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ANOTACIJA

Fibromialgijas patogenéze véljoprojam ir neskaidra un ka viens no iesp&jamajiem
slimibas izraisitajiem tiek uzskatita virusa infekcija. Saja darba tika pétita virusu HHV-6A,
HHV-6B un HHV-7 iesp&jama saistiba ar fibromialgijas sindromu.

Petijuma ieklauti 22 fibromialgijas pacieti, kuriem péc ARC diagnostikas kriterijiem
diagnosticéta fibromialgija.

Noteica HHV-6 un HHV-7 specifisko IgG klases antivielu klatbitni asins plazmas
paraugos. Izmantojot nPKR analizéja HHV-6A, HHV-6B, HHV-7 virusu genoma secibas
klatbutni DNS, kas izdalita no pilnam asinim un DNS, kas izdalita no asins plazmas.
Parbaudija HHV-6 U60/U66 un U89/U90 génu secibu klatbiitne fibromialgijas pacientu
paraugos.

Vairumam, 82 % fibromialgijas pacientu ir HHV-6 specifiskas IgG antivielas un 77% ir
HHV-7 specifiskas IgG klases antivielas.

36% fibromialgijas pacientu paraugos konstatéta HHV-6 virusa genoma secibas
klatbatne, no tiem 37% asins plazma. 75% no detektetajiem virusiem HHV-6B, bet 25%
HHV-6A. 77% paraugos detektéta HHV-7 genoma secibas klatbiitne, to tiem 19% virusa
genoma seciba detektata asins plazma.

HHV-6 U60/U66 genu secibu klatbiitne netika konstatéta neviena no analiz€tajiem
paraugiem, bet U89/90 génu secibu klatbiitne konstatéta 100% paraugos, kuros ar nPKR tika
konstateéta HHV-6 genoma secibas klatbiitne.

Bakalaura darbs izstradats RSU Augusta Kirhensteina Mikrobiologijas un virusologijas
instutiita ,,Fibromialgijas un mialgiska encefalomielita/hroniska noguruma saistiba ar beta

herpesvirusu (HHV-6A, HHV-6B, HHV-7) un parvovirusa B19 infekciju” projekta ietvaros.

Atslégas vardi: Fibromialgija, HHV-6A, HHV-6B, HHV-7



SUMMARY

The pathogenesis of fibromyalgia is still unclear but one of the possible causes to the
disease is considered to be a virus infection. In this work HHV-6A, HHV-6B and HHV-7
virus possible association with fibromyalgia syndrome was studied.

The study included 22 fibromyalgia patients who were diagnosed with fibromyalgia by
ARC diagnostic criteria.

Presence of HHV-6 and HHV-7 specific IgG class antibodies in plasma samples were
identified, using nPCR the presence of viral genome HHV-6A, HHV-6B and HHV-7
sequence in whole blood and in plasma was determined. Presence of HHV-6 U60/U66 and
U89/90 gene sequence in fibromyalgia patients was inspected.

Quantity 82% of fibromyalia patients had HHV-6 specific 1gG antibodies and 77% of
patients had HHV-7 specific IgG class antibodies. 33% of fibromyalgia pacients HHV-6 viral
genome sequance was recognized, 37% of them it was found in plasma. 75% of detected were
HHV-6B and 25% HHV-6A viruses. In 77% of analyzed samples HHV-7 genome sequence
was recogized, 19% ot them it was found in plasma. Presence of HHV-6 genes U60/U66 in
samples was not detected, but U89/U90 gene sequence was recognized in all samples who

were tested on HHV-6 and viral genome sequence was found.

Bachelor thesis was done in August Kirchenstein Institute of Microbiology and
Virology Riga Stradins University in project ,, Association of fibromyalgia and myalgic
encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome with beta-herpesviruses (HHV-6A, HHV-6B,
HHV-7) and parvovirus B19 infection ”

Key words: fibromyalgia, HHV-6A, HHV-6B, HHV-7



APZIMEJUMU SARAKSTS

5- HT- 5-hidroksitriptamina receptors

ARC - American College of Rheumatology commitee

B19 — cilvéka parvoviruss B19

Bp — bazu pari

CiHHV-6 — hromosonali integréts cilvéka herpesviruss-6
CNS — centrala nervu sistéma

DNS — dezoksiribonukleinskabe

dNTP — dezoksiribonukleotidtrifosfats

E — agrinie/ early

EBV — Epsteina-Barra viruss

ELISA- imtinenzimatiskais tests (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
GH- augsanas hormons

HCV- hepatita c viruss

HHV-6 - cilvéka herpesviruss-6

HHV-6A — cilvéka herpesviruss-6A

HHV-6B — cilvékas herpesviruss-6B

HHV-7- cilvéka herpesviruss-7

HIV — cilvéka imunodeficita viruss

ICTV — International Committee on Taxonomy of Viruses
IE — nekav@josi agrinie/ immediate early

IgG — Imunglobulins G

IL- interleikins

KDNS — komplementarais DNS

L — velie/ late

nPKR — polimerazes kédes reakcija ar iek§€ju praimeésSanu
PBL — periféro asinu leikociti

PBMC — periféro asinu mononukleara stinas

PBS — fosfata buferskidums

RSU- Rigas Stradinu Universitate

SDS — natrija dodecilsulfats



IEVADS

Fibromialgija ir biezi nepareizi diagnosticta reimatiska slimiba, kurai ir raksturigas
plasi izplatitas, hroniskas sapes muskulos un allodinija. ST hroniska, moko§a slimiba
galvenokart ietekme sievietes pusmiiza gados un ar izplatibas lielumu, kas jau ir pielidzinams
reimatiskajam artritam. Vél lidz $im slimibas etiologija un patogenéze paliek neskaidra, nav
pieejami ne standartiz€ti markieri, ne testi slimibas diagnostikai, tapéc daudzi slimibas
gadijumi ta arT netiek diagnosticéti. Dazadi faktori ka centralas un autonomas nervu sistémas,
neironu signalu parvades, iminsistéma disfukcija, argji stresori, psihiatriskie un citi aspekti
tiek uzskatiti par iesaistitiem sindroma patogenézeé. Zinatnieku uzskata, ka fibromialgijas
iesp&jamais izraisitajs var bit arT kads pagaidam v&l nezinams infekcijas agents, pieméram,
viruss, taja skaista art beta-herpesvirusi.

Beta-herpesvirusu dzimtai piederosie cilveéka herpesvirus-6A , -6B un -7 ir loti plasi
izplatiti virusi veselu cilvéku populacija, tie ir neirotropi un imiinmodul&josi virusi, kuriem ir
raksturiga sp€ja uz muzu palikt latentiem sava saimniekorganisma un reaktiveties
imunsupresijas laika. Tiesi o virusu neirotropo pasibu d¢] tie tiek asociéti ar fibromialgiju.

legiitie rezultati bus originali, jo lidz $im Latvija nav datu par HHV-6A, HHV-6B un
HHV-7 virusu infekciju izplatibu pacientiem ar fibromialgijas sindromu.

ST pétijuma mérkis bija konstatet HHV-6A, HHV-6B un HHV-7 virusu sastopamibu un
iesp&jamo virusu reaktivaciju fibromialgijas pacientiem.

Merka sasnieSanai izvirziti $adi darba uzdevumi:

1. Izdalit DNS no pilnam asinim un no asins plazmas cilvékiem ar diagnosticétu
fibromialgijas sindromu un praktiski veseliem asins donoriem, parbaudit DNS
kvalitati un kvantitati.

2. No periféro asinu mononuklearam §tnam izdalit RNS, parbaudit kvalitati un
kvantitati, un sintezét komplementaro DNS.

3. Parbaudit HHV-6 un HHV-7 specifisko IgG klases antivielu klatbiitni asins plazma,
fibromialgijas pacientiem.

4. Ar nPKR noteikt un analizét HHV-6A, HHV-6B un HHV-7 genomu secibu klatbiitni
pacientu DNS paraugos, kas izdaliti no pilnam asinim un DNS paraugos, kas izdaliti
no asins plazmas.

5. Ar nPKR noteikt un analizét HHV-6 génu U60/U66 un U89/U90 klatbiitni
fibromialgijas pacientiem.

6. Ar reala laika polimerazes k&des reakciju noteikt HHV-6 un HHV-7 virusu slodzes

fibromialgijas pacientiem.



1 LITERATURAS APSKATS
1.1 Fibromialgija

Fibromialgija ir sindroms, ko raksturo plasas hroniskas sapes daudzos jutigos punktos,
daudzveidigs un mainigs kliniskais spektrs, locitavu stivums un tadi sisteémiski simptomi ka
garastavokla svarstibas, nogurums, kognitiva disfunkcija un bezmiegs, bez skaidri definéta
slimibas pamata ( Bellato et al. 2012).

Lai gan sapratne par $o sindromu ir uzlabojusies ta etiologija un patogenéze vél ir
neskaidra, diagnostika griita, tiek uzskatits, ka fibromialgija netick konstatéta 3 no 4
cilvékiem, kas cie$ no §i sindroma (Clauw, Arnold, and McCarberg 2011).

Pétijumi liecina, ka fibromialgijas sindroms skar 2-5% no populacijas, attistitajas
valstis, parsvara slimo jaunas lidz pusmiiza vecuma sievietes (Guymer 2013). SievieSu un
virieSu attieciba, kuriem diagnosticéti Sie trauc€jumi ir 9:1 (Staud 2011). Ta ka fibromialgijas
c€lonis nav zinams, nav standartiz&tu biologisko markieru un testu diagnozes apstiprinasanai,
tade] $is medicinas diagnozes eksistence ilgi ir bijusi apSaubita un ta ir uz simptomiem
pamatota (Bellato et al. 2012).

Tas, kas Sodien tiek definéts ka fibromialgija sindroms devinpadsmitaja gadsimta jau
tika aprakstits ka termins ,,fibrositis”, bet tikai divdesmita gadsminta septindesmitajos gados
Smythe and Moldofsky ieviesa jauno terminu fibromialgija un identificgja ipasu jitigos
regionus, velak sauktus par ,jutigajiem punktiem” (Wolfe et al..1990) (1.attéls). Tikai
1990.gada American College of Rheumatology commitee (ACR) izstradaja plasi lietotus

diagnostikas kriterijus, kas lai diagnosticétu sindromu noteica, ka jaizpildas abiem punktiem:

1) vésture ar plasi izplatitam skeleta-muskulu sape€m vismaz tris ménesus,

2) jutigums vismaz 11 no 18 noteiktajiem punktiem.

Sapém ir jabut abas kermena pusés, jaskar laukumi virs un zem jostasvietas un sapém ir
jabiit asam.

Lai gan pateicoties ACR izveidotajiem diagnostikas kritérijiem, attistijas pétijjumi $aja
joma un arstéSanas stratégijas uzlabojas, Sie kritériji tika kritizéti un 2010.gada Wolfe ar
koleégiem tos modificgja (Bellato et al. 2012). Modific&tie diagnostikas kritériji, kas paslaik

tiek lietoti, lai atSkirtu pacientus ar fibromialgiju un pacientus ar citiem trauc€jumiem ir :



1. sapju izplatibas indekss (widespread pain index, WPI) — sapigo kermena regionu
skaits. Tiek atzimé&tas vietas, kuras pacientam bijusas sapés pedejas nedélas laika, tiek
apskatiti $adi rajoni- plecu josla, giizas, zoklis, muguras augSdala, muguras lejasdala,
augsdelms, augsstilbs, kritis, kakls, védera dobums, apakSdelms, apaksSstilbs ( Sos
laukumus apskata abpuséji ).

2. Simptomu ( nogurums, traucSts miegs/piecelies neizgul§jies, izzinas traucjumi)
smaguma (SS) skala. No 0 lidz 3 apzim& sapju smagumu (0- nav problému, 1-
nenozimigas vai vieglas problémas, parasti — vieglai vai neregularas, 2- mérenas; véra
nemamas problémas, biezas un/vai mérena limeni, 3- stipras; tadas, kas izplatas,
nepartrauktas, dzivi-traucgjosas problémas.

3. Citi simptomi — Galvassapés, védera dobuma sapes, depresija. Ja vai ng.

Lai diagnosticétu fibromialgiju : WPI>7/19 un SS skala >5 vai
WPI 3 - 6 un SS skala >9
*simptomi jau ir vismaz 3 ménesus

*nav citu izskaidrojosu diagnozu ( Wolfe et al. 2011).

1.attels. Jutigie punkti fibromialgijas pacientiem.

Figure 1. Tender points for fiboromyalgia patients.

1.2 Fibromialgijas patogenéze un etiologija

Dazadi faktori ka centralas un autonomas nervu sist€émas, neironu signalu parvades un
iminsistéma disfukcija, argji stresori, psihiatriskie un citi aspekti tiek uzskatiti par iesaistitiem

fibromialgijas sindroma patogené&zg (Bellato 2012).



Centrala sensibilizacija tiek uzskatita par galveno mehanismu, kas iesaistits. Tas tiek
definéts ka parak jutiga atbilde uz stimulacijam, ko signaliz€ CNS (Clauw et al. 2011).
Centrala sensibilizacija ir spontanu nervu aktivitates, receptivo laukumu palielinaSanas un
palielinata stimulu atbilde, ko parnes aferentie nervi (Staud and Smitherman 2002). Neatkarigi
no paaugstinatajiem neironu mehanismiem neirogliju Stnu aktivacija ari spélé svarigu lomu
fibromialgijas patogengze, tapec, ka tas palidz modulét sapju parnesi muguras smadzengs, ko
aktive vairaki sapigi stimuli, kas atbrivo iekaisumu citokinus, slapekla oksidu, prostaglandinu
un reaktiva skabekla sugas, kas stimul€ un pagarina muguras smadzenu hiperuzbudinatibu (
Watkins et al. 2001). Dazadi nervu impulsu parneséji ari tiek uzskatiti par iesaistitiem
centralaja sensibilizacija un tiek mekl&ti So neirotransmiteru limenu izmainas seruma un
likvora, pieméram, serotina, kam ir loti svariga loma sapju modulacija un 5-HT, tacu zinas par
rezultatiem ir stridigas (Bellato et al. 2012).

Citas paradibas, kas ari varétu bit iesaistitas fibromialgijas patogenéze ir anomalijas
miega cikla, miega trauc&jumi. Pacienti nespgj sasniegt dzilo, atjaunojoso , IV fazes miegu un
ta tieSas sekas tam var€tu but tadas, ka pacientiem ir GH un insulinam lidziga augSanas
faktora deficits, Sie hormoni atbild par muskulu mikrotraumu labosanu (Roizenblatt et al.
2001; Bellato et al. 2012). Traucgjumi hipotalama- hipofizes asis ar izmainitu kortizola
Iimeni, genétiskais polimorfisms, ka rezultata notiek parmainas CNS serotoninergiskos un
kateholaminergiskos procesos ari tiek iesaistits patogenézé (Guymer, 2013). Cilvékiem ar 5-
HT2A receptora 102T/C polimorfismu ir novérots lielaks risks saslimt ar fibromialgiju, tacu
§is polimorfisms nav specifiks fibromialgijai un tiek attiecinams uz dazadam radnieciskam
slimibam (Lee et al. 2012). Fibromialgija ir biezi sastopama cilvékiem ar autoimiinam
saslim$anam un nesenie pétijumii demonstré, ka imunologiskie trauc&umi ari varétu izsaukt
fibromialgiju. Augstaki IL-10, IL-8 un TNF- o limeni tika novéroti, kas liek domat par
ickaisuma atbildes nozimibu slimibas patogenézé (Podolecki, Podolecki and Hrycek, 2009).

Biezi fibromialgijas sindroms ir sastopams kopa ar citam kondicijam, ieskaitot,
kairinatas zarnas sindromu, spriedzes tipa galvassapes un migréna, hroniska iegurpa sapem,
hroniska noguruma sindromu u.c. (Clauw et al., 2011).

Zinatnieku uzskata, ka fibromialgijas iesp&jamais izraisitajs var but arT kads pagaidam
vél nezinams infekcijas agents, pieméram, viruss (Ablin, Shoenfeld, & Buskila, 2006).
Interneta aptauja, kura piedalijas 2596 cilvéki ar fibromialgijas sindromu tika noskaidrots, ka
26,7 % simptomu sakSanos asoci€ja ar akiitu saslimSanu, ko var izraisit pekSna virusa
agentiem varétu spélét citokini un gliju $tinas, kas ekspresé receptorus baktérijam un virusiem
(Bellato et al. 2012). Dazadi infekciju agenti pagaidam tiek saistiti ar fibromialgijas
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sindromu, pieméram, HCV, HIV, Koksaki B, EBV, HHV-6, B19, tadas bakterijas ka Borrelia,
Mycoplasmas un Chlamydia. Tacu tiesa infekciozo agentu saistiba ar So sindromu v&l nav
pieradita (Nicolson 2002.; Ablin et al. 2006.; Bellato et al. 2012).

1.2.1 Fibromialgijas arsteSana

Merki fibromialgijas arstéSana ir atvieglot sapes, paliclinat spécino$a miega daudzumu
un uzlabot fiziskas funkcijas, samazinot sindroma simptomus. Pagaidam fibromialgijas
sindroma simptomu mazinasanai un terapijai lieto vairakas metodes. Ne-farmakologiskas
metodes visbiezak saistitas ar dazada veida regulariem vingrojumiem, spéka treniniem, jogu,
meditaciju, kas varétu uzlabot situaciju ar nogurumu un miega traucgjumiem (Bellato et al.,
2012).

Ta ka pagaidam vél nav nekadu specialu diagnostikas testu un standartizétu biologisko
markieru, tapéc nav ari specialas farmaceitiskas vielas fibromialgijas arstésanai (Guymer,
2013). Biezi ka pirmo lidzekli fibromialgijas terapijai izmanto dazadus pretsapju
medikamentus, pieméram, tadu simptomu ka muskulu sapes mazinasanai. Ibuproféns,
naprokséns un tramadols tiek uzskatiti par labakiem simptomu mazinaSanai (Goldenberg et
al.2004).

Izmanto ar1 antidepresantus un neiromodulgjosus pret-lekmju Iidzeklus, kas spgj
ievérojami samazinat sapes un ari palidz tikt gala ar tadiem fibromialgijas simptomiem ka
depresija un miega trauc&jumiem (Podolecki et al., 2009).

Vairaki zinatnieki uzskata, ka fibromialgijas sindroma izraisitajs varétu bus arT kads
infekciozs agents, bet pétijumi par antibiotiku vai pretvirusa terapijas iedarbibu uz pacientiem
ar fibromialgiju ir maz, lai izdaritu parliecinoSus secinajumus par to iedarbibu (Nicolson

2002; Kendall et al. 2004).

1.3 Herpesvirusi

Sastopami astoni cilvéka herpesvirusi, pamatojoties uz genétiskajam analizém par to
strukturalajiem proteiniem gH cilvéka herpesvirusi tiek iedaliti tris apaksdzimtas: alfa -, beta-
,0amma-herpesvirusos. To galvena kopiga iezime ir sp&ja uz miizu palikt latentiem vai
persistentiem sava saimniekorganisma un reaktivéties organisma imtnsupresijas laika. (Bolle,
Naesens, & Clercq 2005).

Visu herpesvirusu galvenie struktiiras elementi ir: nukleokapsida ar ikosaedrisku

simetriju, kura diametrs ir 90-110 nm, kura satur virusa linearu, divpavedienu DNS, apvalks,
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kura iestiprinati virusa glikoproteini un teguments, kas sastav no proteinu maisijuma, kas

aizpilda vietu starp nukleokapsidu un apvalku (Yoshida et al., 1989) (2.attels).

Apvalks K
Teguments — \ - ‘L‘l\/

Kapsida

DNS kodols

2.attels. Herpesvirusu shematiska uzbiive.

Figure 2.Schematic structure of herpesviruses.

1.3.1 HHV6A, HHV6EB, HHV-7

Saskana ar starptaustisko virusu taksonomiju cilvéka HHV-6A, HHV-6B un HHV-7
pieder pie Herpesviridae dzimtas, Betaherpesvirinae apaks$dzimtas un Roseolovirus gints
(Levy J., 1997). Cilvéka herpesvirusu-6 pirmo reizi jau 1986.gada izdalija no pacientiem ar
limfoproliferativam slimibam un to izdarfja Salahudini ar koleégiem (Casselli and Di Luca,
2007). Cilveka herpesviruss-7 pirmo reizi 1990.gada tika izol&ts no vesela pieaugusa cilvéka
CD4+ limfocitiem (Frenkel et al., 1990). Primara inficéSanas ar Siem virusiem parasti notiek
jau agra bérniba. 1988.gada tika atklats, ka bérniem agrina vecuma HHV-6 izraisa drudzi un
izsitumus, ko nosauca par Exanthem subitum, drudzis paradas bérniem no seSu ménesu lidz
tris gadu vecumam un tas var skart vairakus organus, ka ari CNS, ir novérots, ka ari HHV-7
virusa infekcija var izraisit Exanthem subitum, tacu infekcija var norisinaties ari bez
kliniskiem simptomiem (Yamanishi et al. 1988; Magalhaes et al. 2011) un HHV-7 virusa
infekcija parasti paradas vélak (Ward et al. 2005).

Abi virusi ir genétiski lidzigi, So virusu nukleotidu sekvencu identitati dazados genos ir
20 Iidz 75% un virioniem ir noverojami dazi kopigi antigénu epitopi (Ward 2005, Casselli and
Di Luca 2007).

Neilgi péc cilvéka herpesvirusa-6 atklasanas, divi atSkirigi varianti HHV-6A un HHV-
6B tika identific&ti, pirmie, kas atklaja abus HHV-6 variantus bija Frenkels un kolégi. Abiem

variantiem bija atkirigs in vitro tropisms atseviskam T §tnu linijam, specifiska imunologiska

12



reaktivitate ar monoklonalajam antivielam, dazadas endonukleazes restrikcijas vietas un

specifiska starpdzimtu variacija to DNS sekvencé (Ablashi et al. 2013). Kopuma abiem tipiem

vairak ka 90% sekvencu homologija, lielaka novirze ir IE-1 regiona (U86 Iidz U95, iznemot

U94 génos), kur atikiras 1idz pat 31% sekvences. Saja regiona virusiem atikiras splaisinga

sistéma un transkripcijas regulacija, kas varétu liecinat par to, ka tieSi $is regions nosaka

galvenas biologiskas atSkiribas starp variantiem A un B (Dominguez et al. 1999; Isegawa et

al. 1999).

2012.gada International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) klasificeja HHV-

6A un HHV-6B ka atseviskus virusus. Noradot uz to galvenajam atSkiribam (Ablashi et al.

2013):

HHV-6B ir dominantais viruss periférajas asinis un ir dominantais viruss, kas
aktivejas transplantacijas.

HHV-6B, bet ne HHV-6A ir asociéts ar febrilajiem krampjiem un deninu daivas
epilepsiju.

HHV-6A, bet ne HHV-6B tiek saistits ar HaSimoto tireoditu.

HHV-6A ir dominantais viruss, kas atrasts izskaistitas sklerozes pacientiem.
HHV-6A, bet ne HHV-6B produktivi infice CD8+ T S$iinas, dabiskas
galétajStnas un gamma/delta T Stnas.

Abi virusi lieto CD46 ka stinu receptorus, HHV-6B var lietot art CD134.
HHV-6A, bet ne HHV-6B var replicéties cilvéku nervu stumbra §tnas un
oligodendrocitu priekstecu Stinas.

HHV-6A var replicéties astrocitos; HHV-6B infekcija nepilnigi attistas.
HHV-6B hemokins u83B ir specifisks priek§ CCR2 un var saistit Stinas latentas
vai [itiskas infekcijas laika, kamér HHV-6A hemokins U83A ir ar plasaku
specifiku ietekmé&jot dendritiskas, dabisko gal&tajsiinu aktivétas un adas T Stinas.
Vairakas monoklonalas antivielas ir virus-specifiskas.

HHV-6B ir dominantais viruss sakotngja infekcija visos regionos, izpemot

Afriku.

HHV-6B, HHV-6A un HHV-7 ir loti plasi izplatiti virusi veselu cilvéku populacija, tie

paliek latenti makrofagos un T-limfocitos, Sie virusi biezi sastopami veselu donoru siekalas
(Casselli and Di Luca, 2007).
HHV-6A, HHV-6B un HHV-7 virusi ir limfotropi un imiinmodulgjosi, to sakotngjai

infekcijai seko virusa persistence saimniekorganisma miiza garuma, to galvenas mérksunas ir
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CDA4+ T-siinas (Mori and Yamanishi 2007). Herpesvirusu génu transkripcija un ekspresija ir
cieSi un koordinéti reguléta infekcijas cikla laika: IE proteini, kurus kode a géni, aktivé -
geénus, kuri péc kartas parslédzas vélo produktu, kurus kodé y géns, sintéze. Sis ipasibas
izmanto, lai noteiktu kinétisko klasi atlasitajiem virusa ge€niem, ar mérki identific€t
transkripcijas modeli HHV-6A un HHV-6B DNS produktiva un latenta infekcija (Mirandola
et al. 1998). Produktiva infekcija, infic€tas Stinas ekspres€ vairumu, ja ne visus, virusu geénus.
IE vai a géni, tiek ekspreséti pirmie, tiem seko E  géni un L y géni. Persistentas infekcija
latenta faze parasti tiek ekspreséti tikai maza dala génu, lai tikai saglabatu dzivotsp&ju, no IE
regioniem ( Rotola et al. 1998).

Virusu genoma un antigénu detekcija nervu $tinas in vivo un in vitro liecina, ka abi
virusi HHV-6A un HHV-6B ir neirotropiski ( Fotheringham et al. 2007), tie spgj inficét nervu
Stinas, ieskaitot astrocitus un oligodendrocitus, bet HHV-6B sp&j uzturét tikai nepilnigi
attistijusos infekciju, kamér HHV-6A nostiprina produktivu infekciju, kas vélak pariet latenta
stadija (Ahlqvist et al. 2005). HHV-6A un HHV-6B virusi var inficét arT daudz citas cilvéka
Stinas, piem&ram, makrofagus, dendritiskas Siinas, epit€lija $tinas, kaulu smadzenu priekstecu
Stnas. Abi virusi var inficét ari endot€lija Stnas, nostiprinot zema Iltmena produktivu
infekciju, un fibroblastus, bet fibroblastos tikai HHV-6A sp& maza limeni razot infekcijas
pecnacgjus (Caselli and Di Luca 2007). HHV-6A un HHV-6B virusu liclais tropisms
izskaidrojams ar to, ka galvenais So virusu receptors CD46 ir plasi izplatits (De Bolle, 2005).

Noskaidrots, ka HHV-6A un HHV-6B virusi spgj integréties Stinas genoma, kas liecina
par to, ka virusi var tikt parnesti gan horizontala, gan vertikala cela (Richman et al., 2002).
Péc HHV-6 infekcijas parasti seko klasisks herpesvirusu replikacijas cikls ar infekcijas
virionu atbrivosanu un inficétas Stnas iznicinasanu ( Gravel et al. 2013).

Ir pieradits, ka HHV-7 viruss ka receptoru izmanto glikoproteinu CD4, bet ir iesp&jams,
ka arT citas molekulas var kalpot par receptoriem un viruss spgj inficét ari Stnas, kas
neekspres€ CD4. CD4+ T Siinam ir svariga loma imunas atbildes indukcija un aizskarot tas
HHV-7 potenciali var izsaukt imiino degradaciju (Lusso et al. 1994). Sanas, kas spgj
ekspreseét HHV-7 strukturalos anti€génus ir detektetas plausas, ada, piena dziederos, ari
nierés, aknas un mandelés, bet HHV-7 pozitivo Stnu skaits $ajas $tinas bija zems (Kempf et
al. 1998). Atskiriba no HHV-6 virusu infekcijam, kas regule CD4 T limpfocitos un izraisa ta
ekspresiju CD4- negativajas Stinas, péc inficésanas ar HHV-7 virusu cilvéka CD4+ T-$tinas
tiek novérota CD4 antigéna samazinaSanos uz Stinas virsmas (Furukawa et al. 1994).

HHV-6A, HHV6B un HHV-7 virusu reaktivacija var notikt novajinatas imtnsistémas
gadijumos, pieméram, ilgstoSa stresa apstaklos, imiinsupresantu lietoSanas laika, péc ilgstoSas
anestezijas, transplantaciju, AIDS gadijuma u.c. (Yalcin et al. 1994). Ir petijumi, kas zino par

14



to, ka HHV-6 virusi var bt reaktivéti in vitro péc HHV-7 virusa infekcijas (Katsafanas et al.
1996). Reaktivgjoties Sie virusi var izsaukt dazadas komplikacijas- iminsist€émas, nervu
sistémas un citu organisma sist€ému izmainas (Bolle 2005.; Caselli and Di Luca 2007).
Nesenie pétijumi liecina, ka abi HHV-6A un HHV-6B virusi spgj integréties
saimnieks$iinas hromosomu teloméras un tos sauc ciHHV-6 un in vitro pétijumos pieradits, ka

CiHHV-6 aktivéties un izraisit aktivu virusa replikaciju (Prusty, Krohne and Rudel 2013).

1.3.2 HHV-6A, HHV-6B un HHV-7 iespéjama saistiba ar fibromialgiju

Vairaki faktori tiek pagaidam asocicti ar fibromialgijas sindromu ieskaitot fizikas
traumas, emocionals stress un noteiktas infekcijas (Buskila, Atzeni, & Sarzi-Puttini, 2008).
Hroniskas sapes, nogurums un jutigums, kas raksturigs fibromialgijai ari ir novérojams
pacientiem ar hronisku virusu vai bakteriju infekciju, tapeéc nav parsteigums, ka jau agrakos
pétijumos tika mekl&tas liecibas par infekciju ar patogénu fibromialgijas (Ablin et al., 2006).

Ta ka HHV-6A, HHV-6B un HHV-7 ir neirotropiski virusi un spgj apiet imiinsistému
un ,.iebrukt” centralaja nervu sisteéma. Paslaik ir teorija, ka HHV-6 virusi CNS iebrik caur
ozas nerviem un in vitro HHV-6A virusa infekcija spgj veidot produktivu infekciju neirogliju
Stinas, kas arT iesp&jams reprezent€ in vivo rezervuaru latentai virusa infekcijai CNS (Harberts
et al. 2011), savukart kadas izmainas neirogliju §tinu aktivacija var izraisit trauc&jumus sapju
parneses modulésanas, $is aspekts tiek uzskatits par iesaistitu fibromialgijas patogenéze (
Watkins et al. 2001). P&tijumi liecina, ka ari HHV-7 var iebrukt un izraisit latentu infekciju
CNS ( Yoshikawa et al. 2000).

Turklat jauzsver ir tas, ka fibromialgijai lidzigais un radnieciskais hroniska noguruma
sindroms jau sen tiek asociéts ar HHV-6 un HHV-7 un jaunakie p&tijumi liek domat, ka Sie

virusi ir iesaititi sindroma etiopatogenézé (Ablashi et al. 1994, Chapenko et al. 2012).
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2 MATERIALI UN METODES
2.1 Pacienti un asins paraugi

P&tijums veikts atbilstosi dro§ibas standartiem un ar Rigas Stradina Universitates Etikas
komitejas atlauju un pirms izpé€tes visi dalibnieki deva savu piekrisanu..

Pétijuma tika icklauti 22 pacienti, 21 sievietes (95,5%) un 1 virietis(4,5%), kuriem tika
diagnosticéta fibromialgija. Pacientu asins paraugi sapemti no Paula Stradina Kliniskas
Universitates slimnicas Neirologijas klinikas. Pacientu vidgjais vecums ir 52 gadi. Slimiba tik
diagnosticéta saskana ar ACR ( American College of Rheumatology commitee )
pamatkrit€rijiem.

Kontroles grupa tika ieklauti 20 praktiski veseli donori.

Sanemtie asins paraugi tika safas€ti pa 0,5ml ependorfa stobrinos. Visi paraugi tika

uzglabati pie -70°C.

2.2 DNS izdalisana un kvantitates kontrole

DNS izoléSanai no pilnam asinim izmantoja, ependorfos safas€tos, 0,5ml asinu
paraugus un Siinas tika liz€tas asinim pievienojot 1 ml liz€josa bufera. Paraugus samaisija un
centrifuggja 10000 apgr./min 3 minites, lai Stinas tiktu nogulsnétas. Supernatantu nonéma un
paraugam pievienoja 1 ml destiléta Gidens atmazgasanai un paraugs tika atkartoti centrifugéts
pie 10000 apgr./min 3 minttes. Velreiz atdalija supernatantu un nogulsném pievienoja 80 pl
proteinazes K bufera, kas nepiecieSams proteinu SkelSanai, 20 pl 20% SDS (natrija
dodecilsulfats), kas Skel leikocitu membranas, 15 pl proteinazes K, kas piedalas proteinu
denaturacija un destiléta tidens Iidz 0,5ml atzimei. Paraugus samaisija un inkub&ja Cetras
stundas 55°C temperatiira.

DNS izdalisanai lietotaja standarta fenola- hloroforma metodi. P&c inkubacijas
paraugam pievienoja 0,5 ml fenola, kas attira paraugus no piemaisijumiem. Lai ekstragétu
DNS, paraugus uzmanigi maisija 6 miniites un péc tam paraugus centrifug€ja pie 10000
apgr./min. 10 minttes. Atdalfja supernatantu un pievienoja 250 upl fenola un 250 pl
hloroforma, kas palidz palielinat organiskas fazes blivumu, paraugus maisija un centrifuggja
ka ieprieks. Atkal atdalija supernatatu un pievienoja 0,5 ml hloroforma, paraugus atkartoti
maisija un centrifuggja. Lai nogulsnétu DNS pie ta pievienoja 1 ml ledusaukstu 96% etanolu,
un centrifuggja 14000 apgr./min. 15 miniites, +4°C temperatiira. Etanolu nol&ja un nogulsném

pievienoja 1 ml 70% etanola un paraugu centrifug€ja ka iepriekS. Etanolu nol&ja un DNS
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Skidinaja destiléta tdeni, ko pievienoja atkariba no DNS percipitatu daudzuma, paraugus
atstaja uz nakti inkubéties +4°C. DNS glabaja -80°C.

DNS izolesanu no asins plazmas veica, izmantojot 200 ul plazmas paraugus un DNS
attirisanas kolonas ( QIAamp DNA Blood Mini Kit, Qiagen GmbH, Vacija). IzoléSanu veica
saskana ar razotaja instrukciju.

DNS un paraugu koncentracijas meriSanai izmantoja spektofotometru ,,NanoDrop”, kas
méra elektromagnétisko Skidruma spraigumu. Ar programmas ND1000 palidzibu noteica
nukleinskabes koncentraciju, sist€ému iestatot un nosakot absorbciju pie 260nm vilpa garuma.
Sistemas kalibrésanai lietoja 2 pl destiléta idens. DNS paraugu koncentraciju mérija nemot

2ul katra parauga. legiitie rezultati tika izteikti nanograms mikrolitra (ng/ul).

2.3 B Globina PKR

No pilnam asinim izdalita DNS parauga kvalitates noteikSanai un lai izslégtu Stnu
izcelsmes DNS piemaisijumus no plazmas izdalitaja DNS izmantoja B globina PKR saskana
ar Vadamme et al. 1995.

Praimeru seciba:
GS268 5 — ACACAACTGTGTTCACTAGC -3’
GS269 5° - TGGTCTCCTTAAACCTGTCTTG -3’

B globina géna noteikSanai, maisijuma pagatavosainai vienam paraugam (25ul) izmantoja:

10x PKR buferi 2,5ul
25 mM MgCl, 2ul
10 MM dNTP 0,5ul

100 uM GS268 praimeri 0,1ul

100pu M GS269 praimeri 0,1l

5U/ul Taq polimerazi 0,1l

3x destileta udens 17,7ul

DNS parauga 2ul

Paraugu amplifikacijas programma:

1. | Denaturacijas posms 3 min. 95°C

2. | Hibdridizacijas posms- 40 cikli 3 min. 95°C
30 sek. 55°C
45 sek. 72°C

3. | Pédgjais elongacijas posms 7 min. 72°C
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P&c amplifikacijas, paraugus analiz&ja 1,7% agarozes gela, elektroforétiksi. Izmantojot
UV gaismu un markieri pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker23 (Thermo Scientific, Lietuva)
noteica amplifikacijas produkta izmé&ru. Par attiritu un kvalitativu DNS uzskatija, ja no pilnam
asinim izdalita DNS ieguva PKR produktu ar izm&ru 200 bp un negativs rezultats no plazmas

izdalita DNS paraugos liecinaja, ka paraugi nav kontaminéti ar §tinas DNS.

2.4 Polimerazes kédes reakcija ar iekSéjo praimésanu

Lai pilnu asinu DNS, asins plazmas DNS un KDNS paraugos pavairotu specifiskus DNS
fragmentus un izmantoja polimerazes k&des reakciju ar iek$€jo praiméSanu (nPKR). PKR
sastav no vairakiem cikliem, kuru laika DNS tiek paklauts temperatiiras izmainam, katru
sint€zes ciklu veido tris reakcijas posmi: 1) DNS denaturacija, 2) praimeru hibridizacija un 3)
DNS sintézes jeb elongacijas posms. Polimerazes kédes reakcija ar iekS€jo praimeSanu
palielina DNS amplifikanta specifiskumu, samazinot fona DNS sintézes iesp&jamibu. Lai
izvairitos no potencialas kontaminacijas tika veikta tidens kontrole p&c katriem pieciem

paraugiem.

2.5 HHV-6 virusa genoma sekvences klatbuitnes noteikSana

HHV-6 virusa genoma sekvences klatblitnes noteikSanu paraugos veica saskana ar
Bandobashi et al. 1997, ar iek$gjo praimeru komplektu, kuri bija komplementari kapsida
galvenos proteinus kod€josam génam un tie atpazina abus virusus HHV-6A un HHV-6B. Ka
pozitiva kontrole tika izmantots HHV-6 genoma DNS ( Advances Biotechnologies Inc.
Columbia, USA) un ka negativo kontroli izmantoja DNS no praktiski veseliem asins
donoriem, kuru DNS nesatur HHV-6 genoma secibas.

Praimeru seciba:

1. cikls: HV61 -5 — GCG-TTT-TCA-GTG-TGT-AGT-TCG-GCA-G - 3’
HV62 - 5° - TGG-CCG-CAT-TCG-TAC-AGA-TAC-GGA-GG - 3’

2. cikls: HV63 — 5’- GCT-AGA-ACG-TAT-TTG-CTG-CAG-AAC-G -3’
HV64 — 5° — ATC-CGA-AAC-AAC-TGT-CTG-ACT-GGC-A - 3°

Praimeru jutiba 5 genoma kopijas (Kozireva et al.2009).

HHV-6 genoma secibas klatblitnes noteikSanai PKR 1. cikla amplifikacijas maisijuma

pagatavosanai( uz 50 pl) vienam paraugam izmantoja:
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10x PKR buferi Sul
25 mM MgCl, 3ul
10 mM dNTP 1 ul
100 uM HV61 praimeri | 0,2 ul
100 uM HV62 praimeri | 0,2 pl

5 U/ul Taq polimerazi 0,2 ul

Destiléta tidens 30,4 ul

DNS parauga 10 ul

HHV-6 genoma secibas klatbitnes noteikSanai PKR 2. cikla amplifikacijas maisijuma

pagatavosanai( uz 25 ul) vienam paraugam izmantoja:

10x PKR buferi 2,5 ul
25 mM MgCl, 1,5 ul
10 mM dNTP 0,5 ul

100 uM HV63 praimeri | 0,1 pl
100 uM HV64 praimeri | 0,1 pul

5 U/ul Taq polimerazi 0,1 ul

Destiléta tdens 15,2 ul
1.cikla PKR produktu Sul

Amplifikacijas programma 1. un 2. ciklam bija vienada:

1. | Denaturacijas posms 5 min 95°C
2. | Hibridizacijas posms — 30 cikli | 1 min 94°C
1 min 60°C
1 min 72°C
3. | P&dgjais elongacijas posms 8 min 72°C

PKR amplifikacijas produktus — 258 bp, analizg€ja elekroforétiski 1,7% agarozes géla,
UV gaisma ar markiera pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker 23 (Thermo Scientific, Lietuva)
palidzibu konstat&ja paredzama garuma produkta klatbiitni. Rezultatus vizualiz§ja izmantojot

BioSpectrum Imaging System, Vacija.
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2.5.1 HHV-6A un HHV-6B virusu diferencésSana

HHV-6 virusa tipa noteikSanu veica saskana ar Wang et al. 1996. Ka pozitivas kontroles
tika izmantots DNS, kas izoléts no HHV-6B (Z-29) un HHV-A (GS) virioniem ( Advanced
Biotechnologies Inc. Columbia, MD, USA), ka negativo kontroli izmantoja DNS no praktiski
veseliem asins donoriem, kuru DNS nesatur HHV-6 genoma secibas.

Praimeru seciba:

1.cikls: 661- 5’- CAA-GCC-CTA-ACT-GTG-TAT-GT- 3’

662 - 5’- TCT-GCA-ATG-TAA-TCA-GTT-TC- 3°
2.cikls: 663 — 5°- CTG-GGC-GGC-CCT-AAT-AAC-TT- 3’
664 — 5°- ATC-GCT-TTC-ACT-CTC-ATA-AG - 3’
PKR 1. cikla amplifikacijas maistjuma pagatavosanai( uz 50 pl) vienam

paraugam izmantoja:

10x PKR buferi S5ul

25 mM MgCl, 4 ul
10 mM dNTP 1 ul
100 uM 661 praimeri 0,2 ul
100 uM 662 praimeri 0,2 ul
5 U/ul Taq polimerazi 0,2 ul
Destiléta tdens 29,4 ul
DNS parauga 10 pl

Amplifikacijas programma 1.ciklam:

1. | Denaturacijas posms 4 min 95°C
2. | Hibridizacijas posms — 30 cikli | 1 min 94°C
1 min 50°C
1 min 72°C
3. | P&dgjais elongacijas posms 10 min 72°C
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PKR 2. cikla amplifikacijas maisijuma pagatavoSanai( uz 25 pl) vienam paraugam

izmantoja:
10x PKR buferi 2,5 ul
25 mM MgCl, 2 ul
10 mM dNTP 0,5 ul

100 uM 663 praimeri 0,1 pul
100 uM 664 praimeri 0,1 pul

5 U/ul Taq polimerazi 0,1 ul

Destiléta tdens 14,2 ul
1.cikla PKR produktu Sul

Amplifikacijas programma 2.ciklam:

Denaturacijas posms 4 min 95°C
Hibridizacijas posms — 30 cikli | 1 min 94°C
1 min 60°C
1 min 72°C
P&dgjais elongacijas posms 10 min 72°C

nNPKR produkti HHV-6A — 195bp un HHV-6B — 423bp tika vizualiz&ti elektrofor&tiski
1,7% agarozes gela ar markiera pUC19 DNA/Mspl (Hpall) (Thermo Scientific, Lietuva )
palidzibu UV gaisma un noteica paredzama amplifikacijas produkta klatbtitni un rezultatus

vizualiz€ja izmantojot BioSpectrum Imaging System, Vacija.

2.6 HHV-7 genoma secibas klatbiitnes noteikSana

Saskana ar Berneman et al. 1992 veica HHV-7 genoma sekvences noteik$anu. Lietoja
praimeru komplektu, kas bija komplementari U10 génam, Pfeiffer et al. 1995. Ka pozitiva
kontrole tika izmantots HHV-7 genoma DNS ( Advances Biotechnologies Inc. Columbia,
USA) un ka negativo kontroli izmantoja DNS no praktiski veseliem asins donoriem, kuru
DNS nesatur HHV-7 genoma secibas.

Praimeru seciba:

1.cikls: HV7 — 5> — TAT-CCC-AGC-TGT-TTT-CAT-ATA-GTA-AC - 3°
HV8 — 5" — GCC-TTG-CGG-TAG-CAC-TAG-ATT-TTT- 3’

2.cikls: HV10 — 5°- CAG-AAA-TGA-TAG-ACA-GAT-GTT-GG- 3’
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HV11 - 5- TAG-ATT-TTT-TGA-AAA-AGA-TTT-AAT-AAC- 3’
Praimeru jutiba 1 genoma kopija (Kozireva et al. 2009).
HHV-7 genoma secibas klatbutnes noteikSanai PKR 1. cikla amplifikacijas maisijuma

pagatavosanai( uz 50 pl) vienam paraugam izmantoja:

10x PKR buferi Sul
25 mM MgCl, 3ul
10 mM dNTP 1 ul

100 uM HV7 praimeri 0,2 ul
100 uM HVS praimeri 0,2 ul

5 U/ul Taq polimerazi 0,2 ul

Destiléta idens 30,4 ul

DNS parauga 10 pl

Amplifikacijas programma 1.ciklam:

1. | Denaturacijas posms 3 min 94°C
2. | Hibridizacijas posms — 30 cikli | 1 min 94°C
2 min 60°C
2 min 72°C
3. | Pédgjais elongacijas posms 7 min 72°C

HHV-7 genoma secibas klatbiitnes noteikSanai PKR 2. cikla amplifikacijas maisijuma

pagatavoSanai( uz 25 ul) vienam paraugam izmantoja:

10x PKR buferi 2,5 ul
25 mM MgCl, 1,5 ul
10 mM dNTP 0,5 ul

100 uM HV10 praimeri | 0,1 ul
100 uM HV11 praimeri | 0,1 pl

5 U/ul Taq polimerazi 0,1 pul

Destileta tidens 15,2 pl
1.cikla PKR produktu Sul
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Amplifikacijas programma 2.ciklam:

1. | Denaturacijas posms 3 min 94°C
2. | Hibridizacijas posms — 30 cikli | 1 min 94°C
2 min 55°C
2 min 72°C
3. | P&dgjais elongacijas posms 7 min 72°C

Iegiitos amplifikacijas produktus, kuru izmérs bija 124bp analiz&ja elektroforétisi 1,7%
agarozes g€la. UV gaisma un ar markiera pUC19 DNA/Mspl (Hpall) (Thermo Scientific,
Lietuva ) palidzibu noteica paredzama amplifikacijas produkta klatbutni un rezultatus

vizualiz€ja izmantojot BioSpectrum Imaging System, Vacija.

2.7 PBMC izdalisana no asinim

Pacientu periferas asinis at$kaidija 2 reizes ar PBS buferi un akurati uzslanoja uz fikola
gradienta attieciba 2:1 (¢= 1,077+0,001; Eurobio, Francija). Uzslanotas asinis centrifug€ja
1400 apg./min 12 minites. P&c centrifugéSanas gradienta vidusdala veidojas balts gredzens -
PBMC, ko pé&c tam atsiica un 2 reizes mazgaja ar PBS. Izdalitas PBMC glabaja safas&tas pa
0,5 ml ependorfa stobrinos PBS bufert, -70 °C

2.8 RNS izdaliSana, kvantitates un kvalitates kontrole

PBMC paraugam pievieno 1ml TRI reagentu, paraugu inkubgja istabas temperatiira 5
minutés un pievienoja 200 pl hloroforma un vortekséja aptuveni 15 sekundes katru. Talak
sekoja paraugu inkubacija 2-3 miniites istabas temperatiira. Paraugus centrifuggja 120009 15
miniites +4°C temperatiira. Uzmanigi, neaizskarot organisko fazi, parnesa aug$€jo/iidenaino
fazi jaunos stobrinos. Pievienoja 500 pl izopropanola un inkub&a 10 minites istabas
temperatiira. Centrifug€ja 12000g 10 miniites +4°C temperatiira. Atbrivojas no supernatanta
un RNS izgulsngja, pievienojot 1 ml 75% etanolu. Centrifuggja 7500g 5 minttes +4°C
temperatiira. Atbrivojas no supernatanta un lava atlikuSajam etanolam Zavéties 2-3 miniites.
RNS skidinaja tident, kas apstradats ar dietilpirokarbonatu.

RNS kvantitates un kvalitates mériSanai izmantoja spektofotometru ,,NanoDrop” Ar
programmas ND1000 palidzibu noteica nukleinskabes koncentraciju, sistému iestatot un
nosakot absorbciju pie 260nm vilna garuma. Sist€mas kalibrésanai lietoja 2 ul destiléta tidens.

RNS paraugu koncentraciju mérija nemot 2ul katra parauga. legitie rezultati tika izteikti RNS
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nanograms mikrolitra (ng/ul). Ja OD260/280 attieciba bija tuvu 2, tad RNS tika uzskatits par

attiritu.

2.9 Reversas transkriptazes polimerazes kédes reakcija

Lai var€tu identificét génu ekspresijas izmainas jaizdala RNS un péc tam ar reversas
transkripsijas palidzibu tas tiek parvérsta par komplementaro DNS (kDNS), kuru talak
izmanto polimerazes kédes reakcija.

kDNS sintézei sterilos stobrinos, kas tika novietoti uz aukstas virsmas, iepildija RNS —
5 ng; oligo (dT)18 praimeris — 1 pl; destilétu tideni - 6 pl. Inkub&ja 65°C temperatira 5
minttes. Tikmer pagatavo reakcijas maistijumu.

Reakcijas maisijums vienam paraugam:

5X reakcijas buferis 4 ul
RiboLock RNase Inhibitor (20 u/ul) 1 pl
10 mM dNTP mix 2 ul

RevertAid M-MuLV Reverse Transcriptase | 1 ul
(200 u/ul)

Katram paraugam pievienoja 8 ul reakcijas maistjuma. Inkubg&ja 60 mintites 42°C temperatiira

p&c tam 5 miniites 70°C. Talak paraugus analizgja ar nPKR. Uzglabaja -80°C.

2.10 B-Aktina PKR

cDNS kvalitates noteikSanai izmantoja ar1 PCR metodi, nosakot -aktina géna klatbiitni
cDNS paraugos. Paraugus amplificgja.
Praimeru seciba: PR183- 5’- CACCCACACTGTGCCCAT -3’
PR183 - 5°’- CTAGAAGCATTGCGGTGAC -3’

B globina géna noteik$anai, maisijuma pagatavosainai vienam paraugam (25ul) izmantoja:

10x PKR buferis 2,5ul
25 mM MgCl, 2ul
10 mM dNTP 0,5ul
PR183 praimeris 0,1ul
PR184 praimeris 0,1ul
5U/ul Taq polimeraze 0,1ul
3x destiléta tidens 17,7ul
cDNS parauga 2ul
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Paraugu amplifikacijas programma:

1. | Denaturacijas posms 3 min. 95°C
2. | Hibdridizacijas posms- 40 cikli 1 min. 95°C
30 sek. 55°C
45 sek. 72°C
3. | Pedgjais elongacijas posms 7 min. 72°C

Péc amplifikacijas, paraugus analiz€ja 1 % agarozes gela, elektroforetiksi.

kvalitativu cDNS uzskatija, cDNS PKR produktu ar izméru 650 bp.

2.11 HHV-6 U89/U90 géna secibas klatbiitnes noteik§ana

Gena detekciju veica saskana ar Bosch et al. 2001.

Praimeru seciba: Clbis- 5°- GTT-CCT-GTT-TCA-TGG-CA -3’

C2bis- 5°- TCC-AGT-AAT-GTG-GAA-GAA-GG- 3’

Amplifikacijas maistjuma (25ul) pagatavoSanai izmatoja:

10x PKR buferi 2,5 ul
25 mM MgCl, 1,5 ul
10 mM dNTP 0,5 ul
Clbis praimeri 0,1 pul
C2bis praimeri 0,1 ul
5 U/ul Taq polimerazi 0,1 pul
Destileta tidens 17,2 ul
kDNA parauga 2 ul

Amplifikacijas programma:

1. | Denaturacijas posms 15 min 94°C
2. | Hibridizacijas posms — 39 cikli | 20 sek 94°C
45 sek 50°C
20 sek 72°C
3. | P&dgjais elongacijas posms 5 min 72°C
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legtitos amplifikacijas produktus, kuru izmérs bija 115 bp analizgja elektroforétisi 1,7%
agarozes gela. UV gaisma un ar markiera pUC19 DNA/Mspl (Hpall) palidzibu noteica
paredzama amplifikacijas produkta klatblitni un rezultatus vizualizgja izmantojot BioSpectrum

Imaging System, Vacija.

2.12 HHV-6 U60/U66 géna secibas klatbiitnes noteik§ana

Géna detekciju veica saskana ar Mirandola et al. 1998.
Praimeru seciba: C3- 5°- GGC-CGT-TTT-TTT-AAC-TTC-GGC-GT- 3’
C4- 5°- GTT-TAA-ATG-CCG-CCG-AAT-GTT-TC- 3’

Amplifikacijas maistjuma (25ul) pagatavosanai izmatoja:

10x PKR buferi 2,5 ul
25 mM MgCl, 1,5 pul
10 mM dNTP 0,5 ul
C3 praimeri 0,1 ul
C4 praimeri 0,1 ul
5 U/ul Taq polimerazi 0,1 ul
Destileta tidens 17,2 ul
KDNA parauga 2 ul

Amplifikacijas programma:

1. | Denaturacijas posms 5 min 94°C
2. | Hibridizacijas posms — 35 cikli | 1 min 94°C
1 min 50°C
2 min 72°C
3. | Pedgjais elongacijas posms 10 min 72°C

Iegiitos amplifikacijas produktus, kuru izmérs bija 442 bp analiz€ja elektroforétisi 1,7%
agarozes ge€la. UV gaisma un ar markiera pUC19 DNA/Mspl (Hpall) palidzibu noteica
paredzama amplifikacijas produkta klatbiitni un rezultatus vizualiz&ja izmantojot BioSpectrum

Imaging System, Vacija.
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2.13 Agarozes géela elektroforeze

Elektroforézes metodi izmanto DNS frakciju atdaliSanai un identifikacijai. Pamatojoties
uz jonu kustibu elektriskaja lauka, DNS frakcija ar mazaku bazu paru daudzumu parvietojas
atrak, tapec ar elektroforézes metodes palidzibu DNS fragmenti tika sadaliti péc to izmeéra.
Agarozes g€la pagatavosSanai izmantoja 1,7g agarozes pulvera, 100 ml 1xTAE bufera un DNS
iekrasoSanai gélam tika pievienots Sul etidija bromids, kas piesaistas pie DNS un UV gaisma
fluorisc€. Gelu ielika elektroforézes aparata vannina, kura iepildits 1x TAE buferSkidums.
Katra parauga 10ul iekrasoja ar Iul 6X Loading dye un uznesa uz géla. DNS frakciju
parvietoSanas notika aptuveni 40 miniites, 140 voltos, 120 miliampé&ros. Elektroforézes
rezultatus apskatija transiluminatora ultravioletaja starojuma izmantojot BioSpectrum Imaging

System, Vacija un vizualiz&ja LaunchVisionWorks LS programma.

2.14 Virusspecifisku antivielu noteikSana

Lai detektetu virusspecifiskas IgG klases antivielas pret HHV-6 cilvéka asins plazmas
paraugos tika izmantots HHV-6 1gG Antibody ELISA kit (ABI, Columbia MD, ASV), saskana
ar razotaja noradijumiem. Optisko blivumu detekt&ja ar Multiskan Ascent- Thermo Scientific,
Afganistana.

Virrusspecifiskas IgG klases antivielas pret HHV-7 asins plazma noteica ar HHV-7 1gG IFA
Kit (ABI, Columbia MD, ASV), saskana ar razotaja instrukciju. HHV-7 specifisko 1gG klases
antivielu klatbtitne tika detektéta ar fluorescences mikroskopu NIKSON Eclipse 80i, Japana.

2.15 Reala laika polimerazes kédes reakcija

Lai noteiktu HHV-6 virusa DNS kopiju skaitu PBL paraugos izmantoja reala laika
polimerazes kédes reakcijas kvantitativas detektéSanas komplektu HHV-6 Real-TM Quant
Real-TM (Sacace Biotechnologies, Italija), saskana ar razotaja noradijjumiem.

Lai noteiktu HHV-7 virusu DNS kopiju skaitu PBL paraugos izmantoja reala laika
polimerazes kédes reakcijas kvantitativas detektéSanas komplektu Quantification of Human
Herpes Virus 7 genomes (PrimerDesign, Apvienota Karaliste), saskana ar razotaja

noradijumiem.
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2.16 Materiali

2.16.1 Reagenti

Equilibrated phenol, pH 8,0 — Affymetrix, ASV

Hloroforms 99,98% - Sigma, Vacija

QlAamp DNA Blood Mini Kit - Qiagen GmbH, Vacija

10x PKR buferis - Fermentas, Lietuva

25 mM MgCl,- Fermentas, Lietuva

0,2 mM dNTP- dezoksiribonukleotidu trifosfats- Fermentas, Lietuva

5U/ul Taq polimeraze DNA Taq Polymerase (recombinant)- Fermentas, Lietuva
Agaroze- Top Vision LE GQ Agarose, Fermentas, Lietuva

Etidija bromids- 10 mg/ml, Sigma, Vacija

50xTAE electrophoresis buffer- Thermo Scientific, Lietuva

6xLoading Dye Solution- Fermentas, Lietuva

TRI Reagents — Life Tehnologies, ASV

DEPC Treated water- Life Tehnologies, ASV

Izopropanols — Sigma-Aldrich Corporation, ASV

HHV-6 Real-TM Quant Real-TM darba komplekts - Sacace Biotechnologies, Italija
Quantification of Human Herpes Virus 7 genomes darba komplekts - PrimerDesign,
Apvienota Karaliste

Fikols — Eurobia, Francija

SDS: 80 ml Destiléts tidens, 20g SDS

Liz€joSais buferis (kopgjais tilpums 50 ml) —

0,5 ml 1M Tris HCI,
0,125 ml 2M MgCl,,
0,125 ml 4M NaCl,
49,25 ml destiléts tdens.

Proteinazes K buferis (kopgjais tilpums 100 ml) —

5,85g NacCl,
23,98 ml 0,5M EDTA,

destiléts tidens 1idz 100 ml atzimei.
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2.16.2 Aprikojums

Aparatiira rezultatu vizualizé$anai: BioSpectrum Imaging System, Vacija

Centrifiiga: Mikro 22r, Hettich, Vacija

Centrifuga: Mini Spin “Eppendorf”

Elektroforézes aparats: CAMBRIDGE Protein analysis & DNA sequencing Electrophoresis,
Lielbritanija

Fluorescences mikroskops: NIKSON Eclipse 80i, Japana

Fotometriskais lasitajs: Multiskan Ascent, Thermo Scientific, Afganistana

Lidzstravas avots: Power Supply EPS 301, Amersham Pharmacia Biotech, Zviedrija
Maisitajs: Vortex Sankine 10897, Latvija.

Mikrovilnu krasns: M1712R, SAMSUNG, Koreja

Pipetes BIOHT PROLINE PIPETTE, Somija

Pipetes GILSON PIPETMAN, Francija

PKR aparats : BIOMETRA, Thermocyclex, Vacija

Reakciju stobrini 0,5 ml, 1,5 ml un 2 ml, uzgali ar filtru, uzgali bez filtra: Thermo
Labsystems, Somija

Spektrofotometrs: NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer, ASV

UV transiluminators: Transiluminator LKB 2001 Macrovue, Zviedrija

2.17 Darba drosiba

1. Stradajot laboratorija visi darbi obligati javeic lietojot cimdus un halatu, lai pasargatu sevi
no dazadu bistamu vielu un noveérstu iesp&jamu infekciozo agentu noklasanu uz adas.

2. Jaizvairas no tieSa UV starojuma, kas nak no transiluminatoru un no laboratorijas boksa.

3. Etidija bromids ir kancerogéns, tapec jaizvairas no ta tieSa kontakta ar adu un ta tvaiku

ieelpoSanas.
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3 REZULTATI

3.1 DNS kvalitates parbaude

Izdalita DNS paraugu kvalitati noteica ar B globiba PKR (3.att€ls).

—p U SN S S S e -
200 bp

3.attéls. Beta globina géna amplifikacijas produkta elektroforéetiska analize 1,7%
agarozes gela. 1.Markieris [pUC19DNA/Mspl (Hpall)|; 2. Reagentu iidens kontrole; 3-
9. Pilnu asipu DNS paraugi, kas satur beta globina géna secibu- 200 bp; 10. Asins

plazmas paraugs, kas nesatur globina génu secibu

Figure 3. Beta globin gene amplification product analysed in electrophoresis 1,7%
agarose gel. 1. Marker [pUC19DNA/Mspl (Hpall)]; 2. Reagent water control; 3-9.
Whole blood samples with beta globin gene sequence — 200 bp; 10. Plasma samples that

do not contain B-globin gene sequence

3.2 IgG Klases antivielu klatbutne fibromialgijas sindroma pacientu plazmas paraugos

Parbaudot HHV-6 specifisku antivielu klatbiitni asins plazmas paraugos, IgG klases
antivielas atrada 18 no 22 (82%) fibromialgijas sindroma pacientu paraugiem, bet HHV-6
specifisku IgG klases antivielu klatbiitne netika konstatéta 4 no 22 (18%) pacientiem.

Parbaudot HHV-7 specifisku antivielu klatbiitni asins plazmas paraugos IgG klases
antivielas konstatgja 17 no 22 (77%) fibromialgijas sindroma pacientu paraugiem, bet

nekonstat€ja IgG klases antivielu klatbiitni 5 no 22 (23%) pacientiem.
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i IgG HHV-6

18%

ki Bez specifiskam
HHV-6 Ig klases
antivielam

9.attels. Cilvéka herpesvirusa-6 specifisku IgG klases antivielu klatbiitne fibromialgijas
sindroma pacientu plazmas paraugos (n=22)

Figure 9. Presence of human herpesvirus-6 specific 1gG class antibodies in plazma
samples of patients with fibromyalgia syndrome

 IgG HHV-7

L1 Bez specifiskam
HHV-7 Ig klases
antivielam

10.attels. Cilveéka herpesvirusa-7 specifisku IgG klases antivielu klatbiitne fibromialgijas
sindroma pacientu plazmas paraugos (n=22)
Figure 10. Presence of human herpesvirus-7 specific 1gG class antibodies in plazma

samples of patients with fibromyalgia syndrome
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11.attéls. HHV-7 specifisko IgG Kklases antivielu detektéSana fluorescences mikroskopa.
1. Pozitiva kontrole; 2. Negativa kontrole; 3. Pozitivs pacienta asins plazmas paraugs,
satur HHV-7 specifiskas IgG klases antivielas; 4. Negativs pacienta asins plazmas

paraugs, nesatur HHV-7 specifiskas IgG klases antivielas.

Figure 11. HHV-7 specific 1gG class antibodies detection with fluorescence microscope.
1. Positive control; 2. Negative control; 3. Positive patient plasma sample, contain HHV-
specific 1gG class antibodies; 4.Negative patient plasma sample, do not contain HHV-

specific 1gG class antibodies

3.3 HHV-6A, HHV-6B un HHV-7 infekciju sastopamiba

Izmantojot nPKR HHV-6 un/vai HHV-7 virusa infekciju konstatéja 18 no 22 (82%)
pacientiem, kuriem diagnosticéta fibromialgija, no tiem — 6 (30%) infekcija tika konstatéta
virusa infekcija gan pilnas asinis, gan asins plazma, kas varétu liecinat par aktivu infekciju.
Cetriem no 22 fibromialgijas pacientiem netika konstatéts $o virusu genoma sekvences
klatbtitne ne DNS, kura izdalita no pilnam asinim, ne DNS, kura izdalita no asins plazmas.

Vienam no 22 fibromialgijas pacientu paraugiem (5%) tika konstatéta atseviska HHV-6
genoma sekvences klatbiitne gan DNS, kas izdalita no pilnam asinim, gan DNS, kas izdalita
no asins plazmas, $is bija vienigais paraugs no parbauditajiem, kura HHV-6 viruss sastopams
viens, ne ka dubultinfekcija ar HHV-7. Atsevisku HHV-7 virusa infekciju DNS, kura izol&ta
no pilnam asinim Kkonstatéja 10 no 22 (45%) fibromialgijas pacientiem, no tiem atsevisku
HHV-7 infekciju DNS, kura izdalita no asins plazmas konstat&ja 2 no 13 (20%) fibromialgijas
pacientiem. Virusu dubultinfekciju HHV-6 + HHV-7 DNS, kura izdalita no pilnam asinim

konstatéja 6 no 22 (23%) fibromialgijas pacientiem, no tam viena dubultinfekcija , kur gan
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HHV-6, gan HHV-7 asins plazma. Vienam no 22 (5%) fibromialgijas pacientiem konstat&ja
HHV-6 un HHV-7 virusu dubultinfekciju, kur HHV-6 genoma sekvence konstatéta no asins
plazmas izdalita DNS , bet HHV-7 DNS, kur$ izdalits no pilnam asinim (4.att€ls; 5.attéls;
6.attls).

Kontroles grupa HHV-6 genomu sekvences klatbatne DNS, kuru izdalija no pilnam
asinim konstat&ja 2 no 20 (10%) donoriem, bet HHV-6 genoma sekvences klatbiitni DNS,
kura izdalita no asins plazmas netika konstateta. HHV-7 virusa genoma sekvences klatbiitni
DNS, kuru izdalija no pilnam asinim, konstat€ja 10 no 20 (50%) pacientiem, virusa genoma
sekvence DNS, kas izdalita no asins plazmas netika konstatéta. Dubultu HHV-6+HHV-7
virusu genoma sekvenci, konstat&ja 3 no 20 (15%) DNS, kuri bija izdaliti no pilnam asinim,
bet dubultinfekciju asins plazmas DNS netika konstatéta 0/3.

Sesiem no 8 (75%) fibromialgijas pacientu paraugiem, kuriem tika pieradita HHV-6
virusa secibas klatbtitne DNS kura izdalita no pilnam asinim, konstat&ja piederibu HHV-6B
virusam , bet 2 no 8 (25%) pieradija piederibu HHV-6A (7.attels; 8.attels).

4.attels. Cilveka herpesvirusa-6 specifiskas amplifikacijas produkta elektroforétiska
analize 1,7% agarozes gela. 1. Markieris [pUC19DNA/Mspl (Hpall)]; 2. Pozitiva
kontrole; 3. Negativa kontrole; 4. Reagentu uidens kontrole; 5. Paraugs, kas satur virusa
secibu DNS, kura izdalita no pilnam asinim — 258 bp; 6-8. Paraugi, kas nesatur virusa

secibu 9. Paraugs, kas satur virusa secibu, DNS Kkas izdalita no asins plazmas - 258 bp

Figure 4. Electrophoretic analysis of human herpesvirus-6 specific amplification product
in 1.7% agarose gel. 1.Marker [pUC19DNA/Mspl (Hpall)]; 2. Positive control; 3.
Negative control; 4. Reagent water control; 5. Sample that contain viral sequence, DNA
from whole blood — 258 bp; 6-8. Samples that do not contain viral sequence 9. Sample

that contain viral sequence, DNA from plasma - 258 bp
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S.attels. Cilveka herpesvirusa-/ specifiskas amplifikacijas produkta elektroforétiska
analize 1,7% agarozes géla. 1. Markieris [pUCL19DNA/Mspl (Hpall)]; 2. Negativa
kontrole; 3. Pozitiva kontrole; 4. Reagentu udens kontrole; 5. Paraugs, kas nesatur

virusa secibu; 6-7. Paraugi, kas satur virusa secibu — 124 bp

Figure 5. Electrophoretic analysis of human herpesvirus-6 specific amplification product
in 1.7% agarose gel. 1.Marker [pUC19DNA/Mspl (Hpall)]; 2. Negative control; 3.
Positive control; 4. Reagent water control; 5. Sample that do not contain viral sequence;
6-7. Sample that contain viral sequence — 124 bp

8
7 -

B Virusa genoma
ab sekvence pilnu asinu
S5 DNS
(%2} —_

S, — ® Virusa genoma
o
S - sekvence plazmas
S 3 7 DNS
a — -
2 - Bez virusu genoma
1 — secibas
0 : : : -
HHV-6  HHV-7 HHV-6+
HHV-7

6.attels. Cilveka herpesvirusa-6 un cilvéka herpesvirusa-7 secibu Kklatbatne
fibromialgijas sindroma pacientu DNS, kas izdalita no pilnam asinim un asins plazmas
(n=22)

Figure 6. Presence of human herpesvirus-6 and human herpesvirus-7 genomic sequence

in whole blood and plasma DNA of patients with fibromyalgia syndrome (n=22)
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<= 423 bp
<= 195bp

7.attels. Cilveka herpesvirus-6 A un B variantu specifiskas amplifikacijas produkta
elektroforétiska analize 1,7 % agarozes géla. 1. Markieris [pUC19DNA/Mspl (Hpall)];
2. Pozitiva HHV-6A virusa kontrole — 195 bp; 3. Pozitiva HHV-6B virusa kontrole — 423
bp; 4. Negativa kontrole; 5-6,9. Paraugi, kas satur HHV-6B virusa secibu- 423 bp; 7-8.
Paraugi, kas satur HHV-6A virusa secibu — 195 bp; 10. Reagentu tidens kontrole

Figure 7. Electrophoretic analysis of human herpesvirus-6 variants A and B specific
amplification products in 1.7% agarose gel. 1.Marker [pUC19DNA/Mspl (Hpall)]; 2.
Positive HHV-6A viral control- 195 bp; 3. Positive HHV-6B viral control — 423 bp; 4.
Negative control; 5-6,9. Samples that contain HHV-6B viral sequence — 423 bp; 7-8.

Samples that contain HHV-6A viral sequence — 195 bp; 10. Reagent water control

= HHV-6B
= HHV-6A

8.attels. Cilveka herpesvirusu- 6A un -6B variantu sastopamiba pacientiem ar
fibromialgijas sindroma
Figure 8. Human herpesvirus -6A and -6B variant incidence of patients with

fibromyalgia synrome
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3.4 Reala laika polimerazes kédes reakcija

Izmantojot reala laika polimerazes kédes reakciju fibromialgijas pacientiem, kuriem péc
nPKR tika konstatéta HHV-6 un/vai HHV-7 genoma secibu klatbitne tika noteikts HHV-6 un
HHV-7 DNS kopiju skaits DNS, kur$ izdalits no PBL. Vidgja virusa slodze HHV-6 infekcijas
gadijumiem, fibromialgijas pacientu asins paraugos bija 2230,12 + 371,69 (standartnovirze
2268,704) HHV-6 virusa DNS kopijas/miljons PBL. Diviem no 8 paraugiem virusa slodze
bija Joti augsta 21,2x10° HHV-6 virusa DNS kopijas/miljons PBL un 2,9x10° HHV-6 virusa
DNS kopijas/10° PBL. Vienam no 8 pacientiem HHV-6 infekiju tika konstatéts <10 HHV-6
DNS kopijas/10® PBL. Piecos no 20 praktiskti veselo cilvéku donoru asinis HHV-6 virusa
slodze bija 87 + 43,5 HHV-6 virusa DNS kopijas/10° PBL.

Sesiem no 17 pacientiem, kuriem konstatéta HHV-7 virusa infekcija, virusa slodze asins
paraugos bija vidgji 657, 6 + 131,05 (standartnovirze 338,01) HHV-7 virusa DNS kopijas/10°
PBL. 12 no 17 pacientu paraugiem, Kuriem bija konstatéta HHV-7 infekcija virusa DNS
kopijas/10® PBL DNS bija <10. Kontroles grupai, 13 no 20 praktiski veselajiem donoriem,
HHV-7 virusa slodze asins paraugos vidgji konstatéta 58, 8 + 5,88 kopijas/10° PBL.
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individu DNS paraugos

36



Figure 10. Average HHV-6 and HHV-7 viral DNA copies/10° PBL in patients with
fibromyalgia syndrome and viral DNA copies/10° PBL in practically healthy individuals

3.5 HHV-6 génu ekspresija

Analizeti tika 8 paraugi, kuriem ar nPKR palidzibu tika konstatéta HHV-6 virusa
genoma secibas klatbiitne pacientu DNS paraugos, kas izoléti no PBL. HHV-6
transkripcionala aktivitate tika analiz€ta ar nPKR pé&c reversas transkripcijas un tika noteikta
IE U89/U90 un L U60/U66 génu kopiju klatbiitne pacientiem ar fibromialgijas sindromu. L
U60/U66 geni klatbiitne netika konstatéta neviena no analiz€tajiem paraugiem, bet IE
U89/U90 geénu klatbiitne tika konstatéta visiem fibromialgijas pacientu paraugiem, kuriem ar

nPKR tika konstatéta virusa genoma secibas klatbiitne DNS kas izoléta no PBL.

10.attels. nPKR amplifikacijas produkta HHV-6 géna U89/U90 elekroforétiska analize
1,7 % agarozes gela. 1, 11. Markieris [pUC19DNA/Mspl (Hpall)]; 2-5., 7-10. Paraugi,
kuri satur HHV-6 U89/U90 genu kopijas- 115 bp. 6. Reagenu uidens kontrole.

Figure 10. Electrophoretic analysis of nPCR amplification product HHV-6 U89/U90

genes. 1,11. Marker [pUC19DNA/Mspl (Hpall)]; 2-5. Samples that contain HHV-6
U89/U90 gene copies — 115 bp. 6. Reagent water control.
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4 DISKUSIJA

Fibromialgijas sindroms ir patstavigi un organismu novajinosi trauc€jumi, kuriem var
bt postoss efekts uz cilveku dzivem, ietekméjot to sp&ju iesaistities ikdienas aktivitatés un
mazinot darbaspgjas, kas savukart, ietekmé ne tikai pasus individus, bet arT valsts ekonomiku
kopuma. Sindroma izplatiba attistitajas valstis sasniedz 2-5% no populacijas (Guymer, 2013).
Ta ka fibromialgijas c€lonis ir neskaidrs, nav standartizétu biomarkieru vai diagnostikas testu
ta apstiprinasanai, tad tiek uzskatits, ka tas netiek diagnostic€ts 3 no 4 pacientiem, kas sirgst
ar So sindromu (Clauw et al., 2011) un tas var klat par draudu sabiedribas veselibai, jo netiek
uzsakta savlaiciga terapija.

Neskatoties uz ilgstoSiem pétijjumiem par fibromialgijas sindroma patogengzi un
etiologiju, v€l joprojam zinatnieki nav nonakusi pie atrisindjuma un nav vienpratibas par
slimibas izraisitajiem. Virusu infekciju uzskata par vienu no iesp&jamajiem fibromialgijas
sindroma izraisitajiem, jo vairums pacientu zino par péksnu slimibas saks$anos un simptomi,
kas noveroji fibromialgijas pacientiem ir noverojami ari pacientiem ar hronisku bakteriju vai
virusu infekeiju.

Par galveno mehanismu, kas iesaistits fibromialgijas sindroma patogenézé tiek
uzskatits centralas un autonomas nervu sistémas disfunkcija. Tadg] ir batisks iemesls uzskatit,
ka HHV-6A, HHV-6B un HHV-7 virusi ir iesaistiti fibromialgijas sindroma izraisi$ana, jo tie
ir neirotropi un pétijumi liecina, ka latenta HHV-6A, HHV-6B reaktivacija smadzengs spélé
svarigu lomu neiropatogenézes attistiba un abi virusi ir potenciali patogéni nervu sist€émai
(Chan et al. 2001). Ir pieradits, ka HHV-6 virusi, gan HHV-7 spgj ,,iebrukt” centralaja nervu
sisttma un izraisit centralas nervu sist€émas bojajumus un nopietas neirologiskas slimibas
(Ward et al. 2005., Yoshikawa et al. 2000). Pieradits, ka HHV-6A virusam ir liclakas
neirotropiskas paSibas un ka HHV-6 virusi sp€j apiet imunsistému un izveidot persistentu
infekciju neirogliju Stnas (Yao et al. 2006) un ka zinams tieSi neirogliju $tinas ir nozimigas
fibromialgijas patogenézg, jo tas palidz modulét sapju parnesi muguras smadzenés (Bellato et
al. 2012). Iesp&jams tieSi virusu reaktivacija neirogliju $tnas izraisa CNS disfunkciju, jo ka
zinams Roseoloviruses, virusi, pie kuriem peder ari HHV-6A, HHV-6B un HHV-7, izraisa
loti nozimigas izmainas saimniekStnas metabolisma, herpesvirusu infekcija izsledz
saimniekStinas DNS sintézi, stimulé proteinu sint€zi un palielina dazadu citokinu un
hemokinu sekréciju (Casselli and Di Luca 2007). Beta herpesvirusi péc primaras inficé$anas,
parasti agra bérniba, spg uzturét persistentu infekciju latenta fazé un reaktiveties

iminsupersijas, stresa un citu organismam nebalvélibu apstaklu laika.
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Darba rezultati paradija augsta limena HHV-6 un HHV-7 virusu servoprevelanci.
Anti-HHV-6 specifiskajam IgG klases antivielu klatbtitne serologiskajos izmeklgjumos
plazma konstatéta 82% un specifiskas anti HHV-7 IgG klases antivielas konstatétas 77%
fibromialgijas pacientiem. Sie skaitli arT apstiprina literatiiras apskata izskangjuo, par beta-
herpesvirusu infekciju plaso izplatitibu cilvéku populacija (Caselli and De Luca 2007). Péc
nPKR rezultatiem 18 no 22 (81%) fibromialgijas pacientiem bija konstatéta HHV-6 un/vai
HHV-7 virusa genoma secibas klatbiitne, Sie rezultati liecina par nepiecieSsamibu noteikt
virusu reaktivésanas riskus fibromialgijas pacientiem. Péc HHV-6 virusa tip&Sanas,
izmantojot nPKR ar atbilstoSajiem praimeriem, no 8 HHV-6 pozitivajiem paraugiem 6 tika
identificeti, ka HHV-6B, bet 2 no 8 ka HHV-6A virusi, kas liecina par abu virusu cirkulaciju
Latvijas populacija.

Reala laika PKR rezultati uzradija augstu (2230,12 + 371,69 kopijas/ 10° PBL) HHV-6
virusa slodzi, ka ari augstu HHV-7 virusa slodzi (657, 6 + 131,05 kopijas/lO6 PBL)
fibromialgijas pacietiem, salidzinajuma ar praktiski veselu individu paraugiem, attiecigi (87 +
435 kopijas/10° PBL) un (58,8+ 5,84 kopijas/10° PBL). Interesanti atzimét, ka diviem
fibromialgijas pacientiem tika noteikta Joti augsta HHV-6 virusu slodze (21,2x10° kopijas/10°
PBL un 2,9x10° kopijas/10° PBL), abi no $iem piedergja HHV-6B. Sadas augstas virusa
slodzes (>1 miljons kopijas/10° PBL ) var liecinat par HHV-6 virusu hromosomalo integraciju
pacientu teloméras un iesp&jamu virusa reaktivaciju no kadiem patogéniem efektiem ( Endo et
al. 2014, Prusty et al. 2013, Pellett et al. 2011).

Ta ka 3 asins plazmas paraugos tika identificéts HHV-6 genoma sekvences klatbiitne un
ar reala laika PKR noteiktas augstas HHV-6 slodzes, tas lieck domat par virusa reaktivaciju
organisma, bet ka iepriek$gjos p&tijumos Caserta (2010) ar kol€giem ir noradijusi, kvalitativa
un kvantitativa asins plazmas PKR analize nav pietiekama, lai atSkirtu aktivu virusa
replikaciju no HHV-6 virusa hromosmalas integracijas. Tapéc izmantoja génu ekspresijas
metodi, kas pasreiz ir drosaka metode, kas lauj diferencét latentu no aktivas infekcijas L
U60/U66 proteinu kopijas norada uz litisku infekciju un ir detekt€jamas tikai sakotngjas
inficéSanas gadijuma vai virusa reaktivacijas gadijuma, bet ne latenta infekcija. (Mirandola et
al. 1998; Bosch et al 2001). Ta ka analiz&tajos paraugos tika konstatétas tikai U89/90 proteinu
kopijas klatbiitne, tas liecina, ka fibromialgijas pacientiem ir pesristenta HHV-6 infekcija,
latenta faze.

Lai precizi var€tu spriest un izdarit droSus secindgjumus par virusa saistibu ar
fibromialgijas sindromu nepiecieSams veikt plasakus pétijumus ar lielaku fibromialgijas
pacientu skaitu. Tapat batu nepiecieSsams noteikt HHV-6 un HHV-7 specifikso IgM klases

antivielu klatbiitni fibromialgijas pacientiem, kas var€tu bus iesp&jamas virusa aktivas
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infekcijas indikators, ka ari turpmajajos pé&tijumos varétu noteikt iekaisuma citokinu
ekspresijas limenus. NepiecieSams izvertét vai virusa infekcija ir §1 sindroma

ierosinatajfaktors vai tikai pamatslimibas fons.
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5 SECINAJUMI

HHV-6 un HHV-7 infekcijas ir plasi izplatitas fibromialgijas pacientiem.

. Latvija sastopami abi virusa varianti, gan HHV-6A, gan HHV-6B

. Pacientiem ar fibromialgiju ir augsta HHV-6 un HHV-7 virusu slodze,
salidzinajuma ar praktiski veselajiem individiem.

HHV-6 augsta virusu slodze (>1 miljons kopijas/10° PBL), dod iemeslu domat par
HHV-6 virusu hromosonalo integraciju, fibromialgijas pacientiem.

. IE U89/U90 génu ekspresija fibromialgijas pacientiem, norada uz HHV-6

persistentu infekciju latenta faze.
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