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ANOTACIJA

S1 darba ietvaros tika pétita HHV-6 un CCLS5 iekaisuma hemokinu iesaistes loma
autoimiina tireoidita attistiba. P&tijuma iesaistiti 60 pacienti ar AIT, kuriem veikta
tireoidektomijas (Thyreoidectomia totalis) operacija, 30 autopsiju paraugi un 30 veseli
asins donori ka kontroles grupa.

HHV-6 genoma sekvence tika atrasta 59 (98%) AIT pacientiem gan audu, gan
asins DNS paraugos un 23 (77%) kontroles grupas pacientiem. Aktiva infekcija tika
noteikta 35/59 (59%) AIT pacientu vairogdziedzeru audu paraugos. Virusa slodze pie
aktivas infekcijas bija lielaka ka pacientiem pie latentas infekcijas (mediana 1206 IQR:
455-2804 pie aktivas pret 544.5 IQR: 155-1589 kopijas/1x10® §iinam pie latentas
infekcijas) AIT pacientiem RANTES Iimenis bija statistiski zemaks (mediana 9.267,
IQR: 3.489-16.93) ka asins donoriem (mediana 56.6, IQR: 30.71 - 101.5) AIT
pacientiem ar aktivu infekciju, kuriem tika detekteta HHV-6 U12 un/vai U51 génu
ekspresija, uzradija daudz zemaku RANTES Iimeni, neka pacientiem ar aktivu virusa
infekciju bez U12 un U51 génu ekspresijas. AIT pacientu audiem un asinim, ka ar1
kontroles grupas asins paraugiem veica imunohistokimiju. Kontroles grupas asins
donoru paraugiem un AIT pacientu audu paraugos tika konstatéta RANTES un HHV-
6 gB (gp116) ekspresija. AIT pacientu PBMC paraugos tika konstatéta un HHV-6 gB
(gp116) ekspresija, turpretim RANTES ekspresija konstatéta loti vaja.

Darba saturu veido 6 nodalas ar apaksnodalam. Kopuma darba izstradasanai
izmantoti 78 literatiras avoti, 14 att€li un 1 tabula. Darba apjoms sastav no 59
lapaspusém. Bakalaura darbs izstradats Rigas Stradina universitates Augusta

Kirhensteina Mikrobiologijas un virusologijas instittita.

Atslégvardi: HHV-6; autoimunais tireoidits; CCLS, U12, U51, U79/80



SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the potential role of human herpesvirus
6 (HHV-6) and CCL5 involvement in AIT development. This study included 60 AIT
patients, 30 autopsied subjects without thyroid pathologies and 30 healthy donors as
controls.

HHV-6 genome sequence was detected in 59 (98%) AIT patients’ thyroid gland
tissue and blood DNA samples and 23 (77%) in control group. Active infection was
detected in 35/59 (59%) AIT patients’ thyroid gland tissue. Higher median viral load
was found in patients with active viral infection than in patients with latent infection
(median 1206 IQR: 455-2804 active and 544.5 IQR: 155-1589 copies/1x10° cells
latent infection).

AIT patients’ RANTES level was statistically lower (median 9.267, IQR: 3.489-
16.93) compared to blood donors (median 56.6, IQR: 30.71 - 101.5) AIT patients who
were positive for HHV-6 Ul12 and/or U51 gene expression, showed much lower
RANTES level, compared to patients with active viral infection without the expression
of U12 and U51 genes. RANTES and HHV-6 (gp116) was visualised in AIT patients’
tissue and blood, as well as control groups blood samples with immunohistochemistry.
RANTES and was detected in control groups’ blood donor samples and AIT patient
samples. HHV-6 gB (gp116) expression was detected in AIT patients’ PBMC samples,

however RANTES expression was relatively low.

The thesis has 6 chapters with subdivisions. The total amount of 78 references,
14 figures and 1 graphic chart are used in this thesis which has 59 pages. This work
was done in Rigas Stradins University August Kirhenstein Institute of Microbiology

and Virology.

Key words: HHV-6; autoimmune thyroiditis; U79/80; RANTES; U12; U51



APZIMEJUMU SARAKSTS

AIT- autoimiinais tireoidits

bp — bazu pari

CCLS5 (RANTES) — beta hemokins, aktivacijas reguléts, normalu T §tinu ekspreséts un
sekretets

CCRS5 - Ar G proteinu saistitais RANTES galvenais receptors
CMV- citomegaloviruss

DNS- dezoksiribonukleinskabe

DS- dendritiskas $iinas

HHV-6 — cilvéka sestais herpesviruss

HT- Hasimoto tireoidits

kb- kilobazes

miRNS- mikro ribonukleinskabe

MgCl2 — magnija hlorids

ml — mililitri, pl — mikrolitri

nm- nanometri

nPCR - polimerazes k&des reakcija ar iek$€jo praimeréSanu
PCR — polimerazes kédes reakcija (ang. polymerase chain reaction)
RNS- ribonukletnskabe

SDS — natrija dodecilsulfats

TAE — Tris-Acetats

Taq — termostabila DNS polimeraze

HLA- cilvéka leikocTtu antigéns

DR- tiesais atkartojums (ang. direct repeat)

TSHr- vairogdziedzera stimul&jo$a hormona receptors

TG- tireoglobulins

TPO- tireoperoksidaze



IEVADS

HHV-6 ir visa pasaulg plasi izplatits, limfotrops B herpesviruss. Infic€Sanas ar
HHV-6 ir plasi izplatita pasaules iedzivotaju vidi, ta seropozitivitate ir tuvu 100%, lai
gan ir iznp@muma valstis (Campadelli-Fiume G. et al. 1999). Primara infekcija, kuru
izraisa HHV-6, izpauzas agri bérniba ka trisdienu drudzis (roseola infantum) (R. R.
Razonable, 2013), seroepidemiologiskie p&tijumi liecina par to, ka lieclaka dala bérnu
iegiist antivielas pret HHV-6 pirms divu gadu vecuma (Okuno et al., 1989). HHV-6
infekcija ir nozimigs c€lonis oportiinisko infekciju ierosinasana imunosupreséto,
tipiski AIDS wvai transplantatu recipientu pacientu vidda, kuriem  HHV-6
infekcija/reaktivacija var izraisit transplantéto organu atgriiSanu vai navi (Campadelli-
Fiume G. et al. 1999).

HHV-6 satur divus gé€nus - Ul12 un US51, kuri kodé ar G proteinu saistitos
receptoru (GCR) paredzamos homologus uz $tinu virsmas. HHV-6 U12 funkciong ka
B-hemokina receptors, saistits ar kalcija mobilizgjoSo signala transdukcijas celu prieks
RANTES, monocitu hemoatraktanta proteina-1 (MCP-1) un makrofagu iekaisuma
proteiniem la un 1f. HHV-6 US51 saistas pie CCLS (RANTES) un lejupregulé st
hemokina transkripciju (Tadagaki K. et al. 2005).

RANTES ir hemokini, kas piesaista un aktivé specifiskas iekaisumu §tnu
populacijas (von Luettichau I. et al. 1996). Proteini, kurus kode U12 un U51 géni, var
tikt ekspreséti uz dazadu epitelialo un dazu PBMC virsmas, kas padara tas par
potencialu iemeslu, kapec tiek ierosinats autoimunitates process un saimnieka
organisma GCR ka auto-reaktivo T un B limfocTtu mérki (Isegawa Y. et al. 1998).

HHV-6 tiek minéts ka viens no iesp&jamiem vides faktoriem autoimiina
tireoidita izraisisana. Tas izpauzas ar limfocitaru infiltraciju vairogdziedzera
parenhima, folikularo $tnu atrofiju, granularo tirocitu klatbiitni un fibrozi. (Iddah M.,

Macharia B., 2013).



A
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Hipotezes:

1. HHV-6 sp& modulét RANTES signalcelu caur HHV-6 Ul12 un U51 génu
ekspresiju, kas varétu biit viens no AIT attistibas mehanismiem.

2. Augsts limfotropas HHV-6 genoma sekvences detekcijas biezums
vairogdziedzera audos var&tu biit augstas limfocTtu un makrofagu infiltracijas dél, kas

ir raksturigi autoimiinajam slimibam.

Darba meérkis: noskaidrot HHV-6 un CCLS5 iekaisuma hemokinu iesaistes lomu

autoimuna tireoidita attistiba.

Darba uzdevumi:

Veikt autoantivielu testus pret tireoglobulinu (TG), tireoperoksidazi (TPO) un TSH
receptoriem asins plazma.

Izdalit DNS un RNS no vairogdziedzeru asinim un audiem.

Parbaudit DNS un RNS kvalitati un kvantitati izdalitajiem paraugiem.

Noteikt HHV-6 genoma klatbiitni vairogdziedzeru asins un audu DNS paraugos.
Paraugos, kuros noteikta HHV-6 genoma klatbiitne, veikt virusa tip&€Sanu un virusa
slodzes noteikSanu.

Veikt komplementaras DNS sint€zi no izdalitajiem RNS paraugiem.

Noteikt HHV-6 aktivas infekcijas klatbtitni vairogdziedzeru audu un asins
komplementaras DNS paraugos, nosakot U79/80 mRNS klatbiitni ar nPCR metodi.
Noteikt HHV-6 U51 un U12 mRNS klatbiitni ar nPCR metodi

Parbaudit RANTES Itmeni asins plazma.

10. Veikt imunfluorescenci.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Cilvéka herpesvirusu klasifikacija un HHV-6 atklasana

Herpesviridae dzimta ir iedalita tris apakSdzimtas- alfa, beta un gamma (Leroy
B.et al. 2016). Pie o herpesvirusiem pieder herpes simplex viruss 1 (HSV-1), herpes
simplex 2 (HSV-2) un varicella zoster (VZV). Pie B herpesvirusu apaksdzimtas pieder
cilveka citomegaloviruss (CMV), cilvéka herpesviruss-6 (HHV-6) un cilvéka
herpesviruss-7 (HHV-7). Y- herpes virusi ir Epsteina—Barra viruss (EBV, HHV-4) un
cilvéka 8. herpesviruss (HHV-8) (Jenkins F., Hoffman L. 2000).

HHV-6 pirmo reizi izol&ja 1985. gada Zaki Salahuddin no AIDS pacientu
periféro asinu mononuklearajam $inam un liesas audiem (Krueger G., Ablashi D.
2006).

Sakotngji HHV-6 tika iedalits divas grupas ka variants A (HHV-6A) un
variants B (HHV-6B) (Schirmer et al., 1991). Tie abi ir radnieciski, bet starp tiem
pastav biologisku, imunologisku, epidemiologisku un molekularu ipasibu atskiribas.
HHV-6B galvenokart izraisa Exanthem subitum (Yamanishi et al., 1988), bet HHV-
6A vél nav minéts ka tieSs kadas slimibas izraisitajs, Lidz 2012. gadam HHV-6A un
6B tika uzskatiti par diviem 6. herpesvirusa variantiem, tomer sakara ar to, ka starp
tiem pastav nozimigas atSkiribas, Internacionala Virusu Taksonomijas Komiteja atzina
tos par diviem atskirigiem virusiem, paturot 11dz§ingjo nomenklatiiru- HHV-6A and

HHV-6B (Adams M., Carstens E. 2012).

1.2. Cilvéka herpesvirusu morfologija un replikacijas cikls

1.2.1. Cilveka herpesvirusu struktiira

Visi herpesvirusi sastav no trim galvenajiem strukturalajiem elementiem:
nukleokapsida ar diametru 90-110 nm un ikosaedrisku simetriju, centra ir kors, kas
satur viralo DNS genomu, kapsida, kura satur viralos glikoprotetnus, un teguments,
kas sastav no proteinu kompleksa, kas aiznem vietu starp membranas apvalku un

kapsidu. NobrieduSu virionu diametrs ir aptuveni 200 nm.

10



Herpesvirusa viriona struktira
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1.Att€ls. Herpesvirusa viriona struktiira.

Figure 1. Structure of the Herpesvirus virion!

1.2.2. HHV-6 genoma struktira
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Figure 2. Schematic representation of the HHV-6B genomic organization?

'http://www.dreamstime.com/royalty-free-stock-photo-herpes-virus-structure-

image271828650© Designua

Bolle L.et al. 2005. Update on Human Herpesvirus 6 Biology, Clinical Features, and Therapy-
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HHV-6 genoms ir lineara, dubultspirales DNS molekula, 160 to 162 kb liela,
un sastav no 143-145 kb unikala (U) regiona, kas robeZojas ar 8-9 kb lieliem tieSo galu
atkartojumiem (DR) un trTs vid€jiem atkartojumiem- R1, R2 un R3 agrinaja rajona A
(IE-A) (2.attela). Tiesie atkartojumi satur DNS sekvences motivus pac-1 un pac-2,
kuri Skel genomu, un vairakkart&jus heksanukleotida (GGGTTA), atkartojumus, kas
ir raksturiga mugurkaulnieku hromosomu teloméru sekvence (T). Unikala regiona
genomiska struktiira ir Iidziga CMV gara unikala regiona struktiirai un ir kolineara
HHV-7. HHV-6B genoms satur 119 potencialas proteinu kod&josas génu dalas
(ORFs), kuru kodg 97 géni, no kuriem 9 nav sastopami HHV-6A (Bolle L.et al. 2005).

1.2.3. HHV-6 replikacijas cikls

o
pus1  putz  (PUsd)

i

=
¥

gH, gL, gQ,

pU83, puie,

T
0

IE1, pUig-19, PU38, puz7,
pussp, pu69, ...

>

/

‘)

Qe

Terminase —

encapsidaﬁonJJ

<&
DNA replication

&nuclear membranes

acquisition
(pU31, pU54, ..)

4

cytoplasmic membrane

3. Attels. Shematiski att€lots HHV-6 Iitiskas replikacijas cikls.

Figure 3. Schematic representation of the HHV-6 lytic replication cycle?

Clin Microbiol Rev., 18(1): p. 219

3Bolle L.et al. 2005. Update on Human Herpesvirus 6 Biology, Clinical Features, and Therapy-
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HHV-6A un HHV-6B ieklust Stna, saistoties ar CD46, kas atrodas uz visu
Stinu, kuram ir kodoli, virsmas un ir fiziologiski iesaistits komplementu regulacija.
HHV-6A gH-gl-gQ komplekss (glikoproteini H, L un Q), kuru kode HHV-6 U48,
US82 un U100 géni, darbojas ka viralais ligands ar cilvéka CD46 receptoru. P&c
saistiSanas un virusa apvalka sapliiSanas ar Siinas membranu, nukleokapsida tiek
transport€ta caur citoplazmu uz kodola poru kompleksiem, caur kuriem viralais DNS
genoms tiek ievadits nukleoplazma. Tad viruss izmanto celularo transkripcijas
mehanismu, lai producétu viralos proteinus (nekavéjosi agrinos [IE], agrinos [E], un
velos [L]). HHV-6 IE proteini tiek sintez&ti paris stundas p&c Siinas inficéSanas un
regul€ citu génu ekspresiju. Agrino génu ekspresija ir atkariga no IE proteinu sintezes
un tie produce proteinus, kas ir galvenokart iesaistiti DNS metabolisma un replikacija.
Velinie proteini biezi tiek glikolizeti un kalpo ka nobriedusa virusa dalinu komponenti.
P&c E proteinu sintézes, kuriem piemit enzimatiskas IpasSibas nukleotidu metabolisma
un DNS sintéze, sakas genoma replikacija. Virala DNS tiek forméta garos pavedienos,
kuri tiek salociti un iepakoti kapsidu prekursoros (Agut H. et al. 2015). Nobriedusas
kapsidas izklust no kodola citoplazma, kur tas iegiist tegumentu un sekundaro viralo
membranas apvalku trans- Goldzi kompleksa, kur uzkrajas viralie glikoproteini.
Nobriedusie virioni izkluist ekstracelularaja telpa eksocitozes cela. HHV-6 nobrieSanas
cikls no citiem herpesvirusiem atskiras ar to, ka uz infic€to $tinu virsmas nav nosakami
viralie glikoproteini. Kopgjais viena replikacijas cikla laiks no infekcijas briza Iidz
jaunu virionu izklGiSanai no $iinas ir aptuveni 72 h. Inficétas Siinas p&c sada replikacijas

cikla it boja apoptozes/ nekrozes cela (De Boelle L. et al. 2015).

Clin Microbiol Rev., 18(1): p. 220
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1.3. HHV-6 raksturojums

1.3.1. Sinu tropisms

CD4+ T limfociti ir primaras mérkStnas gan HHV-6A, gan HHV-6B, ierosinot
citopatisku infekciju, kas norada uz iespgjamu lomu HHV-6 imunosupresijas
izraisiSana. Tomér pastav atskiribas So abu virusu $iinu tropisma: HHV-6A, salidzinot
ar 6B, daudz efektivak replicjas dazadu veidu citotoksiskajas efektorstnas- ka CD8
T limfocttos, NK §tinas un gd (gamma delta) T limfocitos. HHV-6A un 6B var inficét
monocttus/makrofagus un dendritiskas Stnas. Pret€ji T limfocitiem, kuri tiek atri
inficéti pec kontakta ar HHV-6, B limfociti var tikt inficéti tikai p&c infic€Sanas ar
EBV, kas varétu liecinat par EBV infekcijas ierosinatu virsmas receptoru ekspresiju,
kuri atvieglo HHV-6 iekltsanu B limfocitos. Sarkano kaulu smadzenu cilmes Stinas
(CD34+) art ir HHV-6 infekcijas uznémigas, tas var uzturét latentu HHV-6, kuru var
ar vertikalo transmisiju nodot diferencétam asins S$tinam, ieskaitot monocttus/
makrofagus un dedritiskas Siinas (Lusso P. 2006).

Chen T., Hudnall D. 2006. gada p&tijuma noteica herpesvirusu anatomiskas
atraSanas vietas organisma, izmantojot reversas transkripcijas polimerazes k&des
reakcijas (RT-PCR) metodi audos no 8 autopsijam, kuri reprezentgja 40 lielakas
anatomiskas vietas. HHV-6 detekteja visos astonu autopsiju audos, visbiezak
faringealajos audos (m&le, pieauss un apakszokla dziedzeraudos, deguna glotada,
mandel@s), plausu audos (plausas un pleira), vairogdziedzera un virsnieru
dziedzeraudos, limfoidalos audos (asinis, liesa, limfmezglos), muskulaudos (gludaja
un Skérssvitrotaja muskulatiira), gastrointestinala trakta audos (baribas vada, kungi,
tievaja un resnaja zarna, aknas, aizkunga dziedzeri), urinizvadsistémas audos (niergs,
urinpiislt) un maksts audos. HHV-6 klatbiitne maksts audos varétu liecinat par

iesp&jamu seksualu un perinatalu virusa infekcijas transmisiju.

1.3.2. Hromosomali integrétais HHV-6

HHV-6 integré savu genomu cilvéku hromosomu teloméras. Integracija var
notikt somatiskajas Stnas vai dzimumstnas (gametas). Integréjoties dzimumsiinas
HHV-6 genoms nonak katra individa §ina. Sada veida viruss tiek nodots p&cnacgjiem
un tiek dévets par parmantoto hromosomali integréto cilvéka sesto herpesvirusu

(iciHHV-6). Lai gan integracija var notikt dazadas hromosomas, ta vienmér notiek
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teloméru regiona. ST integracija norada uz mehanismu, ka tiek saglabats virusa genoms
latentaja fazg, kas ir unikali tieSi Sim no visiem citiem herpesvirusu tipiem (Kaufer B.,
Flamand L. 2014).

Dazados individos integracija ir kart€ta uz hromosomam: 17p13.3, 22q13 un
1q44 (Daibata et al, 1999). Abos HHV-6 genoma galos ir cilvéka telomériem lidzigas
atkartojumu sekvences, un integracijas vieta uz 17p hromosomas ir tuvu vai starp

telomériskajam sekvencém (Clark D. A. et Griffiths P. D. 2003).

1.3.3. HHV-6A un HHV-6B

paci pac2 : . paci pac2
L TRS-1 TRS-24 Ui long recion JTRS-1 TRS-2}
HHV-6A 17/ Al / [ brR gl
pac1 pac2 : : paci pac2
4 TRS-1 TRS-2, Uriiue long region 4 TRS-1 TRS-2y
HHv-68 (2272 DR-L AL/ _ / {77 DR-R ql
FISH probe

4. attels. Shematiska HHV-6 genoma struktira.*

Figure 4. Schematic representation of the HHV-6 genomic structure.

HHV-6A un HHV-6B atskiras epidemiologiski, in vitro augSanas veidos,
reakcija ar monoklonalam antivielam, restrikcijas endonukleazes iezimém un
nukleotidu sekvenci. Gompels U.A. un vina kol&gi ir noteikusi visu HHV-6A DNS
sekvenci U1102 (Gompels U.A. et al. 1995).

HHV-6A un -6B genomiem ir aptuveni 90% identiski nukleotidi un ~ 50%
lidziba ar radniecisko HHV-7 (Greninger A.L. et al. 2018).

Isegawa et al. 1999. noteica visu HHV-6B DNS sekvenci HST celmam, kas
izraisa exanthema subitum, un salidzinaja to ar HHV-6A U1102 celmu. Visa HHV-6
genoma 161- 573 bp garaja sekvence kopa tika identific€tas 115 potencialas proteinu

kodgjosas génu dalas (ORFs), ieskaitot dazus génus ar ievérojamam aminoskabju

4Ohye T. et al. 2014. Dual roles for the telomeric repeats in chromosomally integrated
human herpesvirus-6- Scientific Reports 4, Article number: 4559.
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atSkirtbam. Atskiribas atrada agros/ regulatoros génos, DR2, DR7, U86/90, U89/90,
un U95 (iznemot U47 géna), kas varétu bt atbildigi par HHV-6A un HHV-6B pazimju
atSkirtbam. Turklat, izmantojot PCR dazadus abu veidu virusu specifiskus praimerus,
tika atrasti 14 dazadi celmi, kas pieder HHV-6A vai HHV-6B virusiem.

Zinatnieki, kuri pétgja HHV-6B, CMV, BKV, AdV, un EBV viralas
reaktivacijas kin&tiku ik p&c ned€las 404 pacientu hematopogtisko cilmes Stinu péc-
transplantacijas plazmas paraugos, atklaja, ka HHV-6B aktivéjas 1 nedélu péc
transplantacijas, un, sasniedza savu maksimalo Itmeni agrak (vidgji 3 ned@las),
salidzinot ar pargjiem analiz€tajiem virusiem, turklat tam bija 1sakais laika intervals
starp ta noteikSanu un audu bojaeju, noradot uz to, ka viena veida terapija neder visiem
Siem virusiem, un terapija pret HHV-6B ir janozimé laicigi- profilaktiski pirms
transplantacijas (Hill J.A. 2017)

HHV-6A un HHV-6B koinfekcijas 2014. gada p&tijuma tika izmantots
digitalais PKR pilienu tests (ang.digital droplet PCR assay), kur$ nosaka absoliito
DNS mérka molekulu kvantifikaciju, skaitot nukleinskabju molekulas, kuras ir
iekapsulétas diskrétos, konkréta tilpuma defingtos tidens - ella pilienos. Ar So metodi
tika detekteta HHV-6A un 6B sugu koinfekcija multiplas sklerozes pacienu siekalas,
perifero asinu mononuklearas $iinas un seruma (E. C. Leibovitch et al. 2014).

HHV-6B, salidzinot ar HHV-6A, tiek biezak detektéts PBMC. Abu sugu
koinfekcija tika atrasta 22 no 34 plausu audu paraugos (Cone et al. 1996),
salidzinajuma aec HHV-6B, HHV-6A tika biezak detektets cerebrospinalaja Skiduma
(CSS) (Hall et al. 1998).

1.3.4. Transmisija

1995. gada pétijuma Okuno T. et al. ka vienu no transmisijas celiem mingja
intrautero un perinatalo periodu.

Tiek uzskatits, ka ar HHV-6 var infic€ties no asimptomatisku b&rnu un
piecauguso siekalam. Tam ir raksturiga strauja transmisija maziem b€rniem, jo tie ir
uznémigaki pret virusu.

Virusa iegiisanai ir nepiecieSams tuvs kontakts, ko atbalsta fakts, ka bérniem,
kuriem Kkonstatéts viruss, ir siekalu saskarsme ar masam, braliem, vecakiem,

radiniekiem un auklém. Nesen ka viens no iesp&jamiem transmisijas veidiem tika
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mingta izplatiba respiratoro pilienu cela, jo HHV-6 DNS tika atrasts deguna glotada
un ozas sipola.

1% jaundzimuSo ir iedzimta HHV-6 infekcija. 86% iedzimto infekciju
gadijumi ir nodoti ar hromosomali integrétu virusu, tiek uzskatits, ka pargjie 14%
gadijumu viruss tiek iegiits caur transplacentaro infekciju (Tesini B. et al. 2014).

Yoshikawa T et al. 2001. gada p&tijuma konstatéja HHV-6 primaro infekciju
pieciem zidainiem, kuriem tika transplantéta dala no katra ta HHV-6 seropozitivas

mates aknam.
1.3.5. Epidemiologija

Neskaitot HSV-2 un HHV-8, herpesvirusu sastopamiba starp picaugusajiem ir
loti augsta, lai gan pastav geografiskas atSkiribas (Bolle L.et al. 2005). 90% pieauguso
visa pasaulé ir HHV-6 seropozitivi (Agut H. et al.2015).

HHV-6 visureso$a daba ir pieradita, jo visiem jaundzimuS$ajiem ir pasivas
mates antivielas pret HHV-6, kuru daudzums tipiski samazinas 4-6 mé&nesu vecuma,
péc ka visai driz sakas primara infekcija. Lai gan HHV-6A DNS ir atrasts nabassaites
mononuklearajas stinas, un apmeéram 1/3 individiem ar hromosomali integréto HHV-

6, ta loma sekojosaja aktivaja infekcija nav vél visparatzita (Tesini B. et al. 2014).
1.4. HHV-6 un CCLS

1.4.1. CCL5 (RANTES)

RANTES (aktivacijas reguléts, normalu T S$tinu ekspres€ts un sekretéts) ir
hemokini ar zemu molekularo masu. RANTES piemtt hemotaktiska aktivitate attieciba
pret monocttiem, eozionofilajiem leikocttiem un CD4+ T $iinam. RANTES regul€ art
histamina izdali no bazofilajiem leikocttiem. (Hopp R.J. 1994).

RANTES (CCL5) ekspresé daudzi hematopogtisko un nehematopogtisko Stinu tipi,
kuriem ir svariga loma efektoru un atminas T $tnu migracija akitu infekciju laika.

Daudzu hronisku infekciju laika notiek strauja virusa izplatiba no sakongjas
infekcijas vietas uz distaliem audiem. Lai T $iinas sp€tu migrét uz inficétajiem
organiem, vispirms ir janotiek to aktivacijai limfmezglos un liesa. Hemokiniem ir
galvena loma T Stnu atbildes regulacijas nodroSinasana, sakot ar naivo T Stnu

piesaistiSanu uz iekaisuSajiem limfoidajiem audiem, T $tnu migréSanu limfoidajos
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organos, aktivéto T $iinu migraciju no limfoidajiem audiem uz efektorvietam, ka ar1
efektoro T $tinu migraciju starp ne-limfoidajiem audiem (Sallusto F. 2000).

Beta hemokinam RANTES ir nozimiga loma imiinatbildes veidosana pret
virusu infekcijam. Sakotngji uzskatija, ka RANTES ir T $tinu specifisks hemokins,
tom@r tagad ir zinams, ka to ekspres€ daudz dazadu Siinu tipi, ieskaitot epitelialas Stinas
un trombocitus. RANTES ir arT dazadu Sunu tipu hemoatraktants, ka piem&ram,
monocitiem, NK §inam, atmigas T §Gnam, eozinofilajiem leikocitiem un
dendritiskajam Stnam.

Pie CCL5 (RANTES) pieder tris dazadi hemokinu (C-C motivu) receptori
(CCRs): CCRI1, CCR3, un CCRS (Singh S.K. 2018) RANTES ir viens no
visefektivakajiem limfmezgla imiino S$tnu piesaistitajiem, maksimalo aktivitati
sasniedzot 7 diena.

RANTES galvenais recptors CCRS ir ar G proteinu saistits receptors, kurs spgj
saistities arT ar MIPla (CCL3) un MIP1B (CCL4). CD4 T Sunu antigén-specifiskas
mijiedarbibas ar antigén-nesosajam dendritiskajam $tinam (DS) izraisa lokalu MIP1a
un MIP1B producesanu, kuri piesaista naivas CD8 T Stnas uz to pasu peptidu-
prezentgjoso DS, kuru aktivéja CD4 T §iina. Tada veida §ie citokini palidz nodro$inat
CD4 T sunu palidzibu optimalai CD8 T $iinu imunatbildes gatavibai (Crawford A. et
al. 2011).

1.4.2. HHV-6 U12 un U51

Isegawa Y. et al. 1998. gada aprakstija divus génus (U12 un U51), kurus satur
HHV-6 un, kuri kodg ar G protetnu saistitos receptoru (GCR) paredzamos homologus
uz $tinu virsmas. Proteini, kurus kod€ U12 un U51 géni, var tikt ekspreséti uz epitelialo
un dazu periféro asinu mononuklearo $tinu populaciju virsmas, kas padara tas par
potencialu iemeslu, kapec tiek ierosinats autoimunitates process un saimnieka
organisma GCR ka auto-reaktivo T un B limfocttu mérki, ka ari, in vitro HHV-6
specifiskais GCR var mijiedarboties ar citokinu signalcelu, izraisot RANTES
lejupregulaciju.

U51 geéns ir viens no diviem 7-transmembranalajiem (7-tm) receptoriem, kurus
satur HHV-6. Tas ir visradnieciskakais cilvéka citomegalovirusa (CMV) UL78 géna

saimei, un R78 géns ir nepiecieSsams efektivai virusa replikacijai in vivo, liecinot par
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to, ka arT U51 varétu sp€lét lomu virusa replikacija un virulenc€. HHV-6 US51 var
saistities pie RANTES ar nanomolaru afinitati. U51 ir svariga loma DNS replikacija
un sincitija veidoSana. US1 pozitivai efekts uz HHV-6 replikaciju varétu biit ka sekas
tam, ka US51 piemit sp&ja pastiprinat $1 virusa izplatibu no Stinas uz $tinu (Zhen Z. et
al. 2005). U51 saistas ar RANTES un citiem CC hemokiniem, un ta ekspresija
epitelialajas S$tnas, kuras jau produce RANTES, noved pie specifiskas
transkripcionalas lejupregulacijas.

HHV-6 U12 in vitro uzrada augstu saistiSanas sp&ju ar hemokinu receptoru,
kas ir saistits ar RANTES B-hemokiniem (RANTES), monocitu hemoatraktanta
proteins 1 (MCP-1), un makrofagu iekaisuma proteini lo un 1 (MIP-1a un MIP-1p)
inducé HHV-6 U12 produkta signala transdukcijas atbildes, kuras tiek méritas ar Cax+
jonu pluasmu. U12 receptors sp&ja veikt hemokinu signalu transdukciju no ELC/MIP-
3B uz citoplazmu, ka rezultata pieauga intracelularo Cax+ jonu koncentracija. Ta
signala transdukcijas atbilde bija Iidziga EBI1/CCR7. ELC/MIP-3f tiek ekspreséts
dazados limfoidajos audos, taja skaita aizkriites dziedzer1, limfmezglos, resnas zarnas
piedekli un liesa. ELC/MIP-3p ir Ul2 biologiskais ligands ar specifiski augstu
afinitati. Pe&tjumos ir nozimigi pieradijumi tam,ka virusa inficétas Siinas atbild uz
ELC/MIP-3f caur Ul2, un iegitie rezultati liecina par iesp&jumu ST signalreceptora

lomu patogenéze (Nakano K. et al. 2003).

1.5. HHV-6 infekcijas veidi

Tapat ka pargjiem herpesvirusiem, ar1 tris herpesvirusiem no  apaksdzimtas,
ir sp&ja palikt saimnieka organisma latenta vai persistejosa stavokli p&c primaras
infekcijas visu ta dzives laiku un atkaroti aktivéties dazadu argjo faktoru dél (péc
organu vai hematopogtisko cilmes S§tinu transplantacijas, ilgstoSa stresa apstaklu
gadijuma, intensivas imunosupresantu terapijas dél, vai personam, kas ir infic€tas ar
HIV) (Razonable R.,Paya C. 2003).

Gan HHV-6A, gan B infekcijas tiek detektStas pec-transplantacijas perioda.
Biezak tiek atrasts HHV-6B, tomér petijuma, kura noteica virusa klatbiitni pacientiem
pec sarkanajao kaula smadzenu transplantacijas - plazma, bet ne perifero asinu

mononuklearajas stnas tika atrastss HHV-6A DNS (Nitsche et al. 2001).
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1.5.1. Primara infekcija

Primara infekcija norisinas agri bérniba un izpauzas ka ekzant€ma jeb trisdienu drudzis
(roseola infantum, exanthema subitum) (R. R. Razonable, 2013).

P&c veiktajiem serologisko testu rezultatiem, cilvéka herpesviruss 6B (HHV-
6B) inficE >90% visas pasaules b&rnu lidz 2 gadu vecumam. Trisdienu drudzis ir
visizpaltitaka ar HHV-6B saistita infekcija, kura izpauzas p&c primaras infekcijas 6
méneSus Iidz 3 gadus veciem bérniem. Daudz retak viruss var izraisit Iekmes,
gastrointestinalus un respiratorus simptomus, trombocitopeniju, hepatitu, kolitu un
CNS infekcijas (Greninger A. L. et al. 2018.)

Primara HHV-6 infekcija var izpausties bez simptomiem vai ar 3-5 dienas
ilgstosu febrilu temperatiru, kurai pazeminoties paradas izsitumi, diareja, respiratori
trauc€jumi vai lekmes (R. R. Razonable, 2013). Ziemelamerika tika veikts apjomigs
pétijums, kur lielakajai dalai b&rnu HHV-6 infekcijas simptomi izpaudas 6-9 ménesu
vecuma. Visbiezakie no noverotajiem simptomiem bija augsta temperatiira (vid&ji
39.6°C) bungadinu memberanu iekaisums un nervozitate. Tikai 20% pacientu vargja
noverot roseolai raksturigos izsitumus (Strausbaugh L. J. et al. 2001).

Veseliem pieaugusajiem primara infekcija tiek asoci€ta ar heterofilo antivielu-
negativu infekciozai mononukleozei Iidzigu slimibu un hepatitu (Clark D. A. et

Griffiths P. D. 2003).

1.5.2. Persistenta infekcija

Persistenta infekcija virusa darbiba netiek pilniba partraukta, tas turpina
uzturéties infic€tu saimniekorganismu §iinas un audos. Persistentas infekcijas var biit
gan asimptomatiskas, gan produktivas, neiznicinot, vai par nenodarot lielus bojajumus
saimnieka organisma $inam. P&c primaras infekcijas seko persistence, kas ilgst visu
mizu, kad periféro asinu mononuklearajas $tnas, siekalu dziedzeros un CNS var
noteikt viralo DNS (Bolle L. et al. 2005). HHV-6 DNS ir atrasts arT b&rnu
cerebrospinalaja skidruma - gan primaras infekcijas laika, gan péc tas (Strausbaugh L.
J. et al. 2001).

Ka HHV-6 persistences vieta ir minétas arm1 mandeles, kuras parsvara tika

detektets HHV-6B viruss (Roush et al. 2001).
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1.5.3. Latenta infekcija

Tapat ka citi herpesvirusi, HHV-6 uzturas saimnieka organisma neierobezoti
ilgu laiku un ir spgjigs reaktiveties, kas raksturojas ar sp&u noteikt aktivus,
nobriedusus virionus dazadas organisma vietas. Izskir Tstu latentu stavokli (nenotiek
jaunu virusu replikacija) vai zema limena hronisku replikaciju, kamér citas §tinas tas
inducg pilnigu Iitisku infekciju (Bodin C. et al. 2014). Par latentas infekcijas norises
vietam tiek uzskatiti monociti, limfociti un polipotentas sarkano kaulu smadzenu
cilmes Stnas. Neliels daudzums HHV-6 DNS tiek atrasts arT periféro asinu monocitos
veselos individos (Bolle L.et al. 2005) un astrocitomas $tinu I1nijas in vitro (Y oshikawa
T. et al. 2002).

Virusa géns U94, kas tiek eksperesets latentas infekcijas laika, tiek uzskatits

par vienu no svarigakajiem latentas infekcijas uzturésana (Bolle L.et al. 2005).

1.5.4. Aktiva infekcija

Virusa reaktivacija visbiezak norisinas asimptomatiski, iznemot gadijumos,
kad inficEtam individam tiek nomakta imunitate, pieméram asinsrades cilmes Stnu
transplantacijas gadijuma (Bodin C. et al. 2014).

Reaktivacija notiek caur IE génu transkripciju IE1 un IE2 rajonos, kurai seko
celularu/ viralu faktoru transaktivacijas efekts. Sis reaktivacijas process rezultgjas ar
replikacijas cikla induc€sanu un iesp&jamu citopatiska efekta paradibu (Agut H. et al.
2015). Akuta HHV-6 infekcija biezi sakas arT pacientiem péc aknu transplantacijas, un
izpauzas ka ar HHV-6 asociéta akiita fulminanta aknu mazsp&ja (Lea J., Ganttb S.,

2013).

1.6. HHV-6 ietekme uz imiinsistemu

1.6.1. Imainatbilde péc primaras infekcijas

Gan HHV-6A, gan 6B sp€j vai nu produktivi vai neproduktivi inficét vairakus
imiino $tnu tipus. Primarais HHV-6 mérkis, lai tas spétu replicéties, ir CD4+ T
limfociti, kas atbild par specifisko citotoksisko imunitati. HHV-6A, bet ne B,
replic€jas ar1 dazadas citotoksiskas efektorstinas, ka, pieméram, CD8+ T S$inas,
gamma/delta T $tnas un NK $iinas. Makrofagos un dendritiskajas S$uinas, kas ir

antigénu prezent&josas Stinas, HHV-6 infekcija parasti ir neproduktiva, tomér ta izraisa
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ievérojamus funkcionalos bojajumus, piem&ram, selektivo IL-12 supresiju, kas ir
svarigs Th1-polarizéto antiviralo imiino atbilzu citokins. Sis un citi imunomodulatori
efekti Skiet mediteti saistoties ar primaro HHV-6 receptoru- CD46. Turklat, HHV-6
infekcija izraisa vispargju CD46 ekspresijas apturéSanu limfatiskajos audos, kas
izraisa autologa komplementa aktivaciju. Papildus HHV-6 imunomodulacijas
mehanismi ietver arT Stnu virsmas receptoru ekspresijas izmainiSanu un citokinu/
hemokinu producésanu. HHV-6 sp&j modulét arT inducgjosas atbildes caur citokinu un
hemokinu receptoru virali kodétu homologu ekspresiju. Regulgjot specifiskas
antiviralas imiinatbildes reakcijas, HHV-6 spg&j veicinat savu izplatibu un persistenci
in vivo, ka arl pastiprinat citu agentu patogénos efektus, ka pieméram cilvéka
imuindefictta virusa (HIV) (Lusso P. 2006).

Inficétajas T Stnas viruss veic hemokinu receptora CCR7 augSupregulaciju
(Yoshida et al. 1997.) un lejupregule CXCR4 ekspresiju, ko medité proteins YY1,
kurs ir CXCR4 represora promoteris (Hasegawa et al. 2001). Infic€tajas dendritiskajas
sinas HHV-6A lejupregulé galvena audu saderibas kompleksa (MHC) I klases
molekulas, kas liecina par potencialu izvairisanas stratégiju no imiinas sistémas (Hirata

et al. 2001).

1.7. Kliniskas izpausmes

1.7.1. Ar HHV-6 asociétas slimibas

Petijuma par HHV-6 reaktivéSanas izraisitu aknu bojajumu pie HHV-6
asocietam slimibam tiek min&ts hronisks noguruma sindroms, miokardits un zalu
izraisits hipersensivitates sindroms, kada dévé HHV-6 reaktivacijas izraisttu aknu
bojajumu (Fujita et al. 2015). Epsteina-Barra viruss un HHV-6 tiek minéti ka
iespgjamie vides riska faktori kognitiviem traucgjumiem un Alcheimera slimibas
progreséSanai gados vecakiem cilvékiem (Carbone et al. 2014). Pacientiem ar
anterogrado amnéziju, kuriem tika veikta hematopog&tisko cilmes $iinu transplantacija,
ir novérota atkartota HHV-6 infekcija, kas ir asociéta ar limbisko encefalitu (Gorniak
et al. 2006). Kolita izveidosanas gadijums, kas tiek saistits ar HHV-6B reaktivaciju,
tika nove@rots pacientam p&c plausu transplantacijas (Lamoth et al. 2008). Gados

jaunakiem pacientiem, kuriem ir Hodzkina limfoma ar nodularo sklerozi, HHV-6 ir
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atrasts malignas Rida-Sternberga $tinas, un tiek saistits ar lomu §is slimibas patogenéze

(Siddon et al. 2012).

1.7.2. Ar HHV-6 asociétas autoimiinas slimibas

HHV-6 ir eksperimentali asoci€ts ar vairakiem autoiminiem iekaisuma
procesiem, taja skaita HasSimoto tireoiditu, Sjogrena sindromu, multiplo sklerozi,
reimatoido artritu un sist€mas sarkano vilkédi. Nesenos pétijumos minéta HHV-6
infekcijas saistiba tadu autoimiino slimibu izraisiSana, ka purpura fulminans,
autoimiinas saistaudu slimibas, smags autoiminais hepatits (Caselli et al. 2012).
Yagasaki H. et al. 2010. gada petijuma HHV-6 ir minéts ar1 ka iesp&jamais autoimiinas
hemolitiskas anémijas un autoimiinas neitrop&nijas izraisitajs. Principi N. et al

2017. gada petijuma detekteja HHV-6B 1.tipa diab&ta pacientiem.

1.8. Ar vairogdziedzeri asocietas autoimiinas slimibas

Autoimiinam vairogdziedzera slimibam (AITD) ir divi galvenie izpausmes
veidi: Greivsa slimiba (GD) un HaSimoto tireoidits (HT), kuras abos gadijumos
izpauzas ar limfocitaru infiltraciju vairogdziedzera parenhima (Antonelli A. et al.
2015). Tas izpauzas ka vairogdziedzera disfunkcijas un neend€misks kakslis, kuru
etiologija ir apkartéjas vides un genétiskie faktori, kuri raksturojas ar atSkirigam
iekaisuma vai autoimiinam slimibam. Galvenie vides faktori ietver jodu,
medikamentus, infekcijas, smekeéSanu, stresu un genétisku predispoziciju uz AITD.
Pirmas patologiskas AIT pazimes aprakstija 1912. gada, kad pacientiem ar kaksli
histologiskaja vairogdziedzeru audu preparatu izmekl&juma uzradijas limfocitara
infiltracija, folikularo Stnu atrofija, granularo tirocitu klatbiitne (onkocitiskas jeb

Hurtle $tinas) un fibroze. (Iddah M., Macharia B., 2013).

1.8.1. Hronisks autoimiins tireoidits

Autoiminais tireoidits ir organspecifiska autoimiina slimiba, kuru pirmo reizi
1912. gada aprakstija Hakaru Hashimotoa. Tas ir visbiezakais hipotireoidisma c€lonis
valstts, kuras ir pietickams joda daudzums uztura.

Ir identificéti vairaki autoimiina tireoidita varianti: klasiska forma, fibrozais

variants, 1gG4 variants, juvenila forma, HaSimoto toksikoze un sporadiskais vai
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pecdzemdibu tireoidits. Tas var izpausties ar1 ka eitiroids vai pat hipertiroids stavoklis
ar vai bez kaksla (Ranganathan R. et al. 2015).

Klasiska hroniska autoimina tireoidita forma jeb HaSimoto tireoidits ir
galvenais hipotireozes iemesls, un ta biezums palielinas. Saslimstiba ar hronisku
autoimiino tireoiditu dazadas populacijas ir 0,3 — 5 saslimsSanas gadijumi uz 1000
cilvekiem gada. Sieviet€ém hronisku autoimiinu tireoiditu novéro 15-20 reizes biezak
ka virieSiem. Hronisks autoimiins tireoidits asocijas ar izmainam T un B limfocTtos.
S tireoidita gadijuma 95% pacientu konstaté av- TPO un av-TG titru paaugstinasanos,
kas ir hroniska autoimiina tireoidita diagnostiskie markieri, reiz€m vienlaicigi var
konstatét arT citas autoimiinas slimibas (sarkano vilkédi, reimatoido artritu,
sklerodermiju, Segrena sindromu, autoimiinu virsnieru mazspéju, Bi» vitamina deficita
anémiju, vitiligo, 1.tipa cukura diab&tu u.c.). Hroniska autoimiina tireoidita pacientiem
vairogdziedzeris palpatori ir nedaudz palielinats, pablivs, nelidzens, neregularam
kontiiram. Ultrasonografija konstaté autoimiina tireoiditam raksturigas izmainas.
Vairogdziedzera biopsija konstaté limfocitaru infiltraciju. Tas var norit€t arT ar
normalu vairogdziedzera hormonu [imeni asinis, bet ar pakapenisku pareju subkliniska
hipotireoze, vai velak daudzu gadu laika manifest&jas ar kliniski izteiktu hipotireozi.
15-20% pacientu ar hronisku autoimiinu tireoiditu konstateé paaugstinatu TSH
receptoru blok&joso antivielu titru (Pirags V. et al. 2002).

HaSimoto tireoidita fibroza forma ir reti sastopama. Ta galvenokart skar
pusmiiza vecuma cilvékus un izpauzas 10% HT pacientiem. Tai ir raksturiga plasa
fibroza proliferacija bez izplatibas apkart esosajos audos (Iannaci G. et al. 2013).

Ar IgG4 saistitais HT ir jauns apakstips, kuru raksturo vairogdziedzera
iekaisums, kura ir daudz IgG4 pozitivas plazmas $tinas un ierobezota fibroze, kas skar
tikai vairogdziedzera kapsulu un limfoplazmacitisko infiltraciju (Luiz H.V. et al.
2014).

HaSimoto toksikoze ir parejosa hipertireozes faze. Ta ir tireotoksikozes/
hipertireoidisma kombinacija. Ta ir sevis ierobezojosa un ilgst no paris nedelam lidz
paris ménesiem (Unnikrishnan G. 2013).

Juvenilais HT visbiezak skar b&rnus pubertates vecuma, un sievieSu- virieSu
saslimstiba ir 2:1. Bernus jaunakus par 3 gadiem ST slimiba skar reti (Cappa M. et al.

2011).
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Sporadiskais HT ir kliniski un patologiski lidzigs peécdzemdibu HT un atskiras
tikai ar to, ka nenorisinas griitniecibas laika. Raksturiga limfocitara infiltracija bez
fibrozes. Pé&cdzemdibu HT skar aptuveni 5-7% sievietes péc dzemdibam. Aptuveni
pusei no §Tm pacient€ém anamnézg ir autoimiina vairogdziedzera slimiba. Vairumam
pacientu §1 forma izpauzas ka nesapigs, mazs, ciets kakslis laika posma no 2-6
ménesiem p&c dzemdibam. Gandriz pusi (43%) no pacienteém pirms atlabsanas fazes

skar hipotireoidisms (Bindra A. et al. 2006).

1.8.2. Greivsa slimiba

Greivsa slimiba ir biezak sastopamais hipertireozes c€lonis. To biezak novero
30-50 gadus veciem pacientiem. Sievietes slimo 5-8 reizes biezak ka viriesi. Ir
pieradita HLA DR3 un DR2 génu predispongjosa ietekme slimibas izcelsmé. IgG
klases autoantivielas pret TSH receptoru stimulé vairogdziedzera hormonu
hipersekréciju vairogdziedzera folikulara epit€lija Stnas un vairogdziedzera
hipertrofiju. Sis autoantivielas ir atrodamas Greivsa slimibas pacientu asins séruma.
Periorbitalajos taukaudos, ekstraokularajos muskulos un zemadas saistaudos
lokaliz&tie olbaltumi ar TSH receptora olbaltumam Iidzigu struktiiru piesaista IgG
klases autoantivielas un rezultatd veidojas autoimins iekaisums. Autoimiinu
orbitopatiju novero apméram 50% slimniekiem ar Greivsa slimibu. Orbitopatija un/vai
dermopatija var manifesteties vl pirms hipertireozes. Smeketajiem ar GS orbitopatija
noverota biezak un tai ir smagaka norise. Autoiminais mehanisms GS pieskir
recidiv§josas slimibas gaitu un recidivi var manifestéties pat péc desmitiem gadu
(Pirags V. et al. 2002).

Hipertireozes kliniskas pazimes visbiezak paradas pakapeniski un vairaku
ménesu laika. Biezak sastopamas ir: nogurums, siltuma nepanesiba, svara zudums,
nervozitate, miega traucgjumi, termors, muskulu vajums, aizdusa, sirdsklauves,
tahikardija un tahiartimija, biezaka v&dera izeja un méneSreizu trauc&jumi
(hypomenorrhea).

Autoimiina orbitopatija ir acs orbitas slimiba, kas asociéta ar Greivsa slimibu
(autoimiino hipertireozi) un manifest&jas ar tisku autoimiina iekaisuma un hidrofilo
glikozoaminoglikanu  uzkraSanas rezultatd retroorbitalajos  saistaudos un

ekstraokularajos grozitajmuskulos (Pirags V. et al. 2002).
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Retak sastopama ir tiroida dermatopatija, kas parasti skar adas zonu zem un
uz apaksstilba. Dermopatija gandriz vienmér ir saistita ar oftalmopatiju un, smagos

gadijumos, ar akropatiju (Fatourechi 2012).
1.9. HHV-6 diagnostika un arstéSana

1.9.1. HHV-6 diagnostika

Polimerazes ke&des reakcija ar specifiskiem praimeriem var precizi identificet
un atSkirt HHV-6A un HHV-6B. Ar reversas transkripcijas qPCR var noteikt, vai Sie
virusi aktivi replicgjas (aktiva infekcija). Ar kvantitativo Real-time PCR var
visefektivak noteikt, vai pacients ir infic€ts ar virusu un, vai ir notikusi ta reaktivacija
(Hill J. et al. 2014). Komercialais ELISA tests nosaka anti-HHV-6 imiinglobulina G

antivielu klatbutni.

2017. gada tika veikts pétijums par HHV-6A infekcijas iesp&jamo lomu
miRNS disregulacija , kas tiek noverota pacientiem ar AIT. Izmantojot 84 miRNS
panela noteikSanas testu, kas tiek specifiski saistiti ar iekaisumu un autoimunitati,
secindja, ka HHV-6A infekcija, bet ne -6B vai HHV—7 infekcijas, ierosinaja miR-
155 2 ekspesijas samazinasanos un miR-1238 ekspresijas picaugumu tirocitos, ka art
ekspresijas pieaugumu vairakos ar autoimunitati asoci€tos miRNS limfocitos (Caselli

E. etal. 2017).

1.9.2. HHV-6 arstéSana

Ta ka vakcina pret HHV-6 nav izstradata, pasreiz HHV-6 terapija izmanto
nukleozidu analogu gancikloviru (GCV) vai lietoSanai per os-valgancikloviru
(ValGCV), vai pirofosfatu analogu foskarnetu, tomér $tm zalém ir loti toksisks efekts,
un ne vienmer tas ir efektivas pret HHV-6, jo tas ir izstradatas pret citam viralam
infekcijam.

Akitas HHV-6 infekcijas sastdda 20% no neatlickamas palidzibas
izsaukumiem 6-8 méneSus veciem b&rniem augstas temperatiiras d€l. 13% gadijumu
Sie berni tika hospitalizéti. Sie dati uzrada to, ka HHV-6 ir ekonomisks nozimigums,

ka arT netieck uzsvérts tas, ka S§im virusam visbiezak netiek veikta pareiza
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diferencialdiagnostika, kas var€tu palidzet izvairities no lickas antibiotiku ka terapijas
nozimé&Sanas pacientiem (Strausbaugh L. J. et al. 2001).

Imiinterapijas, kas ir balstitas uz antivielam, T-§tinu subpopulacijam vai
vakcnam, var€tu potenciali nodroSinat alternativu vai papildus terapiju ka pieeju
HHV-6 infekcijas kontrolei. Pamatzinasanu trikums par organisma imiinas atbildes
mehanismu pret HHV-6 ir aizkavgjis HHV-6 specifisku imiinterapiju attistibu.
Turklat, [idz nesenam atklajumam, HHV-6A un HHV-6B ir tikusi arstéti ka viena
kopiga suga, tomer starp tiem ir atSkiribas gan genomu struktiird, gan ierosinataja
imiinas atbildes mehanisma (Becerra A. et al. 2014).

Kliniskaja p&tijuma pacienti péc hematopogtisko cilmes Siinu transplantacijas
tika arstéti ar artesunatu (ART), kas parasti tiek lietots ka zales pret malariju. Tas
butiski samazinaja virusu slodzi un noradija uz to, ka ART inhibe CMV un pacienti
var tikt veiksmigi izarst€ti ar ART, kas inhibé vairakus herpesvirusu paveidus, taja
skaita CMV, HSV-1, EBV un ir daudzsolosas zales arT pret HHV-6, jo tam piemit
augsta biopieejamiba un minimali blakus efekti (Milbradt J. 2009).
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2. METODES UN MATERIALI

2.1. Pacienti

Petijuma tika ieklauti 60 pacienti ar autoimiino tireoiditu (57 (95%) sievietes
un 3 (5%) viriesi, vecuma mediana 52 IQR: 42-59), kuriem tika veikta tireoidektomija
(Thyreoidectomia totalis). AIT diagnozi apstiprinaja, veicot autoantivielu testus pret
tireoglobulmu (TG), tireoperoksidazi (TPO) un TSH receptoriem, izmantojot ELISA
reagentu komplektus péc razotaja protokola (EUROIMMUN, Germany). Ka kontroles
grupa - 30 autopsiju paraugi no 26 (87%) sieviettm un 4 (13%) virieSiem (vecuma
mediana 58.50 IQR 51-67) bez raksturigajam AIT pazim@m vairogdziedzeru
histologiskajos izmekl&jumos, un 30 praktiski veseli asins donori (25 (83%) sievietes
un 5 (17%) viriesi, vecuma mediana 33 IQR 27-44).

Atlauja petfjuma veikSanai tika sanemta no Rigas Stradina universitates (RSU)
Etikas komitejas un visi pétijuma dalibnieki deva rakstveida piekriSanu
izmeklgjumiem. Paraugi pétijumam sagpemti no Rigas Austrumu kliniskas

universitates slimnicas.

Makrofagi

Realalaika

Realalaika

PCR

Asinis

Plazma

RANTES

5. attels. Asins un vairogdziedzeru paraugu analiz€Sanas shéma.

Figure 5. Whole blood and thyroid tisue analysis scheme.
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2.2. Paraugu sagatavosSana

Ieguitas periferas asinis atskaidija 2 reizes ar PBS buferi un akurati uzslanoja
uz fikola gradienta attieciba 2:1 (= 1,077+0,001; Eurobio, Francija). Uzslanotas asinis
centrifuggja pie 1400 apg./min 12 miniites. P&c centrifugéSanas gradienta vidusdala
veidojas balts gredzens - PBMC, ko péc tam atstica un 2 reizes mazgaja ar PBS.
Izdalitas PBMC glabaja safas€tas pa 0,5 ml PBS buferT pie -70 °C.

Periféras asinis iel&ja tris stobrinos pa 0,5 ml. Pargjo asins paraugu centrifugéja
15 minttes 1400 apg./min, lai iegiitu plazmu. P&c centrifugésanas augsgja slani
nostajas plazma, kuru parnesa tiros stobrinos, kurus cenrifuggja 3000 apg./min 10
miniites. P& tam plazmu parlgja uz tiriem stobriniem un centrifuggja 9000 apg./min,
10 miniites. Parnesa plazmu tiros stobrinos pa 200 ul katra. Rezultata tika iegiita
plazma, kas ir briva no $tinam. Visus paraugus lika uzglabaties -70° C lidz DNS

izdaliSanai.
2.3. Makrofagu $iinu izoléSana no periféro asinu mononuklearajam Siinam

Lai kultivetu monocitus/makrofagus no periféro asinu mononuklearajam
Stinam, tika izmantota gatava audu kultiras barotne (AKB), ieskaitot RPMI-1640
(Gibco, Vacija), papildinata ar 10% cilvéka AB serumu, 2.5x10°> M 2ME, 2 mM L-
glutaminu (Sigma Chemical Co, Minhene, Vacija), 100 U/ml penicilinu, un 100 pg/ml
streptomicinu (Sigma Chemical Co, Minhene, Vacija).

Monociti no PBMC tika izol&ti ar monocttu adherences metodi, 10-15x10° PBMC tika
izs€tas uz T25 Stnu kultiiru matraca un tiem lava adher&ties 5% COz2 inkubatora 37°C
2 stundas 5 ml AKB. Pielipusas Siinas tika 2x uzmanigi mazgatas ar AKB. P&c tam

Stnas tika inkubgtas 11dz 48 stundam lai samazinatu limfocTtu kontaminaciju.

2.4. DNS izdalisana no asinim un audiem

Pie 0,5 ml asinim (paraugs) pievienoja 1ml liz€joSo buferi (100mM Tris HCI
(pH 7.6); SmM MgCl2; 100mM NaCl), kas veicindja $iinu noardiSanu. Lai Siinas
nogulsnétos, paraugus samaisija un centrifugéja (10000 apgr./min. 3 miniites). legiito
supernatantu nonéma un pie nogulsnétam Stinam pievienoja 1ml 3x destilétu fideni, lai
tas atmazgatu. Paraugus samaisija un centrifuggja (10000 apgr./min. 3 minttes). [egiito

supernatantu non€ma un gan nogulsném, gan vairogdziedzera audu paraugiem
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pievienoja 80 pul proteinazes K buferi (100mM Tris HCI (pH 8.0); 50mM EDTA (pH
8.0)) proteinu Skelsanai. Asins paraugiem pievienoja 20 pl, audu paraugiem 30 pl 20%
SDS (natrija dodecilsulfau), kas Skel leikocttu membranas. Tad asins paraugiem
pievienoja 15 ul, audu paraugiem 20 ul proteinazi K un 3x destilétu @ideni 11dz 0,5 ml
atztmei. Paraugus samaisija un atstaja inkub@ties Cetras stundas 55°C temperatira.
DNS tika izdalits, izmatojot fenola-hloroforma metodi. P&c inkubacijas paraugiem
pievienoja 0,5 ml fenola. Paraugu maisija 10 miniites un centrifugga (10000
apgr./min. 10 mintes), lai ekstragétu DNS. Nonéma supenatantu un parvietoja to tira
stobrina. Katram paraugam pievienoja 250 ul fenola un 250 ul hloroforma, maisija tos
10 miniites un tad centrifuggja (10000 apgr./min. 10 minttes). legiito supernatantu
parvietoja uz tiru stobrinu un pievienoja 500 pl hloroforma, paraugu maisija 10
miniites un centrifug€ja (10000 apgr./min. 10 minites). legiito supernatantu parvietoja
uz tiru stobrinu un paraugam, lai nogulsnétu DNS, pievienoja 1 ml 96% etanola un
viegli samaisija. Paraugus centrifug€ja 14000 apgr./min 15 minites +4°C. Etanolu
nolgja un nogulsném pievienoja 1 ml 70% etanola (atmazgaSanai) un centrifuggja
14000 apgr./min 15 miniites +4° C. 1zIgja etanolu no stobriniem ar nogulsném un lava
tiem nozit. Izdalito DNS skidinaja ar 3x destilétu Gideni. Destiléto Tideni pievienoja

atkariba no DNS daudzuma (10-60 pl).

2.4.1. DNS un RNS koncentracijas noteik§ana

Izdalitas DNS un RNS koncentraciju noteica ar NanoDrop 1000
spektrofotometru. Nukleinskabes koncentracijas noteikSanai izmantoja ND 1000
programmu. Saskana ar razotdja instrukciju sist€mas kalibréSanai lietoja 2 ul 3x
destiléta tidens mérjjumu, ko atkartoja ik p&c pieciem mérijjumiem. DNS un RNS
koncentracijas mériSanai sistému iestatija uz 260 nm vilpa garumu. Koncentracijas
noteikSanai néma 2 ul DNS parauga. Iegutie rezultati tika izteikti ka ng/pl —nanograms

uz mikrolitru.

2.4.2. DNS kvalitates parbaude

Asins un audu paraugu DNS kvalitati noteica parbaudot B-globina génu PCR
ar atbilstosiem praimeriem (Vandamme et al. 1995). DNS uzskatija par kvalitativu, ja

PCR produkta lielums 200 bp.
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Reakcijas maistjuma pagatavoSana vienam paraugam:

Reagenti Tilpums 25 nl  Koncentracija
PCR buferis 2.5 10x

MgCL 2.0 25mM

dNTP 0.5 10mM
Praimeris GS268 0.1 25nmol
Praimeris GS269 0.1 25nmol

Taq polimeraze 0.1 5U/ ul

3x destiléts tdens 17.7

Praimeru seciba:

GS 268 5’-ACACAACTGTGTTCACTAGC-3’

GS 269 5’-TGGTCTCCTTAAACCTGTCTTG-3’

Reakcijas maistjumam pievienoja 2 ul DNS (konc. 1 pg/ pl) un lika termalaja
amplifikatora. Amplifikacijas programma: denaturacijas posms: 95°C 3 miniites,
nakamie 40 cikli- hibridizacijas posms: 95°C 3 miniites, 55°C 30 sekundes, 72°C 45

sekundes, pedgjais elongacijas posms ilgst 7 minttes 72°C.

Sagaidamais PCR produkta izmérs bija 200 bp, ko noteica, izmantojot markieri
(pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker 23 (MBI Fermentas, Lietuva)), un rezultati tika

vizualiz&ti un analizéti 1,7% elektroforézes ggla.

2.5. HHV-6 genoma secibas klatbiitnes noteikSana

HHV-6 genoma klatbiitni asinis un vairogdziedzera audos noteica ar nested-
PCR (nPCR) metodi saskana ar Bandobashi K. et al. 1997. Katra eksperimenta tika
lietota pozitiva kontrole Advanced Biotechnologies Inc., Columbia, MD, USA virusa

genoma DNS un negativa kontrole no HHV-6 negativa asins donora.

Praimeru seciba I ciklam:
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HVé61 5°- GCG-TTT-TCA-GTG-TGT-AGT-TCG-GCA-G-3’

HV62 5°-TGG-CCG-CAT-TCG-TAC-AGA-TAC-GGA-GG-3’

II ciklam:

HV63 5°-GCT-AGA-ACG-TAT-TTG-CTG-CAG-AAC-G-3’

HV64 5°-ATC-CGA-AAC-AAC-TGT-CTG-ACT-GGC-A-3’

1.cikls 50 pl

Reaktivi

PCR buferis
MgCl,

dNTP

Praimeris HV61

Praimeris HV62

Taq polimeraze

3x destiléts H,O

50 pl

5.0
3.0

1.0

0,2

2.0

2.0
30,4

2.cikls 25 pul

Reaktivi

PCR buferis
MgClLz (25 mM)

dNTP (10 mM)

Praimeris HV63 (100 uM)

Praimeris HV64 (100 uM)

Taq polimeraze (5U/ul)

3x destiléts udens

2.6. HHV-6 genoma tipéSana

25

2.5
1.5

0.5

0.1

0.1

0.1
15.

Konc.

10x
(25
mM)
(10
mM)
(100
nM)
(100
nM)
(SU/ul)

HHV-6 virusa veidu noteica paraugos, kuros konstatéta HHV-6 genoma

klatbiitne ar nPCR. Virusu genoma tip&Sana veikta saskana ar Lyall E.G., Cubie H.A.
1995. Izmantots pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker 23 markieris (MBI Fermantas,

Lietuva).
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PCR maistjums vienam paraugam:

1.cikls 50 pl 2.cikls 25 pl
Reaktivi 50 pl Reaktivi 25 Konc.
ul

PCR buferis 5.0 PCR buferis 2.5 10x

MgCl 3.0 MgCl2 1.5 (25
mM)

dNTP 1.0 dNTP 0.5 (10
mM)

Praimeris HV661 0,2 Praimeris HV663 0.1 (100
nM)

Praimeris HV662 0.2 Praimeris HV664 0.1 (100
nM)

Taq polimeraze 0.2 Taq polimeraze 0.1 (5U/)

3x destiléts H,O 30,4 3x destilét idens 15.

Praimeru seciba I ciklam:

661: 5’-CAA-GCC-CTA-ACT-GTG-TAT-GT-3’
662: 5’-TCT-GCA-ATG-TAA-TCA-GTT-TC-3’

II ciklam:

663: 5’-CTG-GGC-GGC-CCT-AAT-AAC-TT-3’
664: 5’-ATC-GCT-TTC-ACT-CTC-ATA-AG-3’

Amplifikacijas programma I ciklam: 95°C 4 min; 30 cikli : (4°C 1 min, 50°C 1
min, 72°C 1 min); 72°C 10 min.
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Amplifikacijas programma II ciklam: 95°C 4 min; 30 cikli (94°C 1 min, 60°C 1
min, 72°C 1 min); 72°C 10 min.

Rezultati tika vizualiz&ti un analizéti 1,7% elektroforézes g€la. PCR sagaidamais
produktu izm&rs HHV-6A virusam 195 bp un HHV-6B 423 bp, ko noteica ar markieri
pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker 23 (MBI Fermantas, Lietuva).

2.7. RNS izdaliSana no asinim un audiem

Audus un asinis homogenizgja, pievienojot Iidz 1 ml TRI Reagent maistjumu.
SamaisTja. Inkubgja istabas temperatiira 5 miniites. Centrifuggja 12.000 xg 10 min 4°C.
Nonéma supernatantu jauna stobrina. Tur pievienoja 200ul hloroformu, samaisija un
inkubgja istabas temperatiira 15 minttes. Centrifuggja 12.000 xg 15 min 4°C. Nop&ma
supernatantu un ievietoja to jauna stobrina. Pievienoja tam 500ul izopropanolu,
samaisija 5-10s, un inkubg&ja 10 min istabas temperatiira. Centrifuggja 12.000 xg 8 min
4°C. Nolgja supernatantu, lai stobrina paliktu nogulsnes un pievienoja 1 ml 75%
etanolu. Centrifuggja 7.500 xg 15 min 4°C. Nolgja etanolu un zav&ja gaisa 5 min.
Pievienoja katra stobrina 30ul DEPC @ideni, samaisija ar pipeti. No paraugiem panéma

4ul RNS koncentracijas parbaudei, izmantojot NanoDrop 1000 spektrofotometru.

2.8. Komplementaras DNS sintéze

Ependorfa stobrina uz ledus pievienoja sckojoSus reagentus (kopéjais
maistjuma tilpums: 20 pl) : 2ul DEPC tdeni, 10ul 2x qPCR One Step Mix SyGreen,
2ul 20x RTazi un 6ul izdalita RNS, samaisija, lika termalaja amplifikatora.

Amplifikacijas programma: reversa transkripcija: 42°C 60 min ar sekojosu

posmu 70°C 5 min reakcijas apstadinasanai.

2.9. Elektroforéze agarozes gela

Agarozes gelu pagatavoja no 1,7 agarozes pulvera un 100 ml 1xTEA bufera
Skiduma (20 ml 50x TEA bufera skiduma koncentratam pievienoja lidz 1L 3x destilétu
tideni). Agarozes gelam pievienoja 5 pl etidija bromidu. Elektroforézes aparata ielgja
I1x TEA buferi un ievietoja taja géla plati. 10 pl no produkta parauga iekrasoja ar 1 pl
6x DNS Loading dye krasu, samaisot ar pipeti, un uznesa to uz géla plates. Paraugu

rindas gala pievienoja markieri pUC19 DNA/Mspl (Hpall), (MBI Fermantas, Lietuva)

34



produktu garuma noteikSanai. Markieri pagatavoja, nemot Sul markiera, Sul 6x DNS
Loading Dye Solution krasvielu un 20 pl 3x destiléta tidens. P&c elektroforézes gelu

novieto uz UV transiluminatora, kur var noverot iegiitos rezultatus.

2.10. ELISA (Enzyme- Linked Immunosorbent Assay)

Pacientu paraugiem tika veikti ELISA- enzimu imiinsorbcijas autoantivielu
testi pret tircoglobulinu (TG), tireoperoksidazi (TPO) un TSH receptoriem, izmantojot
ELISA reagentu komplektus saskapa ar razotaju instrukciju (EUROIMMUN,
Germany).

Lai noteiktu RANTES Itmeni AIT pacientu un asins donoru plazmas paraugos,
izmantoja Abcam RANTES Human ELISA kit (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) komercialo reagentu komplektu (ABCAM, UK) saskana ar razotaju

instrukciju.
2.11. HHV-6 slodzes noteikSana

HHV-6 pozitivajiem paraugiem, ko noteica ar nPCR metodi, veica virusa
slodzes noteikSanu, izmantojot komercialo komplektu HHV-6 Real- TM Quant

(Sacace Biotechnologies, Italy) saskana ar razotaju instrukciju.

2.12. Imunohistokimija

Lai iegiitu viena veida Stnu suspensiju, tika veikta enzimatiska
vairogdziedzeru audu dezintegracija.
Mazi audu gabalini (~3 mm) tika ielikti 1ml PBS buferT ar Img/ml kolagenazi A un
1% tripstnu, un inkub&ti 90 min 37°C (periodiski vortekséti). P&c inkubacijas §tinu
suspensiju lika caur iinu sietinu (70 pm), lai atbrivotos no lielakam dalipam. Stnas
2x mazgaja ar PBS. Sarkanas asins Stnas tika liz&tas ar liz€joSo buferi. Tam sekoja
§inu 2x mazgasana ar PBS. Sinu adhéziju uz priek$metstikliniem ieguva ar
citocentrifiigé€Sanu (5min 2000rpm).

Tika izmantotas primaras un sekundaras antivielas, lai detekteétu RANTES un
HHV-6 gB proteinu péc protokola. Primaras antivielas:
. Kazas poliklonala pret RANTES (izmantota koncentracija: 2pg/ml)

. Peles monoklonala pret HHV-6 gB proteinu (izmantota koncentracija 1:500)
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Sekundaras antivielas:

AlexaFluor®488-konjuggeta trusa pret - peles (zala) 1:200;
AlexaFluor®647- konjugéta &zela pret- kazas (red) 1:200;
Iekrasots ar DAPI (zils); (1 pg/ml).

2.13. Izmantotie materiali, reagenti un iekartas

Iekartas un materiali:

Aukstuma centrifiga: Heraeus Fresco 21 Microcentrifuge, Thermo Fisher Scientific,
Vacija.

Centrifiiga: Centrifuga: Mini Spin Eppendorf, Vacija.

Centrifiiga: Mikro 22r, Hettich, Vacija.

Citocentrifiga CYTOPRO, ELITech, modelis 7621, ASV

Elektoforézes aparats: Cambridge Protein analysis & DNA sequencing
Electrophoresis, Lielbritanija.

Konfokalais mikroskops: Nikon eclipse TI-SH-U, Japana.

Lidzstravas avots: Power Pack P25T ,Biometra, Vacija.

Maisitajs: Bio Vortex V1, Biosan, Latvija.

Mikroplasu ELISA fotometrs: Multiskan FC Microplate Photometer, Ascent, Thermo
Scientific, Vacija.

Mikrovilnu krasns: Samsung selection, Dienvidkoreja.

Mini- rotators: Bio RS-24 Mini- rotator, Biosan, Latvija.

Reakciju stobrini 0,5 ml, 1,5 ml un 2 ml, uzgali ar filtru, uzgali bez filtra.

Reala laika PCR detekcijas sisttma: CFX96 Real-Time System C1000 Touch Thermal
Cycler, BIO RAD, ASV.

Spektrofotometrs: NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer, ASV.

Stikla kolbas, $k&res, pincetes, markieri, lateksa cimdi.

Svari: KERN, PLJ 510 3M, Vacija.

Termostats: Heratherm Compact Microbiological Incubator, Thermo Fisher Scientific,
Vacija.

Ultramikrotoms: Reichert-Jung, Austrija.

UV transiluminators: Transilluminator TI2, Biometra, Vacija.
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Reagenti:

Agaroze: D1 Agraose, low EEO, Conda, Italija.

AlexaFluor®488-konjugéta trusa pret - peles (zala) 1:200 (Abcam,UK)
AlexaFluor®647- konjugéta &zela pret- kazas (red) 1:200 (Abcam,UK)

DAPI -4',6-diamidino-2-fenilindols (Sigma, Vacija)

dNTP: (0,2 mM), Fermentas, Lietuva.

Elektoforézes markieris: pUC19 DNA/Mslp (Hpall) Marker, 23.

Elektroforézes buferis: 50x TAE Electrophoresis buffer, Thermo Fisher Scientific,
Vacija.

Etanols: 96%, 70%

Etidija bromids: 10 mg/ml, Sigma, Vacija.

Fenols: Sigma, Vacija.

HHV-6 Real-TM Qant Real-TM komplekts, Sacace Biotechnologies, Italy.
Hloroforms: Sigma, Vacija.

Izopropanols: Sigma, Vacija

Kazas poliklonala pret RANTES (Abcam,UK)

Lizgjosais buferis (0,5 ml 1M Tris HCI, 0,125 ml MgCl> (2M), 0,125 ml NaCl (4M),
3x destiléts tdens lidz 50 ml).

Loading Dye Solution: 6x, Fermentas, Lietuva.

MgCl (25 mM) - Fermentas, Lietuva.

PBS (Sigma, Vacija)

Peles monoklonala pret HHV-6 gB proteinu (Abcam,UK)

Proteinaze K: 19,6 mg/ml, Vacija.

Proteinazes K buferis: 5,85 g NaCl pulveris, 23,98 ml EDTA (0,5 M), 3x destiléts
tidens lidz 100 ml);

RPMI-1640 (Gibco, Vacija),

SDS: 20g SDS, 80 ml 3x destil&ts tidens.

TAE buferis: 20 ml Tris-acetata 50x (TAE), 980 ml 3x destil&ts @idens.

Taq polimeraze: 5U/ul), Fermentas, Lietuva.

TEA: 50x, Fermentas, Lietuva.

TRI Reagent maistjums: Sigma, Vacija.
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3. REZULTATI

Visiem 60 pacientiem, kuriem tika parbaudita un apstiprinata AIT diagnoze ar
ELISA testiem, tika noteiktas autoantivielas pret TPO, TG un TSH receptoriem

dazadas kombinacijas (6. attels).

W TSHr TG ®ETPO M®TSHr+TPO TG+TPO TSHr+TG+TPO

5%

25%

Autoantivielu

klatbiitne TSH | TG |TPO | TSHr+TPO | TG+TPO | TSHr+TG+TPO
Pacientu

skaits (n=60) 8 5 10 19 15 3

6. att€ls. Vairogdziedzera specifisko autoantivielu klatbiitnes procentuals sadalijums
pacientiem ar autoimiino tireoiditu (AIT).
Figure 6. Proportional distribution in percentage of thyroid-specific auto-antibodies

presence in patients with AIT.
Veicot ELISA testus pret tireoglobulinu (TG), tireoperoksidazi (TPO) un TSH

receptoriem, visiem pacientiem ar AIT tie bija pozitivi, savukart nevienam no veseliem

donoriem neuzradijas autoantivielas pret TPO, TG un TSH receptoriem.
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3.1. Molekularie virusologijas rezultati pacientiem ar AIT un kontroles grupam

3.1.1. HHV-6 virusa genoma klatbiitnes noteik§ana AIT pacientiem un autopsiju
paraugiem, un prakstiski veseliem asisns donoriem

Izdalitas DNS paraugu kvalitati asins un audu paraugiem noteica parbaudot B-globina

geéna klatbiitni ar polimerazes k&des reakciju. DNS tika uzskatita par kvalitativi attiritu,

ja PCR produkta lielums bija 200 bp Markieris pUC19 DNA/Mspl (Hpall), (MBI

Fermantas, Lietuva).

HHV-6 genoma sekvence tika atrasta 59 (98%) AIT pacientiem gan audu, gan
asins DNS paraugos un 23 (77%) autopsiju paraugos (p=0.001). Tikai audu paraugos
tika atrasta 51 (85%) AIT pacientiem, un 9 (30%) autopsiju paraugos. Nevienam AIT
pacientam netika atrasts HHV-6 genoms tikai asints, savukart no praktiski veseliem
asins donoriem to atrada 6 (20%) paraugos. Viena parauga pacientiem ar AIT un
septinos kontroles grupas paraugos netika noteikta HHV-6 genoma klatbutne (1.

tabula).

9/60 (15%) AIT pacientu makrofagu paraugos tika noteikta HHV-6 genoma

secibas klatbiitne.

1. Tabula
HHV-6 genoma sekvences klatbiitne asins un audu DNS paraugos pacientiem ar AIT
un autopsijas paraugos.
Table 1
Presence of HHV-6 sequence in whole blood and thyroid tissue DNA of patients with
AIT patients and autopsy samples.
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HHV-6 genoma sekvences Pacienti ar AIT Autopsijas paraugi
sadalfjums paraugos (n=60) (n=30)
HHV-6 tikai asinis 0 6
HHV-6 asins un audu DNS 8 8
HHV-6 tikai audu DNS 51 9
Nav atrasta HHV-6 genoma 1 7
sekvence

3.1.2. HHV-6 virusa tipéSana

Ar nPCR metodi noteiktajiem HHV-6 pozitivajiem paraugiem (AIT

pacientiem, praktiski veseliem asins donoriem un autopsiju paraugiem), veica virusa

veida - HHV-6A (195 bp) vai HHV-6B (423 bp) noteik$anu. To parbaudija ar nPCR

ieprieks noteiktajos pozitivajos paraugos. Visos paraugos detektéja HHV-6B virusa

secibu.

3.1.3. Aktivas HHV-6 infekcijas noteikSana

Aktiva infekcija tika noteikta 35/59 (59%) AIT pacientu vairogdziedzeru audu

paraugos (8.attels).

2%
5%

Dazadu HHV-6 mRNS klatbitne AIT
pacientu vairogdziedzeru audos (n=59)

M HHV-6 U79/80

LIHHV-6 U12

H HHV-6 U51

M HHV-6 U79/80+U12
LIHHV-6 U79/80+U51

M HHV-6 U51+U12

L HHV-6 U79/80+U12+U51

L4 Bez
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8. att€ls. Dazadu HHV-6 mRNS klatbiitne AIT pacientu vairogdziedzeru audos (n=59)
Figure 8. Different mRNA distribution in percentage of thyroid gland tissue in patients
with AIT (n=59).

Astonos AIT pacientu periféro asinu mononuklearo $iinu paraugos, kuros
ieprieks tika detekteta HHV-6 genoma seciba, netika konstatétas HHV-6 aktivas
infekcijas mRNS.

Tikai HHV-6 U79/80 mRNS pozitivi bija 15/59 (25%) AIT pacientu
vairogdziedzera audu paraugi un 5/9 (56%) makrofagu paraugi (9.attels).

Tikai HHV-6 U12 pozitivi bija 4/59 (7%) AIT pacientu vairogdziedzera audu
paraugi, savukart neviens no makrofagu paraugiem nebija HHV-6 Ul2 mRNS
poOZitivs.

Tikai HHV-6 U51 pozitivi bija 1/59 (2%) AIT pacientu vairogdziedzera audu
paraugi un 4/9 (44%) makrofagu paraugi.

U79/80+U12 pozitivi bija 3/59 (5%) AIT pacientu vairogdziedzera audu
paraugi, savukart neviens no makrofagu paraugiem nebija HHV-6 U79/80+U12
mRNS pozitivs (9.attels).

U79/80+U51 pozitivs bija 1/59 (2%) AIT pacientu vairogdziedzera audu
paraugi, savukart neviens no makrofagu paraugiem nebija HHV-6 U79/80+U51
mRNS pozitivs.

U79/80+U12+US51 pozitivi bija 9/59 (15%) AIT pacientu vairogdziedzera
audu paraugi, savukart neviens no makrofagu paraugiem nebija HHV-6
U79/80+U12+U51 mRNS pozitivs (9.attels).

Tikai 1/17 autopsiju paraugiem tika detekteta HHV-6 U79/80 mRNS
klatbatne.
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Dazadu HHV-6 mRNS klatbutne AIT
pacientu vairogdziedzeru audos (n=59) un
makrofagos (n=9)
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9. attels. Dazadu HHV-6 mRNS klatbutnes salidzinajums AIT pacientu
vairogdziedzeru audos (n=59) un makrofagos (n=9).
Figure 9. Different mRNA distribution in percentage comparisson of thyroid gland

tissue (n=59) and macrophages (n=9) in patients with AIT.

3.1.4. HHV-6 virusa slodzes noteiksana pacientiem ar AIT un autopsijas
paraugiem

HHV-6 virusa slodze tika noteikta ar reala laika polimerazes k&des reakciju
(Real-Time PCR) AIT pacientu asins un vairogdziedzeru audu paraugos, kuriem tika
veikta iek$gja praimerésana (nPCR). Tikai tris asins paraugos no 8 vargja noteikt
virusa slodzi (6; 4 un 45 kopijas/1x10° §inam), pargjie asins paraugi bija zem
detekcijas limita izmantotaja komplekta (5 kopijas uz reakciju, saskana ar razotaja
protokolu), turpreti visos HHV-6 pozitivajos vairogdziedzera audu paraugos virusa
slodze bija nosakama (mediana 905,1 IQR: 308,2-1996 kopijas/1x10° $anam).

19/23 HHV-6 pozitivajos autopsiju paraugos bija nosakama virusa slodze

(mediana 361 IQR: 110-1029 kopijas/1x10°® $inam).
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Virusa slodze AIT pacientiem pie aktivas infekcijas bija lielaka ka pie latentas
infekcijas (mediana 1206 IQR: 455-2804 pie aktivas pret 544.5 IQR: 155-1589

kopijas/1x10° $anam pie latentas infekcijas) (10.attéls).

Autopsijas paraugi bez aktivas HHV-6 infekcijas markieriem (n=16)-“" 0=0.016
L | —
AIT pacienti ar aktivu HHV-6 infekciju (n=35) : ] ]
(I |
p=0.019
AIT pacienti ar latentu HHV-6 infekciju (n=24)
@ S
Q O O O
O N N
\)
& RN KD

HHV-6 kopijas/10® Sunam

10. attels. HHV-6 virusa slodzes medianas salidzinajums AIT pacientiem un autopsijas
paraugiem ar aktivu un latentu infekciju.
Figure 10. Comparisson of Median viral load between AIT patients and autopsy

samples with active and latent infection.

3.2. Imunologijas rezultati

Ar ELISA metodi tika noteikts RANTES Iimenis asins plazma pacientiem ar AIT
(n=60) un asins donoriem (n=30). AIT pacientiem RANTES Iimenis ir statistiski
zemaks (mediana 9.267, IQR: 3.489-16.93) ka asins donoriem (mediana 56.6, IQR:
30.71 - 101.5) (11.attels).
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p<0,0001
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25% Procentile 3.489 30.71
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75% Procentile 16.93 101.5

11. att€ls. RANTES limena salidzinajums AIT pacientu asins plazma un asins donoru
paraugos.
Figure 11. RANTES level in AIT patients’ blood plasma in comparison to blood

donors.

AIT pacientiem ar aktivu infekciju, kuriem tika detekteta U12 un US51 génu
ekspresija, uzradija daudz zemaku RANTES Iimeni, neka pacientiem ar aktivu virusa
infekciju bez Ul12 un US51 génu ekspresijas. Salidzinot latentu un aktivu HHV-6
infekciju tikai ar U79/80 mRNS klatbiitni, latentas infekcijas gadijuma, RANTES

Itmenis bija zemaks, kaut gan rezultati nav statistiski ticami (p=0.1475) (12.attgls).
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Latenta HHV-6 infekcija (n=24)

Tikai HHV-6 U79/80 mRNS (n=15)

HHV-6 U12/51 mRNS (n=20)
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12. attels. RANTES Iimena salidzinajums plazma AIT pacientiem ar akttvu un latentu
infekciju.

Figure 12. RANTES level comparison in AIT patients’ with active and latent infection.

3.3. Imunohistokimijas rezultati

Visi asins donoru paraugi, kuros tika detektéta HHV-6 genoma seciba, tika
parbauditi ar imunohistokmijas metodi uz HHV-6 gB (gp116) un RANTES klatbatni.
Visiem 7 kontroles grupas asins donoru paraugiem tika konstatéta RANTES un HHV-
6 gB (gp116) ekspresija.

AIT pacientu PBMC paraugos tika konstatéta un HHV-6 gB (gpl16)
ekspresija, turpretim RANTES ekspresiju konstat&ta loti vaja (13.attels).

13. attéls. Imunofluerescence. HHV-6 gB (gpl16) un RANTES ekspresija A:
Kontroles grupas PBMC; B: AIT pacientu PBMC. Iekrasots ar DAPI (zils);”HHV-6
gB (gp116) — Alexa Fluor®488-konjugéta trusa — pret peles (zala); RANTES - Alexa
Fluor®647-konjugéta &zela— pret kazas (sarkana); x100
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Ar bultinam noradits HHV-6 gB (gp116); ar zvaigznitém- RANTES.

Figure 13. Immunofluerescence. Expression of HHV-6 gB (gp116) and RANTES in
A: Control groups’ PBMC; B: AIT patients’ PBMC. Counter stained with DAPI
(blue);” HHV-6 gB (gp116) — Alexa Fluor®488-conjugated rabbit anti - mouse (green);
RANTES - Alexa Fluor®647- conjugated donkey— anti goat (red); x100

Arrows - HHV-6 gB (gp116); stars- RANTES.

Tika parbauditi 14 AIT pacientu audu paraugi, kuros iepriek$ tika noteikta
HHV-6 genoma sekvences klatbuitne. Visos paraugos tika konstatéta HHV-6 gB
(gp116) un RANTES ekspresija (14.attgls).

+

4. <=

14. attels. Imunofluerescence. HHV-6 gB (gpl16) un RANTES ekspresija AIT
pacientu audos. Iekrasots ar DAPI (zils);”HHV-6 gB (gp116) — Alexa Fluor®488-
konjuggta truSa — pret peles (zala); RANTES - Alexa Fluor®647-konjugéta &zela— pret
kazas (sarkana); x100

Ar bultinam noradits HHV-6 gB (gp116); ar zvaigznitem- RANTES.

Figure 14. Immunofluerescence. Expression of HHV-6 gB (gp116) and RANTES in
AIT patients’ thyroid gland. Counter stained with DAPI (blue);” HHV-6 gB (gp116) —
Alexa Fluor®488-conjugated rabbit anti - mouse (green); RANTES - Alexa
Fluor®647- conjugated donkey— anti goat (red); x100

Arrows - HHV-6 gB (gp116); stars- RANTES
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4. DISKUSIJA

Ar cilveka sesto herpesvirusu raksturo divus dazadus, bet tuvu radnieciskus
virusus - HHV-6A un 6B. Tie pieder pie  herpesvirusiem, un ir tuvu radnieciski arT ar
citomegalovirusu. Ar HHV-6B infic§jas agri bérniba, un §1 infekcija izpauzas ar
simptomiem ka drudzi un Roseola infantum (Halme L. et al. 2013). Seropozitivitate
pasaules iedzivotaju vidi ir tuva 100%. Lai gan tas notiek reti, HHV-6 infekcija spgj
izsaukt arT febrilas 1€kmes un encefalitu, kas ir raksturiga HHV-6A (Yoshikava T. et al.
2009).

HHV-6 ir limfotrops viruss,kas replicgjas CD4+ T- limfocTtos, bet tas var inficét
arlT monocitus/makrofagus, astrocitus, fibroblastus un dazadas endotelialas vai
epitelialas izcelsmes Stinas (Halme L. et al. 2013).

P&c primaras infekcijas HHV-6 paliek organisma latenta stavokli, un uzturas
galvenokart PBMC un makrofagos. Saja laika HHV-6 ekspresé specifiskus viralos
transkriptus, ka U94, kas tiek uzskatits par latentuma markieri (Di Luca et al. 1994).

HHV-6 spgj atkartoti reaktivéties plausas, sirdi, nierés, GI trakta, smadzen&s
u.c., galvenokart imunosupresétiem pacientiem un pacientiem, kuriem tiek veikta
transplantacija.

HHV-6 persisté arT ka hroniska infekcija, tomer to ir arkartigi griti noteikt ar
miisdienas pieejamiem diagnostiskajiem testiem. Sai subakitai HHV-6 formai
visticamak ir loma dazadu slimibu, asociétu ar HHV-6, patologija.

Pieaugoss pétijumu skaits norada uz iespg&jamo HHV-6 saistibu ar dazadam
hroniskam un autoimiinam slimibam, viena no tam- autoimiino tireoiditu. 2012.gada
pétijuma dati norada uz HHV-6A saistibu ar biezi sastopama autoimiina tireoidita (AIT)
— Hasimoto tireoidita attistibu, tacu v&l aizvien ir nepiecieSami papildus pieradijumi.
Vairogdziedzeru audu paraugi un asinis no HaSimoto tireoidita pacientiem un
kontrolém uzradija augstu HHV-6A sastopamibas biezumu un slodzi pacientu audos
(Caselli et al., 2012). Ar1 $aja petijuma HHV-6 genoma secibas klatbiitne tika biezak
detektéta AIT pacientu audu paraugos 59 (98%), kas norada uz vairogdziedzeri ka
persistentas infekcijas atrasanas vietu, savukart visos paraugos tika detektéts HHV-6B,
kas liecina par geografiskajam virusa izplatibas atSkiribam. Tie ir papildus pieradijumi

iesp&jamai §1s virusinfekcijas saistibai ar autoimiina tireoidita attistibu. Turklat, virusa
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slodze vairogdziedzeru audos bija lielaka, salidzinajuma ar periférajam asinim, kas ar1
ir papildus pieradijums ta persistences vietai. Noteikta virusa slodze bija lielaka AIT
pacientiem pie aktivas infekcijas, salidzinot ar latentu infekciju (mediana 1206 IQR:
455-2804 pie aktivas pret 544.5 IQR: 155-1589 kopijas/1x10® $tnam pie latentas
infekcijas), kas aptiprina HHV-6 aktivaciju.

AIT etiopatogenéze vél lidz galam nav skaidra, jo T slimiba ir multifaktorala.
Tirociti ekspres€ plasu spektru ar imunologiski aktivam molekulam, kuras varétu but
iesaistitas autoimiina procesa veicinaSana. Autoiminais tireoidis izpauzas ar
limfocitaru infiltraciju un audu fibrozi. Ta ir salidzinosi izplatita slimibu grupa — skar
aptuveni 5 — 15 % sievietes un 1 —5 % viriesus. To patogenézé tick miné&ti dazadi faktori
- genétiskie un vides.

Infekciozie agenti var ierosinat autoimiinos procesus vairogdziedzeri ar
dazadiem mehanismiem, ka piem@ram, ierosinat pasu antigénu modifikacijas,
mimikr&jot organisma molekulas, ierosinat poliklonalo T SGnu aktivaciju u.c.
mehanismiem (Thomas D. et al. 2008). HHV-6 kodg divus viralo hemokinu receptorus
Ul12 un US51, kuri ir strukturali Iidzigi ar $inu G-proteina saistitajiem receptoriem
(Menotti L. et al. 1999), tomér So génu loma nav pietiekami izprasta. U12 un US51 ir
funkcionali l1dzigi daudz labak izp&titajam CMYV protetnam US28 (pUS28), kas uzlabo
CMV infekcijas norisi. Par cik tas ir CCR homologs, pUS28 dimeriz€ ar vairakiem
saimniekorganisma hemokinu receptoriem, taja skaita CCR1, CCR2, CCR3, CCR4,
CCRS5, un CXCR4 (Kugn D.E. et al. 1995). HHV-6 GPCRs nav pietickami pétiti, tap&c
rodas jautajums, vai Sie proteini ir iesaistiti autoimiina procesa attistiba, ka ari, ka tas
ietekm@u saimniekorganisma imino sisttmu, ja tas spétu dimeriz€t ar
saimniekorganisma hemokinu receptoriem, kuri ir Iidzigi ar hCMV proteinu US28.

Protetni, kurus kod€ HHV-6 U12 un U51 géni, var tikt ekspreseti uz epitelialo
un dazu periféro asinu mononuklearo Stnu populaciju virsmas, kas padara tas par
potencialu iemeslu, kape&c tiek ierosinats autoimunitates process un saimnieka
organisma GCR ka auto-reaktivo T un B limfocttu mérki, ka ari, in vitro HHV-6
specifiskais GCR var mijiedarboties ar citokinu signalcelu, izraisot RANTES
lejupregulaciju (Isegawa Y. et al. 1998). Abi Sie fakti padara U12 un U51 proteinus par

ideali piemérotiem, lai p&titu HHV-6 iesaisti autoimiina tireoidita attistiba.
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Saja pétijuma ir paradits, ka 33% no AIT pacientu vairogdziedzeru audu
paraugiem satur HHV-6 U12 un/vai US1 mRNS. Tas nozimé, ka tresdalai AIT pacientu
vairogdziedzeru audi ekspres€ viralo hemokinu receptorus, lai gan ir nepiecieSams
veikt papildus eksperimentus, lai giitu pieradijumus par HHV-6 protetnu klatbiitni uz
tirocTtu virsmas ar tadam metodem ka Western blot vai immunofluorescenci. Tomér,
lai iegiitu skaidrus pieradijumus, ir nepiecieSamas specifiskas antivielas, kas pasreiz
nav pieejamas pasaules tirgi. So antivielu trikums varétu biit skaidrojams ar to, ka ir
sagada gritibas. So problému varétu atrisinat, lietojot daudz dazadus sintétiskos
peptidus (veidotus no HHV-6 aminoskabju sekvenceém), kuri tiks testeti ka antigéni
priek§ imunizacijas. Antigéni sint€tisko peptidu forma tiktu izmantoti, lai parbauditu
AIT pacientu plazmu uz potencialam specifiskam antivielam un, lai iegttu
poliklonalas/monoklonalas antivielas pret HHV-6 U12 , ka ari U51 proteiniem. Sada
veida pétijumi tika uzsakti RSU A. Kirhensteina mikrobiologijas un virusologijas
institiita, pecdoktorantiiras granta istenosana. STiemesla dg] $aja petijuma tika icklautas
metodes, kuras nodrosinaja netieSus pieradijumus HHV-6 U12/51 génu ekspresijas
iesaistei AIT attistiba.

ELISA RANTES mérijumi AIT pacientu un asins donoru plazmas paraugos
uzradija statistiski ticamu (p<0.0001) zemaku $1 hemokina Itmeni pacientiem ar AIT.
Tas norada uz iesp&jamiem trauc€jumiem RANTES signalcela pacientiem ar AIT.

Pacientiem ar akttivu HHV-6 infekcijas klatbiitni U12/51 génu ekspresija tika
noteikta ar viszemako RANTES medianu, salidzinot ar pacientiem, kuriem bija aktiva
virusa infekcija bez U12/51 génu ekspresijas vai ar pacientiem, kuriem bija latenta
HHV-6 infekcija. Lai gan Sie rezultati nebija statistiski ticami, tie uzrada iesp&jamu
HHV-6 Ul2/génu ekspresiju RANTES lejupregulacija un iesp&jamu saistibu AIT
attistiba.

Papildus, pozitiva imiinokrasos$ana tajas pasas vairogdziedzeru audu S$iunas,
kuras ieguva no AIT pacientiem ar abiem- gan RANTES, gan HHV-6 antigénu, uzrada
iespgjamu mijiedarbibu starp viraliem proteiniem un RANTES. Lai veiktu gal&jos
secinajumus par HHV-6 U12/51, ir nepiecieSami papildus p&tijumi, izmantojot viralos
antigénus (ka rekombinantos proteinus vai sintetiskos peptidus) un specifiskas

antivielas.
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5. SECINAJUMI

1. RANTES statistiski nozimigi zemais limenis AIT pacientu asins plazmas paraugos,
salidzinot ar asins donoriem, norada uz iesp&jamu $§1 hemokina signalcela iesaisti

autoimuna tireoidita attistiba.

2. Aktiva HHV-6 infekcija AIT pacientiem var&tu biit viena no galvenajiem iemesliem
RANTES lejupregulacija, it seviski U51 un U12 génu ekspresijas gadijuma, un tas

norada uz iesp&jamu So génu un RANTES mijiedarbibu.

3. Augstaks HHV-6 genoma sekvences detekcijas biezums, augstaka virusa slodze un
aktivas HHV-6 infekcijas markieri vairogdziedzeru audos, salidzinajuma ar periféro
asinu paraugiem un izol€tajiem makrofagiem, norada uz vairogdziedzeri ka vienu no

HHV-6 persistences vietam.
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