variciju retas akles frekvence bija reti sastopamas (akaz
par 0.05), bet divu genotifana nebija veiksipa vismaz 95% paraugu. Seipti
14.hromosomas proteasomu piote génu viena nukleatla polimorfismus:PSMB5
gena SNP c.70C>TPSMAG6gena SNP c.-4543 -4544insC, ¢.-110C>A un c.-8C>G,
PSMC6gena polimorfisms ¢.86-104A>G un ¢.86-46C>T un c.5433G>A lokalizts
PSMA3 gena, pec pirngjas genotipSanas atzam par perspektiem asodicijas
anaizei (frekvence >0,05 un gencifana poziva vismaz 95% paraugos) ar 2.tipa

cukura diabtu un juvenlo idiopatisko artitu.

5. Masu rezuliti pierada, ka ar 2.tipa cukura digt Latvijas populcija ir saistta ar
PSMA6géna SNP ¢.-8C>G un HSMS602, HSMS801 un HSMS006 reétsitiem, ko
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6.

7.

varetu izmanto k& molekubros makierus 2.tipa cukura di@ba prognozsara Latvijas

popukcija.

HSMSO006 alle (TG), ir saistta ar 2.tipa cukura dighu. HSMS602 ale (CAA)s un
HSMS801 alle (AC). ir pret T2DM aizsargjoas atles (attietgi P, = 1,08x1C,
OR = 0,44 urP, = 3,00x1¢, OR = 0,37). K al ir identificéta saistba starp HSMS602
genotipu (CAAY(CAA)s un HSMS801 genotipu (CAy(CA),2 un T2DM.

Proteasomagprotana PSMAG6 géna viena nukleatla polimorfisma c.-8C>G &l
sadale ir saigs ar T2DM Latvijas popétija uz statistikas ticarhas robezas un

slimibas riska &le iesggjams ir ar nukleatu G.

Ir identificéts jauns JIA ugemibas lokuss genomagiena 14q13.2, ietveroKIAA0391
un PSMAG6genus, K arf ir pieradis, ka 14.hromosomas proteasomu pratggnu SNP un
lokusa 14913.2 esoSos HSMS mikrosaies vagtu izmantot & molekukros makierus
juverila idiopatiska artiita un & oligoartiita vai poliartita formu prognogSara Latvijas

popukcija.

Ar JIA kopumna Latvijas popudcija ir saisitas HSMS006 ales (TG)g un (TG)s,
HSMS701 atles (AC)s, (AC)1s un (AC)2, HSMS602 ales ar 168 un 170 bp un
HSMS801 alle (AC)7 ka ai HSMS006 genotips (TGy.z HSMS701 genotipi
(AC)16119 (AC)17/10 Un (AC)1777 un HSMS602 169 un 170 bpehl homozigotie
genotipi.

HSMS006 alle (TG)o un homozigotie genotipi (TGys un (TG)1919 HSMS702
alkle (TG)o un tis homozigotais genotips, HSMS701 homozigotais (Afspenotips
un HSMS801 divi heterozigotie genotipi (Afg): un (ACh23ir saistta ar JIOA, bet ne
poliartritu. Turpretim HSMS702 mhiiera atle (TG)s ir saistta ar JIpA, bet ne
oligoartitu.

PSMAG6 gena SNPc.-4543 -4544insC un c¢.-110C>Al@lun genotipu sadale ir
saistta ar JIoA, bePSMA3gena SNP ¢.543-138G>A genotipu sadale - ar JIpA.

PSMC6gena 1. introna SNP ¢.86-104A>CGeRl sadale ir saifth gan ar JIA kopum
gan ar i subtipu oligoarttu (attie@gi P, = 1,00x1C° un P, = 1,00x10%). Refis akles
frekvence ir auggka gan JIA, gan JIoA grap, saidzinot ar kontroli, una ir
oligoartita atistibas riska @le (OR = 2,43).

In silico anaize rezuliti pierada, ka gan lokusa 14g13.2 mikrosdtel gan 14q
proteasomas praru SNP, asoétiem ar JIA un/vai T2DM, sekvén izmahas

iesgejams ietekm transkripcijas faktoru piesaistes vietu un/vai DM& transkripta
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sekundras struktiras modifilacijas, K& afn ies@Ejams ietekmd DNS liekSaas sggjas
un/vai procesingun splaising iesaistto prot@nu piesaistes vietu mai.

Visu piecu HSMS maieru sekvences ir piefrotas procesinga cis-elementu
piesaistei, kK ai HSMS702 un HSMSO006 atkojuma sekveri veidojas alternata
introna donora paezijas, bet HSMS701 un HSMS801 sekvene alternaiva
atzaroSafis punkta vietas. HSMS006 n&era atkirtojumu skaita maia ietekng DNS
un RNS sekurdto struktiru izmaha, bet HSMS602 un HSMS702 mikrosatiel
attieagi DNS un RNS SS. HSMS602 giens ir atbilstoSs specifisku transkripciju
faktora (FAC1.01) piesaitei.

Divu PSMA6gena SNP (c.-4543 -4544insC un c.-110C>Ajllalnomana ietekng
transkripcijas faktoru piesaistes vietu un DNS sekras strukiiras izmapas, K af c.-
110C>A ietekm@ DNS molekulas liekumu. Pi@SMC6 polimorfisma ¢.86-104A>G
regiona sekvences fretakle gadjuma piesaisttas TF, vaigki procesinga cis-
aktivizacijas elementi unt introna atzaroSanas prota piesaistes viet®SMA3gena
SNP ¢.543+138G>A fgons sekvence ir atbilstoSa vaku transkripcijas faktoru,
introna atzaroSanas praota un procesinga cis-aktidizjas elementi piesaistei atkiad
no akles, kK af polimorfismu ietekrd samazias DNS liekuma lekis.
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with juvenile idiopathic arthritis (JIA) in Latviapopulation.Proceedings of the Latvian
Academy of Science SectionB009 V.63, N3/4, pp. 20 — 30.

2. T.Sjakste, _I.PoudziunasV.Pirags, M.Lazdins, N.Sjakste, Bioinformatic bys#és of
evolutional conservatism, functional significanck microsatelliete alleles of humane
14913.2 region associated with type 2 diabetesitnllProceedings of the Latvian
Academy of Science SectionB008§ V.62, N3/4.

Monogfija, kura ir publiceti rezuliati:

1. I. Rumba-Rozenfelde, E. Bs, O. Braclavska, |. Daugule, I. Ebela, V. Folknsanl.
KaraSevica, LNikitina-Zake, S. Remberga, |. Satd, T. Sjakste, I. Trapa, J. Vents,
Bérnu slintbu riska faktori. LU Akad@miskais apgds,2009 183 Ipp.

2. |I. Rumba-Rozenfelde, I. Ebele, S. Remberga, udbée, I. Trapia, |I. Sauite, E. Bkis,
J. KaraSkvica, T. Sjakste, &nu mirsibu un invaliditi ietekngjoSo faktoru izpte.
Gramata: Latvijas iedwotaju dzvildzi un daves kvaliati apdraudoss slimbas.
Zinatniska anaize un galvesis rekomenakijas. Autoru kolekvs Valda Rraga redakci.
Valsts tijjumu programma medicas ziatne. Riga,2009 67-75.
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Tézu prezentSana un publiéSana:
Starptautisks zinitniskis konferenés

. I. TRAPINA, |I. Rumba-Rozenfelde, N. Sjakste, T. Sjakste Stoflyl4ql3.2 region
microsatellites, SNPs resulted in identificationnaivel candidate locus for association
with JIA. Poster presentation. Disk of abstractsttef 7' Internationaal Congress on
Autoimmunity, Ljubljana, Slovenia, May 5 -9, 2010.

. I. TRAPINA, I. Rumba-Rozenfelde, N.Sjakste, T. Sjak€fase/control study on the
association of SNP in proteasomal genes with jugerdiopathic arthritis (JIA) in
Latvian population. 11th International Meeting Onrian Genome Variation, Complex
Genome Analysis, Tallin, Estonia, 11th -"i& September, 2009, Abstract book pp.117.
. Rumba I., PubpzIiUNAS |., Sugoka O., Sarnavska L., Sokolovska J., Sjakste
Association of 14q 13.2 region microsatellite pobywhism with juvenile idiopathic
arthritis in Latvian population. Ann. Rheum. Diduly 2008, Vol.67, Suppl. I, 273.

. I. PoubziuNnAs, |.Rumba, O.Sugoka, T. Sjakste, 14q13.2 region ronatellite
polymorphism, risk of juvenile idiopathic arthritig\ case-control study in Latvian
population, Poster presentation, International Cesgy of Genetics 2008, Berlin,
Germany, July 1217, 2008, Abstract book, pp. 148.

. I. PoubpziunAs, J.Sokolovska, I|.Rumba, O.Sugoka, T. Sjakste, hpeatson of
association of SNP polymorphisms in proteasomaég@tuster on Chromosome 14 with
juvenile idiopathic arthritis (JIA) in the Latviapopulation, Poster presentation,
International Congress of Genetics 2008, Berlingn@my, July 1217, 2008, Abstract
book, pp.265.

. T. Sjakste, IPOUDZIUNAS, V. Pirags, M. Lazdins, J. Sokolovska, N. Sjakatsociation
study of the 14q13.2 region microsatellite, SNPypawrphism with type 2diabetes
mellitus in Latvian population, Oral poster presentation,Baltic Genetical Congress,
Daugavpils, Latvia, October22, 2007, Abstract book, pp. 180.

. |. PoubpziuNAs, T. Sjakste, M. HKlis, M. LazdnS, V. Rrags, L. Groop, N. Sjakste,
Genetic association of microsatellite markers i3t region with type 2 diabetes
mellitus in Latvian, Botnia populations, their pati@l functional significance, Oral
poster presentation, Genomic Disorders 2007, Hmx@ambridge, Great Britain, March
21-24, 2007, Abstract book, pp. 74.

. T. Sjakste, IPouDZIUNAS, M. Kalis, L. Groop, N. Sjakste, Genetic association,n¢wval
functional significance of 14g13 microsatellite ymbrphisms in type 2diabetes
mellitus, Oral poster presentation, 2nd International TandBRepeat Consortium
Workshop on the Bioinformatics, Genomics, Functibpaof Microsatellites, VNTRS,
Budapest, Hungary, Abstrac book, September 8-106,26p 24.

. |. PoubpziuNAs, T. Sjakste, M. Rlis, M. LazdnS, V. Rrags, L. Groop, N. Sjakste,
Microsatellite profile of the 1413 in associatiaith non-insulin dependent diabetes
mellitus, Oral presentation, 1st Baltic Sea Reg&indents’ Scientific Conference in
Medical Sciences, Riga, Latvia, April 21, 2006,%%
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Latvijas zimitniskzs konferenés

1. I. TRAPINA, T. Sjakste, I. Rumba-Rozenfelde, Ralns, O. Sugoka, N. Sjakste Jauns
14g13.2 asoacijas lokuss ar juvalo idiopatisko artftu. Mutiska prezenicija LU
68. ziratniska konferené Dabas ziatne, Mediéna, Rga, Latvija, 2010. gada 5.felarg,
T&zu apkopojums, 29.1pp.

2. R. Lugins, I. TRAPINA, I. Rumba-Rozenfelde, T. Sjaksteera PSMC6 viena nukleda
polimorfismu saigba ar juverlo idiopatisko artftu Latvijas populcija. Mutiska
prezenicija LU 68. ziratniska konferen€ Dabas ziatne, Medi@na, Rga, Latvija, 2010.
gada 5.febrax1, Tezu apkopojums, 24.1pp.

3. I. TRAPINA, I. Rumba, T. SjaksteSMA6gene related microsatellite polymorphism, risk
of juvenile idiopathic arthritis in Latvian popuian. Book of abstracts of the $TThe
International Scientific Conference of Daugavpileivérsity, Daugavpils, Latvia, 15. —
18. April, 2009, pp.35.

4. I. TRAPNA, |I. Rumba, O. Sugoka, T. Sjakste, Jauni &y 14. hromosomas
polimorfismi, Mutiska prezemnicija LU 67. ziratniska konferené Dabas ziatne,
Medicina, Rga, Latvija, 2009. gada 6.felari

5. I. Rumba, O. Sugokd, TRAPINA, |. Sauite, I.Rinkuza, S.Remberga, J. Sokolovska, L.
Sarnavska, T. Sjakste, Autaimo slimibu pediatrisko slimnieku DNS paraugu kolekcijas
izveide VPP programmas izpildes @aitPostera prezeitija LU 67. ziratniska
konferen¢ Dabas ziatne, Medi@na, Rga, Latvija, 2009. gada 6.felaru

6. R. Lwgins, I. Rumba, |.TRAPNA, T. Sjakste, Cileka 14. hromosomas divu viena
nukleotda polimorfismu izpte JIA slimniekiem, Postera prezacifa LU 67. ziratniska
konferen¢ Dabas ziatne, Medi@na, Rga, Latvija, 2009. gada 6.felaru

Ar darbu nesaistito rezultatu publiceSana un prezentSana

Pilna teksta publilicijas

Starptautiski c#gjamos zuralos

N. Sjakste, L. BagdonieneA. Gutcaits, D. Labeikyte, K. Bielskiene, TRAPINA, I.
Muiznieks, Y. Vassetzky, T. Sjakst€ightly bound to DNA proteins: new data and old
problems. Biochemistry (Moscow), in press

Latvijas un citos valsts zuditos

1. T. Sjakste, Z. Grislis, I. AAPINA, N. Paramonova, O. Sugoka, Intra- and interhaptoty
variability of the myostatin genéSTN in Latvian BlueandLatvian Browncattle breeds.
Proceedings of the International Scientific Confere “Implication of different production
technologies on animal health and food productsliguandices”, 2008, December 4-5,
Sigulda, Latvia, p.171-176.

2. T. Sjakste., A. Jemeljanovs, I. Zitare, N. Paranvand. TRAPINA, V. Sterna, L. Paura,
Microsatellite and single nucleotide polymorphismpoolactin gene RRL) Latvian Brown
cattle breedProceedings of the International Scientific Confexe “Implication of different
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production technologies on animal health and foaddpcts quality indices”, 2008,
December 4-5, Sigulda, Latvia, p.177-182.

3. J.Sokolovska, l.BupziunAs, R.Paeglis, M.Dzintare, Individual Susceptibility
hypotensive action of Mildronateatvijaskimijas Zurmls, 2006, Nr. 4, 398.Ipp.

Tézu prezentSana un publiéSana:

Starptautisks zinitniskis konferenés

1. Jemeljanovs A., I. Zitare, N. ParamonovaPduDzIUNAS, O. Sugoka, J. Miculis, T.
Sjakste, Association study of the PRL gene polymismps with milk performance traits in
Latvian Brown cattle breed. Book of abstracts & §8" Annual Meeting of the European
Association for Animal Production, EAAP 2008 VilsiuLithuania, August 24th — 27th,
2008, p. 24.

2. Grislis Z., I.PouDzIuNASs, O. Sugoka, N. Paramonova, T. Sjakste, Allele lzaqulotype
polymorphism of the myostatin gen®M$TN microsatellite containing region in Latvian
Blue and Latvian Brown cattle breeds. Book of axtt of the 59 Annual Meeting of the
European Association for Animal Production, EAARO&0/ilnius, Lithuania, August 24th —
27th, 2008, p. 23.

3. Jemeljanovs A., I. Zitare, N. ParamonovaPtubziuNAs, L. Paura, V. Sterne, T.
Sjakste, Association study of the PRL and MSTN geuymorphisms with milk
performance traits in Latvian Brown cattle breechoB of abstracts of the 10th World
Conference on Animal Production, WCAP 2008, Capem,dSouth Africa, 2008 November
23rd- 28th

4. Paramonova N., Jemeljanovs A., Zitare IQUBZIUNAS I., Sugoka O., Miculis J., T.
Sjakste, Genetic diversity of the PRL gene in LatvBrown cattle breed. EADGENE 2008
~Animal Disease genomics: Opportunities and Apgiaas”, Edinburgh, UK, 9th - 12th June
2008,. Poster abstracts, p.6.

5. Paramonova N., Grislis Z.,0BDzIUNAS |., Sugoka O., T. Sjakste, Microsatellite and
SNP polymorphism of tht1STNgene in Latvian cattle breeds. EADGENE 2008 ,Animal
Disease genomics: Opportunities and Applicatiogslinburgh, UK, 9th - 12th June 2008,.
Poster abstracts, p.6.

6. |. PoubziuNAs, Encouragement and obstacles starting a PhD privjecatvia, Oral
presentation, Interfaces of Molecular Biology andridulture: Perspectives of Molecular
Breeding in The Next Decade, in round table, Mdr4HL5, 2007, Riga, Latvia.

Latvijas ziritniskis konferenés

1. |. TRAPINA, Miostatina gna polimorfismu iesgjamas funkcioralas noZmes anake ar
bioinformatikas metodiku, Semims projekta ,Miostana gna polimorfismu izpte Latvijas
govju, aitu un zirgu viejas kirnes” ietvaros, Jelgava, Latvija, 11.decembris 2008sga
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2. |. PoupzZiuNAs, T. Sjakste, N.Sjakstddliostatna (MSTN) gena polimorfismu izptes
perspelivas, Mutisk prezenicija LU 66. ziratniska konferené Dabas ziatne, Medi@na,
Riga, Latvija, 2008. gada 1.felari

3. |. Poupziunas, R.Paeglis, M.Dzintare, Individla uzmémiba pret Mildroata
hipotensvo iedarfbu, Postera prezeatija LU 65. ziratniska konferené Dabas ziatne,
Medicina, Rga, Latvija, 2007. gada 1.felar

4. |. POUDZIUNAS, Majdzivnieku genoma projekti un to internetu datizds, Refeats,
projekta ,Rirtika izmantojamo dnieku gergtisko resursu unkdrnu kvalitates iz\ertejums
un falakas izmantoSanas efektigies nodroSiasana.” semifirs, Jelgava, Latvija, 2006.gada
24 .novembr

5. I. PoubpziuNAs, 2nd International Tandem Repeat Consortium Wagslon the
Bioinformatics, Genomics and Functionality of Misetellites and VNTRs, Refds LZP
sadaribas projekta&le, Rga, Latvija, 2006.gada 7.novembr
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PATEICIBA

Lielu pateigbu izsaku, pirmért, savam darba vadjam Dr. habil. biol, prof. Nikolajam
Sjakstem par darba va@nu, & ai Dr. biol. Tatjanai Sjakstei par iegp izstradat So darbu
vinas vadtaja Latvijas Universiites a&enfiras ,LU Biologijas institita” ,Genomikas un
bioinformatikas” grupas laboratofjun par konsudicijam. Tapat gribu pateikties profesorei
Ingridai Rumbai — Rozenfeldei par asins paraugiem jilivediopatiska artrita pacientu DNS
kolekcijas veidoSanai un profesoram ValdiinaBam un Mirim Lazdinam par 2. tipa cukura
diaketa gadjuma/kontroles DNS paraugiems ki ,Genomikas un bioinforiatikas” grupas un
Mediciniskas bidimijas do¢taju grupas (Latvijas Univergsite, MediGnas fakulite)

kolektivam par patizibu un atbalstu darba veikSanai.

Tapat gribu pateikt lielu paldies Latvijas Biomethas @tijumu un studiju centra Genoma
centra ziatniekiem par iesgu vinu laboratorij veikt sekvengSanu, MALDI-TOF masas
spektrometriju un fragmenta garuma amalSirsngs paldies profesoram Leifam ®pam
(prof. Leif Groop) par iesju veikt dazus gtijumus viha laboratorig Endokrinol@ijas nodéa,
Malme slimricas universiite (Zviedrija) un Dr. Mrtipam Kalim, kas vad@la Sos ptijumus.
StazSars Helsinku université Augu genomu laboratodijprofesora Alana Sulmana (prof.
Alan Schulman) un Dr. Ruslana Kalendara (Dr. Ru#{atendar) vatba Zienglu Ministru
padomes projekta ,NeigbourPlus Program” ietvarga Ipapildus ieguvums; par to liels

paldies gan abiem Zitniekiem, gan Zieme Ministru padomei.

Protams, liels paldies manariram Aigaram par atbalstu darba rakahas laik, dodot
papildu stimulu un engifu. Un lielu paldies gribu izteikt arsaviem vegkiem par atbalstu

veicot ne prak vieglo izgitibas céu.
Nobeiguna aif gribctu pateikties Laurai Ritumai par teksta ggdianu latvieSu valad

Sis darbs ir veikts Latvijas Zines padomes grantu Nr. 05.1399. ,14. hromosomas
molekubro makieru saisiba ar ciheka patolgijam” un Nr. 09.1369. ,Struktatas izmanas
mikrosateitu saturods nekodjoSas sekvenés un to funkcioAla noZme” (abu projektu
vaditaja Tatjana Sjakste) ietvarosa kan sadarbojoties ,Latvijas popidijas genofonda
petijuma” apakSprojelt Nr. 05.0023.07.1. ,Asinsspiedienu noteicogierctiskie faktori
Latvijas popudcija” un sadaribas projekta Nr. 10.0010 ,Slifbu etiolgijas, patgercezes un
cilvéka novecoSanas procegerctiska izgte Latvijas popuicija (apakSprojekt ,Proteasomu
génu polimorfismu genoma skings un to saigba ar autoimnam slimibam” (abu

apaksSprojektu vathjs Nikolajs Sjakste). Ogji St darba izmaksas ir segtas no Valsigjpma
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programmas Nr. 9. ,Latvijas ietmtaju dzvildzi un daves kvalititi apdraudoSo galveno
patolgziju  zinatniska izpeéte ar multidiscipliara pEtniecislé konsorcija patzibu”
apaksprojekta ,Brnu mirsibu un invalidiiti ietekngjoSo slimbu niasdiengu agrnas
diagnostikas, profilakses un terapijas gkasnu izstade” (apakSprojekta vaidja |.Rumba-

Rozenfelde).

Darba autore ir gg@musi Eiropas sogia fonda projekta ,,Doktorantu un jauno zinieku
pétnieabas darba atbalsts Latvijas Univertt (2007. un 2008.ga&) un projeki ,Atbalsts
doktora studigm Latvijas Universite” (2009. un 2010. gal stipendiju, kas bija papildus

finansalais atbalsts.
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PIELIKUMI



1. Pielikums Viena nukleotda polimorfisma genotfg$anas metozu apraksts, ietverot tieSo (F), atgngke (R) un genotigamo (G) praimeru
sekvences. F un R praimeri, kas tika izmantoti sei&jot vai nesakribbas (nismatch polimeiazeskedes reakclj apameti ar Fs un Rs un Fm un
Rm, attietgi. MALDI-TOF MS un restrikcijas enma saita polimorfismu metode apgta ar genoSNIP un RESP. Restrikcijasieig, kas tika
izmantots RESP metédir uzradits siprakst. Restrikcijas erima atpamstamais saits nadits Ec enZma nosaukuma, ar buiti noadita &elSanas
vieta. Nukleotds, kas tika analéts izmantojot genoSNIP, nesakioiis RESP vai alspecifisko PCR metodi ir nadlits praimet to paswtrojot.

Polimorfisma ID  Metode Praimeru sekvence Fragmenta garums, bp
amplificeta / &kelta
rs11543947 RESP F-5-AAATGGTCTTTCGCATCTGG-3’ 691/457 + 234
Aasl- GACNNNN|NNGTC R-5-CTCGGCCAAGATTCATTGTT-3
rs12043 RESP F-5-GGCAACAAGAGCAAAACTCC-3 546/316 + 230
Rsel CAYNN |INNRTG R-5-AGGTCAATGTGCCAGAGCTT-3
rs11548692 genoSNIP F-5-CACACAGGCTCAATCATGT-3 179

R-5-GACTTGAAGCCTGAGAGTTT-3'
G-5-TCCTCCCTGIGGCCCAGT-3
G-5-TCCTCCCTGIGGCCCAGTG-3
G-5-TCCTCCCTGIGGCCCAGTAAACTG-3

rs14930 genoSNIP F-5’-ACGTTGGATGGCCCTGTAGGCTGTGTTAT 264
R-5-ACGTTGGATGCCACTCCCTCTACCTCTTCT-3
G-5-biotin-CAAGAAGCCLAGGGGAGAAA-3'

rs1136581 genoSNIP F-5-AGGCATGAGCCTAGGTTG-3’ 263
R-5-GAGGTTGAAGGGCTATCTT-3
G-5-GGCTGACTTGACTICCCTC-3
G-5-GGCTGACTTGACTLCCCTCG-3’
G-5-GGCTGACTTGACTICCCTCCG-3




rs7146672 genoSNIP F-5-GGGTGATGGCACACTGAC-3 153
R-5-AATGCATTTCTCTTTGAGAGT-3
G-5-CAGGGAGAALTCCACACTTA-3
G-5-CAGGGAGAALTCCACACTTAT-3
G-5-CAGGGAGAALTCCACACTTAGGGACT-3
rs5807825 RESP F-5-GTCCTCAGGGAGGAAGCTCT-3 981/754 + 227
BseMI -GCAATG| R-5-AGCCTGAGGTAAGCACTCCA-3
rs9322944 genoSNIP F-5-CAGAATAGCAGAGCAGGAAC-3’ 211
R-5-GCCAATGGGATATTTTTCAC-3
G-5-AGGGGGAGALGTATTAAGAA-3
G-5-AGGGGGAGALGTATTAAGAAA-3
G-5-AGGGGGAGALGTATTAAGAAGTTA-3’
rs7493194 RESP F-5-TCCAGAGAAGGGTCCAGCTA-3' 920/ 405 + 515
EcoNI- CCTNN|NNNAGG R-5-CAGGAGATCCAGGTTGCAGT-3’
rs71640264 Nesakiiias RESP F-5-GCCTCCCAAGTATATGGGACTAC-3 958
Pcil - A|CATGT R-5-CTAAGGGGGTGGTGGAGTGA-3
Fm-5-6-FAM-GAGTTCGAGAGCTGCCTGAC-3 252/230 + 22
Rm-5-AGCCCCGACAATTTTTAGACAT-3
rs71640265 Sekvedgana F-5-CAGGAGAATCGCTTGAACTCAG-3 876
R-5-ACCATGACAGGGCAATTCAG-3’
rs2277460 Adlspecifiskais PCR F-5-ATGCAAGAGCGGAAGAAAEL 256
F-5-ATGCAAGAGCGGAAGAAAA-3’
R-5-CTGAATTGCCCTGTCATGGTA3
rs2277459 Sekvengana F-5-CAGGAGAATCGCTTGAACTCAG-3 876




rs11547365

R-5-ACCATGACAGGGCAATTCAG-3’

rs1048990 genoSNIP F-5-ACGTTGGATGCTCCAGATGAAAGCCTGA-3’ 899
R-5-ACGTTGGATGGCCCTATCTTCCTTAACTCTC-3’
G-5-biotin-AGGGATTGTGTTTLAAGTAGTGCTT-3’

Alglspecifiskais PCR F-5-GGGATTGTGTTTAAAGTAGTGCTTG3 159
F-5'-GGGATTGTGTTTAAAGTAGTGCTTG3
R-5-CTGAATTGCCCTGTCATGGTA-3

rs8017676 genoSNIP F-5-ACGTTGGATGGATTATAAGCCAGACCOTG-3’ 150
R-5-ACGTTGGATGATGATTCCAAGCACAGATG-3’
G-5-biotin-GCCACTAAACTCATTCAAALATAAAAC-3

rs6571711 genoSNIP F-5-ACGTTGGATGAGTATGTCGGGCATTBTTTA-3’ 310
R-5-ACGTTGGATGAATCAGTAAATCTCATCCCTCTC-3'

G-5" - biotin-GTTTGTTTTGACCACCITAAAGAAT - 3
rs17597267 RESP F-5-ACCAGGCAACATCTTGAAGG-3’ 506/141 + 365
EcoRI -G|AATTC R-5-TCCACTGTCTGTTCAAATGTCC-3
rs9322946 RESP F-5’-TAGCCAGATGTGGTGGTGGA-3’ 556/189 + 368
Maell -ACGT] R-5-CCCAGGTTCAAACGATTCTT-3’

rs2295826 RESP F-5-GCTTAAACAAGTATTGCCGATCA-3’ 252/133 + 119

rs2295827 Ddel -C|TNAG R-5-AATTGTTCCCTTACTGAAATAATACAA-3’ 252/196 + 58

rs2348071 genoSNIP F-5-ACGTTGGATGATAGGGTTATTGGGGCTGT-3' 338
R-5-ACGTTGGATGCTCTCAACATCAAACCACACT-3’
G-5-biotin-CCACACATAAAATL CACCAACACT-3’

RESP F-5-GTCTAAGGCAGGGATGTCCA-3’ 232/153+66

TscAl NNCASTGNN|

R-5-ACCAGCTTTCCCATTCAGTG-3'




2. Pielikums 14.hromosomas proteasomu protegenu viena nukleatla polimorfismu alu un genotipu frekveiu sadale kontroles

1 un kontroles 2 grus.

Gens PSMB5 PSMA6 PSMC6 PSMA3
ID numurs rs11543947 rs5807825 rs2277460 rs1048990s2295826 rs2295827 rs2348071
Motivs c.70CY  c.-4543 -4544insC  ¢.-1108> ¢.-8C>G  ¢.86-104A%  ¢.86-46CY  ¢.543+138GA
MAF Kontrole 1 (175) 9,14 42,00 6,57 16,25 11,71 19,14 30,00
Kontrole 2 (121) 11,16 26,03 4,96 8,68 17,77 20,25 35,12
Lokusa statistiskanatze Pa 0,42 6,55 x 10* 0,41 1,18 x 10" 3,80 x 107 0,74 0,19
pec aklem Po 0,40 <0,0001* 0,48 1,14x 0 3,03 x 107 0,67 0,21
Retis akles statistisk Pa 0,58 1,90 x 18 0,62 0,10 0,16 0,79 0,47
anaize Po 0,47 1,42 x 18° 0,46 0,14 0,22 0,69 0,41
Genotipu Heterozigod Kontrole 1 16,00 52,00 13,14 27,50 16,57 29,14 34,8
frekvence Kontrole 2 13,59 13,59 15,53 29,13 20,39 26,21 61,4
Retis akles Kontrole 1 1,14 16,00 0,00 2,50 3,43 4,57 12,57
homozigoi  Kontrole 2 0,00 38,83 0,00 0,00 12,62 12,62 8,74
Lokusa statistiskanatze Pa 0,47 3,34 x 18 0,58 0,27 6,73x 10  4,92x10F  2,45x10°
pec genotipiem Po 0,52 3,68 x 18" 0,48 0,32 6,60x 18  488x10F  2,20x 107

MAF — retis ables (izcelts; c,-4543_-4544insC gjanina akle bez insercijas) frekvende, - statistisk ticaniba fEc y° kritérija; Pp —
korigeta statistisk ticamba, apgkinata ka vidgjais lielums gc 10°000 permuiciju anaizém; * — P<0,05 starp analétajam grugm



3. Pielikums Mikrosatettu HSMS genotipu frekvein sadajumi starp 2. tipa cukura diata

gadjuma un kontroles grm

Mikrosateits
(paraugu skaits

Genotipa frekvences, %

_ Genotips
gadjuma / Kontrole 2  T2DM P. Py OR RR
kontroles grups)
(CAA) 77 36,89 49,04 0,24 0,26 1,65 1,33
(CAA) 75 20,49 15,38 0,40 0,40 0,71 0,75
HSMS602 (CAA) 710 25,41 28,85 0,65 0.70 1,19 1,14
(101/123) (CAA)gs 6,56 0,00 1,03x18 1,50 x 107
(CAA) g0 7,38 4,81 0,45 0,70 0,63 0,65
(CAA) 1010 3,28 1,92 - - - -
(AC)15/16 2,44 1,94 - - - B
(AC)1517 2,44 0,97 - - - -
(AC)15/18 0,00 0,97 - - - -
(AC)1616 3,25 7,77 0,15 0,20 2,51 2,39
(AC)16117 12,20 11,65 0,91 0,98 0,95 0,96
(AC)1618 2,44 2,91 - - - -
(AC)16119 11,38 19,42 0,14 0,12 1,88 1,71
(AC)16120 4,88 6,80 0,56 0,60 1,42 1,39
(AC)1717 3,25 1,94 - - - -
(AC)1718 4,07 1,94 - - - -
HSMS701 (AC)17110 8,94 5,83 0,41 0,50 0,63 0,65
(103/123) (AC)17120 3,25 5,83 0,37 0,32 1,84 1,79
(AC)17/21 0,00 0,97 - - - -
(AC)17122 0,00 0,97 - - - -
(AC)1818 0,00 0,97 - - - -
(AC)1819 2,44 4,85 - - - -
(AC)18120 3,25 0,97 - - - -
(AC)1g/21 0,81 0,00 - - - -
(AC)1g/22 0,00 0,97 - - - -
(AC)19119 18,70 13,59 0,38 0,40 0,68 0,73
(AC) 19120 13,82 7,77 0,19 0,25 0,53 0,56
(AC)20120 2,44 0,97 - - - -
HSMS702 (TGr212 30,77 23,14 0,32 0,30 1,48 1,33
(104/121) (TG)r2n13 36,54 42,15 0,57 0,57 0,79 0,87
(TG)12115 1,92 4,96 - - - -
(TG)12116 0,96 0,00 - - - -
(TG)12118 2,88 1,65 - - - -
(TG)12120 0,00 0,83 - - - -
(TG)12121 0,96 1,65 - - - -
(TG)12122 0,96 0,00 - - - -
(TG)12123 4,81 4,13 - - - -
(TGzns 6,73 12,40 0,19 0,18 0,51 0,54



(TG)13114 0,96 0,00 - - - -
(TG)1ans 1,92 0,83 - - - -
(TG)13116 2,88 1,65 - - - -
(TG)1322 1,92 0,83 - - - -
(TG)13/24 1,92 3,31 - - - .
(TG)14s22 0,96 0,00 - - - .
(TG)1si1s 0,00 0,83 - - - -
(TG)1s1s 0,00 0,83 - - - .
(TG)1s121 0,00 0,83 - - - -
(TG)1s122 0,96 0,00 - - - -
(TG)1s125 0,96 0,00 - - - -
(TG)19125 0,96 0,00 - - - -
HSMS801 (AC)13n7 0,00 0,97 - - i -
(103/123) (AC)1s17 1,63 0,97 - - - -
(AC)1521 3,25 5,83 0,37 0,37 1,84 1,79
(AC)15122 3,25 3,88 - - - .
(AC)15123 0,00 0,97 - - - -
(AC)15024 0,81 0,00 - - - -
(AC)15/25 0,00 1,94 - - - -
(AC)1617 1,63 0,00 - - - -
(AC)1717 4,88 1,94 - - - -
(AC)17110 0,81 0,97 - - - -
(AC)17120 1,63 2,91 - - - -
(AC)17721 8,94 18,45 0,06 0,09 2,30 2,06
(AC)17122 2,44 7,77 0,07 0,15 3,37 3,18
(AC)17111 1,63 0,97 - - - -
(AC)1713 0,81 0,00 - - - -
(AC)18120 0,00 0,97 - - - -
(AC)18122 0,81 0,00 - - - -
(AC)19/21 2,44 0,97 - - - -
(AC)1922 1,63 0,00 - - - -
(AC)1923 0,00 0,97 - - - -
(AC)19/24 0,81 0,00 - - - .
(AC)19126 0,00 0,97 - - - -
(AC)20120 0,81 0,00 - - - -
(AC)20121 6,50 3,88 0,40 0,70 0,58 0,60
(AC)20122 4,07 0,00 422x10 4,99x10”
(AC)20123 2,44 0,97 - - - -
(AC)20125 1,63 0,00 - - - -
(AC)21/21 8,94 8,74 0,96 1,00 0,97 0,98
(AC)21/22 8,94 15,53 0,17 0,16 1,87 1,74
(AC)2123 1,63 0,00 - - - -
(AC)21124 7,32 2,91 0,16 0,25 038 0,40
(AC)21/25 2,44 0,97 - - - -



(AC)21126 0,81 0,97 - ; ] .
(AC)21/27 0,81 0,00 - ; ] .
(AC)22122 4,07 2,91 - ; ] .
(AC)22123 1,63 2,91 - ; ] .
(AC)22124 2,44 1,94 - - - -
(AC)22125 1,63 0,97 - - - .
(AC)22126 1,63 0,97 - - - -
(AC)23124 2,44 1,94 - - - -
(AC)23125 0,00 2,91 - ; ] .
(AC)24/24 1,63 0,00 - - ; )
(AC)24125 0,81 0,00 - - ; )
(TGh7ns 0,00 0,99 - - 5 :
(TGh7no 0,81 0,00 - ; ] .
(TGsns 6,50 5,94 0,87 0,99 0,91 0,91
(TG0 13,01 8,91 0,38 0,56 0.65 0,69
(TG)1sr20 3,25 2,97 - - - -
(TG)igr21 13,01 6,93 0,17 0,15 0,50 0,53
(TG)1s122 6,50 9,90 0,39 0,50 1,58 1,52
(TGsrs 4,88 1,98 - ; ] .
(TGisr2a 0,81 1,98 - ; ] )
(TGhsno 8,13 3,96 - ; ] .
(TG)or0 1,63 0,99 - - R -
(TG)1gr21 8,94 13,86 0,29 0,29 1,64 1,55
HSMS006 (TGsr22 4,07 7,92 0,24 0,24 2,03 1,95
(101/123) (TG)iors 5,69 1,98 0,17 0,12 0,33 0,35
(TG)10/24 0,81 0,99 - - - -
(TG)20120 0,00 1,98 - ; ] )
(TG)20121 1,63 3,96 - ; ] .
(TG)20122 0,00 1,98 - ; ] )
(TG)20123 2,44 0,00 - ; ] )
(TG)2v21 8,13 6,93 0,75 0,89 0,84 0,85
(TG)ow22 4,88 6,93 0,53 0,55 1,45 1,42
(TG)a1r2s 1,63 1,98 - - - -
(TG)21/24 0,00 0,99 - - - -
(TG)22122 0,00 0,99 - ; ] )
(TG)2223 1,63 1,98 - ; ] )
(TG)2s23 0,81 0,99 - ; ] )
(TG)2srzs 0,81 1,98 - ; ] .

P, - statistisk ticanba fEc y° kriterija; P, — korigeta statistisk ticanba, apekinata ka vidgjais
lielums @c 10'000 permdiciju anaizém; OR un RR — stafpu attie@ba un relavais risks; ClI

95% - konfidences inte#ils pie 95%;

»—» — genotips netika ielauts asodakijas anatze; * — P<0,05 starp kontroles un T2DM gram



4. Pielikums Mikrosatettu HSMS atlu frekvergu un heterozigates indeksu
sadaljumi starp 2. tipa cukura diata gadjuma un kontroles gr@m

Heterozigoites
i _ Al&lu frekvences (%) indekss
Mikrosateits  Aléles , o
sagaidmais/iegitais
Kontrole T2DM P. Py OR RR Kontrole  T2DM
(CAA), 59,84 71,75 0,25 0,26 1,66 1,19 0,56 0,45
HSMS602 (CAA)g 20,49 10,10 9,70x1® 1,08 x10* 0,44 0,49 / /
(CAA) 10 19,67 18,75 0,84 0,91 0,94 0,95 047 0,49
(CA)13 2,44 1,94 - - - -
(CA)14 19,92 29,13 0,08 0,09 1,65 1,46
(CA)1s 18,70 16,02 0,53 0,54 0,83 0,86
0,76 0,76
HSMS701 (CA)16 6,50 7,28 0,76 0,72 1,13 1,12 / |
(CA)17 32,52 36,99 0,49 0,52 0,82 0,88 0.72 0.7
(CA)1s 15,04 11,65 0,36 0,34 0,74 0,77
(CA)10 0,41 0,49 - - - -
(CA)20 0,00 0,97 - - - -
(TG)12 50,83 55,29 0,60 0,57 1,20 1,09
(TG)is 36,78 29,81 0,27 0,30 0,73 0,81
(TG)14 00,00 0,96 - - - -
(TG)is 4,13 1,92 - - - -
(TG)16 0,00 0,48 - - - -
(TGh7 3,85 2,48 - - - - 0,60 0,60
HSMS702  (TG)g 00,00 0,48 - - - - / /
(TGho 0,41 0,00 - - - - 0,64 0,63
(TG)20 0,41 0,00 - - - -
(TG)x 1,24 2,40 - - - -
(TG)22 0,00 0,96 - - - -
(TG)2s 3,72 3,37 - - - -
(TG)24 0,00 0,48 - - - -
HSMS801  (CA)is 0,00 0,49 - - - - 0,83 0,80
(CA)1s 4,47 6,80 - - - - / /
(CA)16 0,81 0,0 - - - - 0,80 0,86
(CA)17 14,63 18,45 0,36 0,39 1,32 1,26
(CA)18 0,41 0,49 - - - -
(CA)10 2,85 1,94 - - - -
(CA)0 8,94 4,37 0,07 0,09 0,47 0,49
(CA)2 30,49 33,50 0,62 0,64 1,15 1,10
(CA), 18,29 19,90 0,72 0,73 1,11 1,09
(CA)23 4,07 5,34 0,54 0,66 1,33 1,31
(CA),4 9,76 3,88 2,34x1I8 3,00x10* 0,37 0,40



(CA)s 3,25 3,40 - - - .
(CA)26 1,63 1,46 - . ) )
(CA)27 0,41 0,00 - - - -
(TG)y7 0,41 0,00 - - - -
(TG 27,24 22,77 0,40 0,46 0,79 0,84
(TG)1o 25,61 21,29 0,40 0,39 0,79 0,83
(TG) 4,47 6,93 0,21 0,21 159 1,55 0.79 0.81
HSMS006 20 ’ ' ' ’ ’ ’ / /
(TG)x 23,17 24,26 0,83 0,83 1,06 1,05
0,76 0,80
(TG)zz 854 1535 4,64x10 4,00x10* 194 1,80
(TG)as 9,35 5,94 0,22 0,16 0,61 0,64
(TG)os 1,22 2,97 - - - -

P, - statistisk ticaniba Ec y° kritarija; P, — korigéta statistisk ticantba, apekinata ka
vidgjais lielums gc 10°000 permuiciju anaizem; OR un RR — starpu attie@ba un relawvais
risks; Cl 95% - konfidences inteatg pie 95%;
. — al&le netika iekauta asodicijas analkzg; * — P<0,05 starp kontroles un T2DM gramp



5. PielikumsA Visu septiu lokusu bieik sastopamo haplotipu sadale un

statistislke anaize T2DM un kontroles 2 grap.

Haplotips  Apzimgjums HI1 HI2 HI3 Hl4
Sekvence CDCCACA CDCCACG CDCCGTG CICCACA
Frekvence Kontrole 13,11 11,17 5,34 12,62
T2DM 7,44 6,20 3,31 15,29
Statistisk Pa 0,20 0,17 0,52 0,59
anaize Py 0,29 0,26 0,33 0,47
OR 1,09 1,12 1,00 0,51
(95%) (0,37 - 3,24) (0,37-3,43) (0,28-3,63) (0,18-1,44)
RR 1,76 1,8 1,62 0,83
(95%) (2,00 - 3,10) (0,97 -3,36) (0,66 -3,95) (0,52-1,32)
Haplotips  Apzimgjums HI5 HI6 HI7 HI8
Sekvence CICCACG CICCGTG CICGACG CICGGTG
Frekvence Kontrole 21,36 3,40 5,34 5,34
T2DM 28,51 8,68 7,02 0,83
Statistisk Pa 0,28 9,43 x 19 0,59 3,93 x 16"
anaize Py 0,34 4,97 x 16 0,79 1,01 x 16*
OR R 0,24 0,47 4,00
(95%) (0,07 -0,84) (0,14-1,54) (0,69 - 23,26)
RR 0,75 0,39 0,76 6,46
(95%) (0,54 -1,04) (0,17-0,90) (0,36-1,59) (1,45-28,81)

SNP setba haplotipu kombiicijas: PSMB5 variacija ¢.70C>T;PSMA6 gena SNP c.-
4543 _-4544insC (2.; 1/D), ¢.-110C>A (3.) un c.-8Cx&), PSMC6 gna lokalizétie c.86-
104A>G (5.) un ¢,86-46C>T (6.) un PSMA3 SNP ¢.548G>A (7.).

P, - statistisi ticamba Ec y* kriterija; P, — korigéta statistisk ticamba, apekinata ka
vidgjais lielums gc 10'000 permuiciju anaizém; OR un RR — stafpu attiegba un relavais
risks; Cl 95% - konfidences integ pie 95%; R — references haplotips ORekpram; * —
P < 0,05 starp analétajam gruam.



5. Pielikums B.20S proteasomu prates ¢enu analizto SNP bieik
sastopamo haplotipu sadale un statigteskaize T2DM un kontroles 2 grap.

Haplotips Apziméjums Hal Ha2 Ha3 Ha4 Ha5
Sekvence CDCCA CDCCG CICCA CiCCG CICGG
Frekvence Kontrole 7,44 9,09 18,60 41,32 7,02
T2DM 16,02 15,53 12,14 28,64 10,68
Statistisk Pa 4,66 x 10™ 0,18 0,23 0,11 0,36
anaize Py 7,14 x 1C¢° 0,25 0,30 0,09 0,51
OR 3,11 2,47 0,94 2,19
(95%) (1,61-6,01) (1,31-4,64) (0,52 -1,69) R (1,08 - 4,45)
RR 2,15 1,71 0,65 0,69 1,52

(95%)  (1,25-3,70) (1,03-2,85) (0,41-1,02) (0,53-0,90) (0,83 - 2,78)

SNP setba haplotipu kombicijas: PSMB5 variacija ¢.70C>T;PSMA6 gena SNP c.-
4543 -4544insC (2.; I/D), ¢.-110C>A (3.) un c.-8C¥G), un PSMA3 SNP ¢.543+138G>A
(5.).

P, - statistisk ticaniba fgc y* kritérija; P, — korigata statistisi ticaniba, apekinata ka
vidgjais lielums gc 10’000 permuiciju anaizem; OR un RR — starpu attie@ba un relavais
risks; Cl 95% - konfidences intealg pie 95%; R — references haplotips ORekiplam; * —

P < 0,05 starp analétajam gruam.



6. Pielikums Mikrosateitu HSMS genotipu frekvel sadajumi starp juverla
idiopatiska artfita un & formu pacientiem un kontroles g
Genotipa frekvences, %

Mikrosateits Genotips

Kontrole 1 JIA JIoA JIpA
167/168 0,44 0,00 0,00 0,00
167/170 0,00 0,60 0,00 0,00
168/168 7,08 1,80 1,05 2,04
168/169 10,62 4,19 5,26 4,08
168/171 4,87 1,80 3,16 0,00
168/177 4,87 2,40 3,16 2,04
168/178 0,44 0,60 0,00 0,00
169/169 25,22 44,91 45,26 40,82
169/170 0,44 0,00 0,00 0,00
HSMS602 169/171 15,04 8,98 10,53 10,20
169/177 9,73 11,98 11,58 16,33
169/178 7,52 2,40 1,05 2,04
170/170 4,42 14,37 13,68 16,33
170/177 0,44 0,00 2,11 2,04
171/171 1,77 2,40 0,00 0,00
171/177 3,54 1,20 2,11 0,00
171/178 1,77 0,60 1,05 0,00
1771177 1,33 1,20 0,00 4,08
178/178 0,44 0,60 0,00 0,00
HSMS701 (AC) 14118 0,44 0,63 1,15 0,00
(AC)1s115 2,21 1,27 0,00 2,04
(AC)1s116 2,65 3,16 2,30 4,08
(AC)1s117 2,21 1,27 2,30 0,00
(AC)1s18 5,31 4,43 3,45 6,12
(AC)1s119 5,31 5,06 5,75 4,08
(AC)1s120 3,10 0,63 0,00 2,04
(AC)15/21 0,44 0,00 0,00 0,00
(AC)16/16 11,06 1,90 3,45 0,00
(AC)16117 2,21 1,27 2,30 0,00
(AC)1618 4,42 12,66 11,49 18,37
(AC)16119 9,29 23,42 22,99 20,41
(AC)16120 5,75 2,53 2,30 4,08
(AC)17117 5,75 0,00 0,00 0,00
(AC)17118 1,33 1,27 1,15 0,00
(AC)17119 1,77 8,86 10,34 6,12
(AC)17120 4,87 7,59 8,05 6,12
(AC)17/21 0,00 1,27 1,15 2,04
(AC)1s118 7,08 3,80 4,60 2,04
(AC)1s119 1,77 2,53 1,15 2,04

(AC)1s/20 2,21 0,63 0,00 2,04



(AC)18/21 1,33 7,59 4,60 12,24
(AC)19119 10,62 5,06 8,05 2,04
(AC)19120 4,42 1,90 3,45 0,00
(AC)1921 0,44 0,63 0,00 2,04
(AC)19122 0,44 0,63 0,00 2,04
(AC)20120 2,65 0,00 0,00 0,00
(AC)20121 0,88 0,00 0,00 0,00
(TG)1or0 0,00 4,17 6,25 2,04
(TG)iom1 2,17 3,57 4,17 4,08
(TG)10i22 0,00 0,60 0,00 0,00
(TG)1111 24,35 36,90 36,46 32,65
(TG)1112 45,22 26,19 28,13 28,57
(TG)1113 1,30 0,60 1,04 0,00
(TG)11/14 3,91 1,79 2,08 2,04
(TG)ran7 0,43 2,38 1,04 6,12
(TG)111s 1,74 0,00 0,00 0,00
(TG)11r20 0,43 0,00 0,00 0,00
(TG)1121 0,87 0,00 0,00 0,00
(TG)11/24 0,43 1,19 2,08 0,00

HSMS702 (TG)1125 2,17 0,00 0,00 0,00
(TG)12112 8,26 11,31 9,38 8,16
(TG)1z2n3 0,43 0,00 0,00 0,00
(TG)1214 0,87 0,00 0,00 0,00
(TG)1zns 0,43 0,00 0,00 0,00
(TG)1zr22 0,87 0,60 0,00 2,04
(TG)12/24 1,30 1,19 1,04 0,00
(TG)1225 1,74 1,19 1,04 2,04
(TG)13113 1,74 7,14 6,25 12,24
(TG)1314 0,43 0,00 0,00 0,00
(TG)14114 0,00 0,60 0,00 0,00
(TGi7124 0,00 0,60 1,04 0,00
(TG)1sns 0,43 0,00 0,00 0,00
(TG)21/24 0,43 0,00 0,00 0,00

HSMS801 (AC)1115 0,44 0,00 0,00 0,00
(AC)12117 0,44 0,00 0,00 0,00
(AC)1221 0,00 0,60 1,08 0,00
(AC)14122 0,44 0,00 0,00 0,00
(AC)15115 1,33 0,00 0,00 0,00
(AC)15117 2,65 0,00 0,00 0,00
(AC)1s5119 0,44 0,00 0,00 0,00
(AC)15120 0,44 1,81 3,23 0,00
(AC)15121 3,10 1,20 0,00 2,00
(AC)15122 1,77 0,60 0,00 2,00
(AC)15123 0,88 0,60 0,00 2,00



(AC)1s125
(AC)1s126
(AC)1s27
(AC)1617
(AC) 16/20
(AC) 16/22
(AC) 17/17
(AC) 17/19
(AC)17120
(AC)17121
(AC)17122
(AC)17123
(AC) 17/25
(AC) 17/26
(AC) 17/27
(AC) 18/21
(AC) 18/24
(AC)10121
(AC)10122
(AC)10125
(AC)10127
(AC) 20/20
(AC) 20/21
(AC) 20/22
(AC) 20/23
(AC)20124
(AC)20125
(AC)20126
(AC)2121
(AC)21/22
(AC)21/23
(AC)21/24
(AC)21/25
(AC)21126
(AC)2127
(AC)21128
(AC)z22122
(AC)22/23
(AC)22/24
(AC)22/25
(AC)22/27
(AC) 23/23
(AC)23125
(AC)23126

0,88
0,00
0,44
0,88
1,77
0,00
4,87
0,44
1,77
8,85
3,54
3,54
2,65
0,44
0,00
0,44
0,00
0,88
1,33
0,44
0,44
0,88
7,52
1,77
0,88
0,88
1,33
1,77
10,18
6,64
2,65
0,88
3,98
1,33
0,88
0,44
5,75
0,00
0,00
0,88
0,44
1,33
0,88
0,44

0,00
1,20
0,00
0,00
0,00
0,60
1,20
0,00
0,60
4,22
6,02
1,20
2,41
0,60
1,81
0,00
0,60
1,20
0,60
0,00
0,00
0,60
18,07
6,02
1,20
0,60
1,20
0,00
4,82
14,46
3,61
2,41
3,61
0,00
0,00
0,00
2,41
7,23
0,60
1,81
0,60
3,01
0,00
0,00

0,00
1,08
0,00
0,00
0,00
0,00
1,08
0,00
0,00
4,30
5,38
1,08
3,23
0,00
3,23
0,00
0,00
1,08
0,00
0,00
0,00
0,00
20,43
6,45
1,08
1,08
2,15
0,00
3,23
12,90
4,30
4,30
3,23
0,00
0,00
0,00
3,23
9,68
1,08
1,08
0,00
1,08
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
2,00
2,00
0,00
2,00
6,00
6,00
2,00
0,00
2,00
0,00
0,00
2,00
2,00
2,00
0,00
0,00
0,00
12,00
2,00
2,00
0,00
0,00
0,00
6,00
16,00
2,00
0,00
6,00
0,00
0,00
0,00
0,00
6,00
0,00
4,00
2,00
6,00
0,00
0,00



(AC)24124 0,88 0,00 0,00 0,00
(AC)24725 0,44 0,00 0,00 0,00
(AC)2s/25 0,88 0,60 0,00 2,00
(AC)27127 0,44 0,00 0,00 0,00
(TG)erz2 0,88 0,00 0,00 0,00
(TG)sns 10,62 2,94 2,06 4,00
(TGsio 5,75 7,06 5,15 12,00
(TGsrzo 0,44 3,53 5,15 0,00
(TGhsrzr 17,70 20,59 21,65 14,00
(TGhsrzz 3,98 4,71 5,15 2,00
(TGhsrzs 1,77 1,76 3,09 0,00
(TGsoa 0,00 1,76 2,06 2,00
(TGhone 15,04 1,76 1,03 2,00
(TG)1ar20 1,33 0,59 1,03 0,00
(TGhor2r 7,52 7,65 8,25 8,00
(TGhorz2 5,31 11,76 13,40 12,00
(TG)10r23 1,33 2,94 1,03 4,00
(TGor2a 0,44 0,00 0,00 0,00
(TG)z0120 0,44 0,00 0,00 0,00

HSMS006  (TG)ao 0,88 2,94 3,09 2,00
(TG)0r22 0,88 0,00 0,00 0,00
(TG)02 1,33 12,94 12,37 16,00
(TG)z0124 0,44 0,59 0,00 2,00
(TG)avat 5,31 2,35 2,06 4,00
(TG)122 4,87 4,71 4,12 8,00
(TGavr2s 2,21 2,35 2,06 4,00
(TG)ov2a 0,44 0,00 0,00 0,00
(TG)1s 0,44 0,00 0,00 0,00
(TG)o2r22 4,87 2,35 2,06 2,00
(TG)22r2s 3,98 0,59 0,00 2,00
(TG)22124 0,44 0,59 0,00 0,00
(TG)z2rzs 0,00 0,59 0,00 0,00
(TG)azr23 0,44 2,35 4,12 0,00
(TG)2z124 0,88 0,00 0,00 0,00
(TG)esias 0,00 0,59 1,03 0,00




7. PielikumsMikrosateitu HSMS atlu frekvergu un heterozigates indeksu sad@hms
juverila idiopatiska artfita un & subformu pacientu un kontroles 1 gisp

Al&lu frekvences (%)

Heterozigaoites indekss

Mikrosateits  Aleles sagaidmais / ie@tais

Kontrolel JIA  JloA JlpA Kontrole JIA JIoA JIpA

167 0,22 0,30 0,00 0,00

168 17,92 6,29 6,84 5,10
169 46,68 58,68 59,47 57,14 071/ 061/ 060/ 062/

HSMS602 170 4,87 14,67 13,68 16,33
0,60 0,45 0,45 0,46

171 14,38 8,68 10,53 7,14

177 10,62 8,98 8,42 13,27

178 5,31 240 105 1,02

(AC)14 0,22 0,32 0,57 0,00

(AC)1s 0,66 854 6,90 10,42

(AC)16 28,10 23,42 24,14 23,96
(AC)y17 15,71 10,76 12,64 6,25 077/ 081/ 080/ 082/

HSMS701  (AC)s 7,08 18,67 16,09 22,92
0,61 0,88 0,84 0,94

(AC)19 31,86 26,58 29,89 20,83

(AC)2o 14,60 6,65 6,90 6,25

(AC)21 1,55 475 2,87 8,33

(AC)2 0,22 0,32 0,00 1,04

(TGho 1,09 6,25 8,33 4,08

(TG1 53,70 54,76 55,73 53,06

(TG)2 33,70 25,89 24,48 24,49

(TGhs 2,83 744 6,77 12,24

(TG4 2,61 149 104 1,02
HSMST702 (TGh7 0,22 149 104 306 060/ 069/ 0,69/ 0,68/
(TG)1s 1,52 0,00 0,00 0,00 0,65 0,50 0,50 0,50

(TG0 0,22 0,00 0,00 0,00

(TG)21 0,65 0,00 0,00 0,00

(TG)22 0,43 0,60 0,00 1,02

(TG)24 1,09 1,49 2,08 0,00

(TG)zs 1,96 0,60 052 1,02
HSMS801 (AC), 0,22 030 054 o000 084/ 082/ 082/ 083/
(AC)14 0,22 0,00 0,00 0,00 0,73 0,87 0,91 0,84

(AC)ys 6,67 2,71 2,15 3,00

(AC)16 1,33 0,30 0,00 1,00

(AC)y7 17,56 9,64 9,68 11,00

(AC)1s 0,22 0,30 0,00 1,00

(AC)y9 2,00 0,90 0,54 2,00

(AC)20 10,00 15,36 17,20 9,00

(AC)2 29,11 29,52 29,03 29,00



(AC),, 14,22 2169 21,51 21,00
(AC)2s 6,22 9,94 9,14 13,00
(AC)s 2,00 211 323 1,00
(AC)as 6,44 512 4,84 7,00
(AC)2s 2,00 0,90 0,554 1,00
(AC)» 1,56 1,20 1,61 1,00
(AC)2s 0,22 0,00 0,00 0,00
(TG)1s 0,44 0,00 0,00 0,00
(TGhs 2544 22,65 23,20 19,00
(TG)o 2588 16,76 1546 20,00

(TG0 3,10 1029 1082 1000 '_o (oo (oo (oo
HSMS006  (TG)s 22,35 21,47 21,65 22,00

063 0,88 0,8 0,88
(TG, 1504 13,82 13,40 14,00
(TG)ss 6,19 12,65 13,40 13,00
(TG4 1,33 1,47 1,03 2,00
(TG)ss 0,22 0,88 1,03 0,00




8. Pielikums 14. hromosomas proteasomu protegenu viena nukleatda polimorfismu alu frekvergu sadale juvels idiopatiska artiita un

kontroles grups

Gens PSMB5 PSMAG6 PSMC6 PSMA3
ID numurs rs11543947 rs5807825 rs2277460 rs1048990 rs2295826 rs2295827 rs2348071
Motivs c.70Cx C.-4543 -4544insC c.-110@> c.-8CG €.86-104A% €.86-46CX €.543+138GA
MAF Kontrole (175) 9,14 42,00 6,57 16,25 11,71 19,14 ,080
JIA (139) 7,55 46,40 11,87 12,50 20,86 21,58 34,17
JIoA (84) 5,36 52,38 12,50 12,70 24,40 24,40 34,52
JIpA (42) 9,52 38,10 9,52 12,07 16,67 17,86 34,52
Lokusa JIA Pa 0,48 0,27 2,06 x 16 0,27 1,78 x 16* 0,45 0,26
statistisk Ps 0,57 0,25 2,39 x 16 0,22 1,00 x 10* 0,43 0,30
anaize JIoA P, 0,14 2,63 x 16 2,35 x 10* 0,37 2,12 x 10* 0,17 0,30
P, 0,15 2,36 x 16 2,56 x 10* 0,44 1,00 x 10* 0,20 0,32
Kontrole pret  JIpA Pa 0,91 0,51 0,35 0,59 0,22 0,79 0,42
Ps 1,00 0,46 0,35 0,79 0,27 0,88 0,42
Refis aEles JIA P. 0,69 0,59 0,13 0,47 4,65 x 10 0,61 0,55
statistisk P 0,85 0,64 0,18 0,59 3,13x%0 0,71 0,61
anaize OR 0,81 0,84 1,91 0,74 1,99 1,16 1,21
(95%) (0,46 - 1,44) (0,61 - 1,15) (1,09-3,34) (0,43-1,27) (1,29-3,08) (0,78-1,71) (0,86 -1,70)
Kontrole pret. RR 0,83 0,92 1,81 0,77 1,78 1,13 1,14
(95%) (0,49 - 1,41) (0,80 - 1,06) (1,09-3,01) (0,48-1,23) (1,23-2,57) (0,83-1,54) (0,91-1,43)
JIoA Pa 0,32 0,27 0,13 0,54 2,65 x 10 0,39 0,56
Ps 0,46 0,31 0,08 0,69 1,84 x10 0,47 0,49
OR 0,56 0,66 2,03 0,75 2,43 1,36 1,23
(95%) (0,26 - 1,20) (0,46 - 0,96) (1,09-3,78) (0,40-1,40) (1,50-3,93) (0,87-2,11) (0,83-1,82)
RR 0,59 0,82 1,90 0,78 2,08 1,27 1,15
(95%) (0,29 - 1,21) (0,68 - 0,98) (1,08-3,33) (0,45-1,34) (1,41-3,08) (0,90-1,79) (0,88 -1,50)




JIpA Pa 1,00 0,74 0,54 0,58 0,49 0,84 0,65

P, 1,00 0,83 0,76 0,79 0,64 0,69 0,76
OR 1,05 1,18 1,5 0,71 1,51 0,92 1,23

(95%) (0,47 - 2,37) (0,72 - 1,92) (0,65-3,48) (0,30-1,68) (0,78-2,92) (0,50-1,71) (0,74 - 2,04)
RR 1,04 1,07 1,45 0,74 1,42 0,93 1,15

(95%) (0,50 - 2,17) (0,88 - 1,29) (0,67 -3,13) (0,35-1,57) (0,81-2,48) (0,56-1,54) (0,82 - 1,61)

MAF — retis ables (trekntekst; c.-4543_-4544insC ggdma akle bez insercijas) frekvend® - statistisk ticantba Ec y° kriterija; P, — korigata statistisk
ticaniba, apekinata ka vidgjais lielums gc 10°'000 permuiciju anaizém; OR un RR — statpu attieGba un relavais risks; Cl 95% - konfidences intels pie
95%; * —P < 0,05 starp anal&zajam grugm.



9. Pielikums 14. hromosomas proteasomu pmotegenu viena nukleatla polimorfismu genotipu frekvén sadale juvetta idiopatiska

artrita un kontroles grugs

Gens PSMB5 PSMAG6 PSMC6 PSMA3
ID numurs rs11543947 rs5807825 rs2277460  rs1048990rs2295826 rs2295827 rs2348071
Apraksts c.70C¥ c.-4543 -4544insC  c.-1108>  c.-8C>G c.86-104A%  .86-46CT  c.543+138GA
Frekvence Hetero- Kontrole 16,00 52,00 13,14 27,50 16,57 29,14 34,86
zigota JIA 12,23 55,40 23,74 22,77 27,34 28,78 49,64
JIoA 10,71 54,76 25,00 22,22 29,76 29,76 47,62
JIpA 19,05 57,14 19,05 24,14 28,57 30,95 59,52
Retis Kontrole 1,14 16,00 0,00 2,50 3,43 457 12,57
alcles JIA 1,44 18,71 0,00 2,97 7,19 7,19 9,35
homo- JIoA 0,00 25,00 0,00 3,17 9,52 9,52 10,71
zigota JIpA 0,00 9,52 0,00 0,00 2,38 2,38 4,76
Lokusa statistisk JIA Pa 0,63 0,48 1,48 x 16 0,72 1,36 x 16* 0,61 3,03 x 16*
anaize =% 0,64 0,49 1,85 x 16 0,73 1,50 x 16* 0,61 3,14 x 16*
JoA P, 0,31 0,07 1,74 x 16 0,73 3,18 x 16* 0,28 0,14
Kontrole pret P, 0,27 0,07 2,13 x 18 0,73 2,40 x 16* 0,30 0,14
JpA P, 0,71 0,56 0,33 0,63 0,20 0,81 1,10 10
P, 0,88 0,56 0,33 0,71 0,18 0,82 9,60 X110

MAF — retis ables (trekntekst; c.-4543_-4544insC ggdma akle bez insercijas) frekvend® - statistisk ticantba Ec 4 kriterija; P, — korigata statistisk

ticaniba, apgkinata ka vidgjais lielums gc 10'000 permuiciju anaizem; * — P < 0,05 starp analéajam grugm.



10. PielikumsCetru SNP lokusu bi@k sastopamo haplotipu sadale un statistekaize
JIA, JIoA, JIpA un kontroles 1 grap.

Haplotips  Apzimgjums H1 H2 H3 H4 H5
Sekvence ICAG ICAA DCAA DCAG DCGG
Frekvence Kontrole (175) 30,29 17,71 6,00 27,71 6,86
(paraugu JIA (139) 21,58 15,83 0,00 26,98 6,47
numurs) JIoA (84) 19,64 12,50 0,00 28,57 8,33
JIpA (42) 26,19 21,43 0,00 22,62 4,76
Statistisk  JIA Pa 0,15 0,68 7,13 x 1ty 0,91 0,83
anaize; Po 0,12 0,79 1,00 x 1% 1,00 0,66
Kontrole OR 0,73 0,92 0,97
pret (95%) (0,47 - 1,13) (0,56 - 1,50) - R (0,49 - 1,92)
RR 0,71 0,89 0,97 0,94
(95%) (0,54 -0,93) (0,63 - 1,27) - (0,75 -1,25) (0,52 -1,70)
JIoA Pa 0,11 0,30 3,75 x Ity 0,90 0,63
Py 0,14 0,39 9,00 x It 1,00 0,81
OR 0,63 0,68 1,18
(95%) (0,37 -1,06) (0,37 - 1,24) - R (0,56 - 2,48)
RR 0,65 0,71 1,03 1,22
(95%) (0,46 -0,92) (0,45-1,12) - (0,77 - 1,38) (0,65 - 2,30)
JIpA Pa 0,63 0,56 3,55 x 1 0,61 0,72
Py 0,52 0,68 1,03 x 1b 0,50 0,47
OR 1,06 1,48 0,85
(95%) (0,54 -2,08) (0,72 - 3,04) - R (0,26 - 2,73)
RR 0,86 1,21 0,82 0,69
(95%) (0,58 -1,27) (0,76 - 1,93) - (0,53 - 1,26) (0,25 - 1,94)

SNP setha haplotipu kombiitijas: PSMA6 SNP c.-4543_-4544insC (1.; I/D) un c.118C2.),
PSMC6 SNP ¢.86-104A>G (3.) un PSMA3 SNP ¢.543+138GR).

P, - statistisi ticanba fEc y° kritérija; P, — korigéta statistisk ticamba, apgkinata ka vidgjais lielums
péc 10’000 permuiciju anafzem; OR un RR — stafpu attie@ba un relawvais risks; Cl 95% - konfidences
intervals pie 95%; R — references haplotips OReRimam; * —P<0,05 starp anal&ajam grumm.



11. Pielikums A.HSMS makieru iesgjama funkciorala noazme DNS sekvenceten atkaiba no atkirtojumu skaita.

Gens Makieris  Atkartojumi Lokalizacija lesgjama funkcija
No — lidz Bieik SS izmana* DNS liekuma izmaja
sastopamais DNS RNS lespama SiEja
liekuma liekties
FAM177A1 HSMS602 (CAA)7s5101{A)s (CAA)/(A)s 1l.introns Ch - (CAAYXA)suz(CAA)10(A)s - - -
(C14orf24) (CAAY(A)s-s (CAA)7(A)g - - - -
KIAA0391 HSMS701 (AC)14-22 (AC)19 3.introns - - - -
HSMS702 (TG)10-25 (TGhivaizz  3.introns - Ch-(TGQ)uz(TG)12 - -
HSMS801 (AC)12-_2s (AC)21 4.introns - - - -
PSMAG HSMSO006 (TG)16- 25 (TG)s 6.introns Ch- (TG uz (TG)o Ch - (TG} uz (TG), - -
SS — sekunata strukiira; Ch — izmaias; ,-, — neieteikng jeb nemais atkatba no atkirtojumu izmahas; NA — nav analéts; | un 1 iesggjama liekuma

lenka un liekSads sgju izmaias. * - pie kda atkrtojuma nomaijas



11. Pielikums B.HSMS makieru iesgjama funkciorala noZzme saigba ar proténu piesaisti atkapa no atkirtojumu skaita.

Gens Makieris  Atkartojumi Lokalizacija lesgjama funkcija
No — lidz BieZk TF piesaistes vietas legamie introna procesinga un eksonu
sastopamais splaisinga elementi
Funkcija & Piesaistes Donora (5'ss) “Branch” Cis-
Gimene/Matrica sekvence (Lielie vai/ un punkts  aktivizacijas
(virziens -/+) burti — kodola akceptora elements
sekvence) (3'ss)
piesaistes vieta
FAM177A1 HSMS602 (CAA}si1dA)s (CAA);(A)s 1l.introns G & BPTF/FAC1.01 acaacAACAac - - L or G8S
(C14orf24) (CAAY(A)ss  (CAA)7(A)s - - - - LorG&ISS
KIAA0391 HSMS701 (ACjs-22 (AC)19 3.introns - - - LorG LorG &ISS
HSMS702 (TG)o-25 (TGhivaizz 3.introns - - Lor G &5'ss LorG&EIE
LorG & ISS
HSMS801 (AC),-2s (AC)21 4.introns - - LorG Lor G &ISS
PSMAG6 HSMS006 (TG)-2s (TG)s 6.introns - - LorG&5'ss - Lor G &ISS
TF — transkripcijas faktori; L — pad, G — veidojas, Ch — izmais; ,-, — neieteikng jeb nemaias atkatba no akles nomaias; NA — nav analéts, jo nevar

bt saistts; | un 1 molekulas piesaistes aktiaies mana. Cis-aktivizacijas elementi apméeti ka EIE (eksona identifikcijas elements) un ISS (introna
spaisingasilencers).



12. Pielikums A. Statistiski ticami ar slifibam saisito SNP iesgjama funkciorala noaZme DNS sekvenceten atkaiba no akles

nomahnas.

Gens Polimorfisms Lokalizcija lesgejama funkcija
SS izmanas DNS liekumi
DNS RNS lespamais liekums | Sga liekties
PSMAG | c.-4543 -4544insC| Starp gnu rajora Ch Na - -
(delC>insC)
c.-110C>A Promoteris; -1 no 5UTR  Ch Na |1 !
c.-8C>G 5'UTR - Na - -
PSMCG6| c.86-104A>G l.introns - - - -
PSMA3 | c.543+138G>A 7.introns - Ch || !
SS - sekurata strukiira; , Ch — izmaias; -, — neieteikn® jeb nemaias atkatba no atkirtojumu izmanas; NA — nav

anali£ts; | un1t iesgjama liekuma leka un liekSafs sggju izmaipas.



12. Pielikums BStatistiski ticami ar slifivam saistto SNP iespjama funkciorila noazme saigba ar prot@nu piesaisti atkaba no akles

nomahnas.
Gens Polimorfisms Lokalizcija | lesgejama funkcija
TF piesaistes vietas l&gamie introna procesinga un  ekso
splaisinga elementi
Funkcija & Gimene/Matrica Piesaistes sekvencekceptora (5'ss) vaif AtzaroSanas Cis-
(virziens -/+) (Lielie burti — kodola) un donora (3'ss) (Branch aktivizacijas
sekvence) piesaistes vieta punkts elements
PSMAG | c.-4543 _-4544insC Starp  gnu | L & LEFF/LEF1.02 (-) ttccattC AAAgggaaa | NA NA NA
(delC>insC) rajora L & CHRF/CHR.01 (+) ccctTTG Aatgga
L & HOXF/NANOG.01 (+) | ccctttg AATGgaattggc
c.-110C>A Promoteris; |-L & ZFHX/AREB6.04 (-) gccgdsTTTctte NA NA NA
1no5UTR | G & BARB/BARBIE.O1 (+) | aagaAAAGcggctgg
c.-8C>G 5'UTR - - NA NA NA
PSMC6| c.86-104A>G l.introns G & NKXH/TTF1.01 (-) ttaCAAGtttcacatcc L &5’ss L L & EIE
G & ISS 2x
G & ISE 4x
PSMA3| c.543+138G>A 7.introns L & HOMF/BARX2.01 (+) | ccaacacAATgatagctg| - Cht L & EIE
L & HBOX/GSH2.01 (+) caacacRATgatagctga G &ISS
G & EVI1L/MEL1.02 (+) caacadbATGatagct G & ISE 3x
TF — transkripcijas faktori; L — pad, G — veidojas, Ch — izmais; ,-, — neieteikng jeb nemaias atkatba no akles nomaias; NA — nav analéts, jo nevar
bit saistts; | un 1 molekulas piesaistes aktiaes mapa. , " - dekcijas poicija c.-4543 -4544insC ggdma. Cis-aktivizacijas elementi apméti ka EIE

(eksona identifikcijas elements), ISE (introna splaisinga enhanaerdpsS (introna splaisinga silencers).



13. Pielikums. Transkripcijas faktori, kuru piesaistes vietaw zvai veidojas atk@pa no analizto HSMS makieru vai SNP sekvem

variacijam (Genomatix Matrix Family Library (Version 0.80))

Gimene (saime) Matrica

Sasimajums Infromacija Sasinajums

Infron&cija

Barbituratu — indu€jamo elementu sakopojums no
BARB o . BARBIE.O1
pro+eikariotu gniem

Barbitugta indukcijas elementu bokss

BPTF Bromodorana un PHD dorna transkripcijas faktori FAC1.01 Fetal Alz-50 kéoh (FAC1)
- ) _ - _ _ Sinas cikla gna homolgjjas rajons (CDE/CHR tamthas
CHRF Sinas cikla regultors: Sinas cikla homolgjas elementi CHR.01 , L , .
elementi, kas regalsinas cikla atkago apspieSanu)
o . MEL1 (MDS1/EVI1-idzigais gns 1) DNA saigBaras
EVI1 EVI1-mileoida transforricijas proténs MEL1.02 _
donens 1
HBOX Homeobox transcription factors GSH2.01 Honwueha transkripcijas faktors Gsh-2
o Barx2, Homeodomna transkricpijas factors, kas pirank
HOMF Homeodorana transkripcijas faktors BARX2.01

saistis pie dubulta TAAT mava

HOXF Paralogie hoxani 1-8 nocetru hox kiistera A, B, C, D  NANOG.01

Homeode@ma transkricpijas factors Nanog

LEFF LEF1/TCF LEF1.02 TCF/LEF-1, iesait WnT sigrala transdukcijas de
NKXH NKX homeodongna faktori TTF1.01 Vairogdziedzeris transkripcifaktors-1
Divu atbalsta cinka pirksu homedéna transkripcijas - L
ZFHX AREB®6.04 AREB6 (ATplal regulatbelementa piesaisaras factors 6)

faktora




