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ANOTACIJA

Magistra darba petijuma mérkis ir identificét HIV pacientu molekulari genétiskos riska
faktorus infekcijas attistibas laika, pamatojoties uz citokina TNFo génu polimorfismu
kombinacija ar galveno audu saderibas kompleksu.

Darba izmantoja reala-laika PKR metode un restrikcijas fragmentu garuma polimorfisms
(RFLP, angl. restiction fragment lenght polimorphism) riska génu/alélu noteiksanai.

Saja pétijuma analizétas iesp&jamas korelacijas starp TNFa polimorfajam alglém un
slimibas progresiju. Par vienu no statistiski ticamajiem rezultatiem var uzskatit TNFa al€lés -

238A spgja aizkavet HIV infekcijas progresésanu.

Atslégas vardi: TNFa, HIV, HLA, PKR, RFLP



ANNOTATION

The aim of the Master’s paper is to identify molecular and genetic risk factors of HIV
patients during the progression of infection, based on TNFa cytokine gene polymorphism
combined with the major histocompatibility complex.

Real-time PCR technique and restriction fragment length polymorphism (RFLP) was used
in this paper to determine risk genes / alleles.

Possible correlation between TNFo polymorphic alleles and progression of the disease has
been analysed in this study. The ability of TNFa-238A allele to delay the progression of HIV

infection can be considered as one of the statistically significant results.

Key words: TNFa, HIV, HLA, PCR, RFLP



SATURA RADITAJS

APZIMEJTUMU SARAKSTS oottt e eeee et e eeeseeeseeeseseesseessssssseeseseessesssesesssessessesssseessssssseesseesseesns 5
Y 27 I TR 6
DN 22T Y 128 38 € (T 7
L0 )4 ] SV AU 1 TP 7
IZMANTOTAS PETNTIECTBAS METODES ... ceeeetuteeeeetteeeestasessesnsesessnsesessasesesnssesessseressnseressnsesesnnns 8
DARBA STRUKTURA ... ettettt ettt s eetetessesessssee s sesessasesea s setesnsese s sete s teetesnseetesnareererneeerarneees 8
1. LITERATURAS APSK ATS o ieei it eeee et e eeeeseeeeseeseeeesteeseeeeseeseseessesseseessessseesessseeesisesseesieeen 9
L1, HINVAIDS ..ottt et e e e e e e e ettt e e e e e e e e e aeeeens 9
1.2, HLA SISTEMA ... eieteeeeeee ettt e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeee e eeeeeeereeennnaaaaeeeeeeennnnnn 10
1.3. AUDZEJA NEKROZES FAKTORS ALFA (TNFA, TUMOR NECROSIS FACTOR) ....c.covruieinenenn 11
1.4, TNFA GENA FUNKCIONALAIS POLIMORFISMS ...iiiieiieeetttnsieseesseessssnnssseessesessssnnnnseessesessses 12
2. MATERIALI UN METODES ....oi ot eete et eete et eeeseeeeseeseeeeseeseeeesaesseseesseeseseeseeseseesieesnneenns 14
T 2 274 6 5 17NG  SSSR 18
. DI SKUS I A e ettt e e e e e e ——————— 23
T 21 17N 16 1LY, | (TSRS 25
PATEICTIBAS ..ottt eeee et e e e et e et e e et e et e st e eeteeseeeeeseeaeeeeeaeesaeenseeseeeeeseeneeeeneeeneeesnaeeseeeneeenes 26
IZMANTOTA LITERATURA ...oooe oot eee e eeeeeeeeseeeseeaseeseaeeneeeseeeaseeeseeasaeeseneaneesieeeneeens 27
P ELIIKUMS ..ottt e et e ettt e e e e e e et et et e e e e e e e e e e e e aaeeeeeeeeeee s 32



AIDS

CD4+
CD8+
DNS
HBV
HCV
HIV
HLA
HSV
IL
LIC
MHC

MRNS
NK
OR

PKR
PVO
RFLP

RNS
SNP
TBC
Th1/2
TNF a

APZIMEJUMU SARAKSTS

ieglits imtindeficita sindroms (angl. acquired immune defficiency
syndrome)

T lidz&tajsiinas

T citotoksiskas $iinas

dezoksiribonukleinskabe

virushepatits B (angl. hepatitis B virus)

virushepatits C (angl. hepatitis C virus)

cilvéka imtindeficita viruss (angl. human immunodeficiency virus)
cilvéka leikocTtu antigéns (angl. human leukocyte antigen)

parastais herpes viruss (angl. herpes simplex virus)

interleikins

Latvijas Infektologijas centrs

galvenais audu saderibas komplekss (angl. major histocompatibility
complex)

matricas Ribonukleinskabe

dabiskas gal&tajstinas (angl. natural killer)

izredZu attieciba (angl. odds ratio)

varbiitiba, butiskuma limenis, p vértiba (angl. value)

polimerazes k&des reakcija

Pasaules veselibas organizacija

restrikcijas fragmentu garuma polimorfisms (angl. restiction fragment
lenght polimorphism)

ribonukleinskabe

viena nukleotida polimorfisms (angl. single nucleotide polymorphism)
tuberkuloze (angl. tuberculosis)

T lidz&tajstnas (T helperi)

audz€ja nekrozes faktors (angl. tumor necrosis factor)



IEVADS

Maisdienu koncepcija un tehnologija medicinas nozar€ ir tendéta uz jauniem genétisko, tai
skaita imunogenétiko, markieru atklajumiem, kuri butu saistiti ar dazadam saslim$anam, tai
skaita arT infekcijam [1,2,3].

Ka izradijas génu polimorfisms, kas sava veida kontrol& organisma aizsargreakciju, nosaka
dazada ,;rakstura” iekaisuma atbildes gaitu un, patog€nam iekliistot organisma, ta specifiskas
imunologiskas reakcijas. Pie tiem var pieskaitit tradicionali nosakamu HLA génu polimorfismu,
ka arT ped€jos gados 1pasi popularu ne-HLA-g€na imiino nozimi. Veidojoties normalai imiinai
atbildei pret patogénu, ir loti svarigi starpgénu un intragéna (angl. intragenetic) mijiedarbiba.
Savukart to nestabilitate var izraistt nelabvéligas saslimSanas sekas. Pirmam kartam tas attiecas
uz regulgjosam genu molekulam, kuras nodroSina iekaisuma reakcijas sakotngjos posmus:
patogéna atpaziSana, ick$Stinas aktivizacijas signala nodrosinasana un iekaisuma mediatoru
sintézi, kuru sastava ietilpst arT citokini [4,5,6,7].

Viena no visaktualakam medicinas problémam ir infekcijas saslim$anas, no kuram
»ltderpozicijas”, skatoties p&c straujas izplatibas un mirstibas Itmena palielinasanas, ienem HIV,
tuberkuloze (TBC, angl. tuberculosis), viruss hepatits B, C (HBV, HCV) [8,9]. HIV, TBC un
HBV, HCV, ka ar1 jebkura cita infekcijas saslimSanam, ir raksturigs izjaukts citokinu un to
funkciju normalais balanss. [10,11] So infekciju patogen&zg ir citokinu disbalanss, kurus producé
Th1l un Th2 limfociti un makrofagi,kas ir galvenais, kas ietekmé to, cik spéciga biis imiinas
sisttmas atbildes reakcija uz specifisko patogénu. Infekcijas sakuma stadija notiek
pirmsiekaisuma citokina Itmena palielinaSanas, kas darbojas ka kofaktors patogéna aktivacija.
Citokini ir iesaistiti praktiski Vvisos mikroorganisms-§iina mijiedarbibas etapos, infekcijas
izplatiSanas mikroorganismos, iekaisuma atbildes attistiba, imtindeficita izveid€ un ta attistibas
rezultata. Citokinu disbalanss ir saistits ar T-limfocitu destrukciju, kas savukart izraisa
iminsupresijas progreséSanOs un tas turpmakas attistibas sekas. Citokinu darbibas efektivitate ir
atkariga aridzan no kopgjas un specifiskas transkripcijas génu aktivacijas, neskatoties uz to, ka tie
atrodas uz dazadam hromosomam [12,13,14]. Prognozgjot infekcijas saslim$anas attistibu, viens
no imunogénétiskiem parametriem ir HLA fenotipa izp&te saslimusajam pacientam. Publicétie
dati liecina, ka HLA antigéna D lokuss piedalas visaktivak tuberkulozes potegengzes attistiba. Sie
antigéni nosaka adaptivas imunitates tendenci un intensitati infekcijas gadijuma. Visvairak
izteiktakas asociacijas ir saistitas tieSi ar DRB1 géna aléli, kas ir saistita ar HLA II klasi

[11,10,12]. Pateicoties starptautiskas programmas ,,Cilvéka genoms” sasniegumiem, musdienas ir
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zinams, ka individualas aizsargreakcijas attistibas ipatnibas, ka ar1 predispozicija uz dazadam
slimtbam, tai skaita infekcijas, ir saistitas ne tikai HLA génu polimorfismu, bet ar ar viena
nukleotida polimorfismu (SNP, angl. single-nucleotide polymorphism), kas sp&lé ne mazak
svarigu lomu imiainas atbildes realizacija un regulésana. [5,7,15].

Vairaki nesenie pétijumi parada genétiski determinéto citokinu hiper- un hipoprodukciju
saistibu ar imiinas atbildes kvalitati, kas ar1 tiek asocits ar infekcijas saslim$anas smaguma
pakapi, turpmako attistibu un ta sekam [4-15]. No ta izriet, ka perspektivi ir noskaidrot HLA
DRBI1 un citu II klases al€lu regul§joso lomu uz citokinu darbibas atbildi pie dazadam
patologijam.

Sadi pétijumi paplasinatu zinasanas par analiz&amo citokinu génu polimorfismu un to
saistibu ar audu saderibas kompleksa géniem (MHC, angl. magor histocompatibility complex).
Krietni palielinatu informaciju par gen&tiskajiem markieriem patologijas gadijumos. Tas ir
svarigs priekSnoteikums, lai attistitu musdienigu personalizétu medicinu, kas lautu prognozét
individualu cilvéka predispoziciju pret slimibas attistibu, to attistibas gaitu un sekam, ka ari
savlaicigi un efektivi veikt So slimibu profilaksi un nepiecieSamibas gadijuma uzsakt veiksmigu

arstesanu.

Darba meérkis
Identificét HIV pacientu molekulari genétiskos riska faktorus infekcijas attistibas laika,
pamatojoties uz citokina TNFa génu polimorfismu kombinacija ar galveno audu saderibas
kompleksu (HLA 11 klases DRBI1/DQA1/DQB1 géniem), ka ari izanalizét to iesp&amo

asociaciju ar slimibas norises gaitu.

Uzdevumi
1. MHC/HLA-III TNFa génu identifikacija pacientiem ar HIV/AIDS un veseliem
cilvékiem, izmantojot Reala-laika PKR SSP metodi.
2. TNFa genotipu noteiksana.
3. Veikt iegiito datu salidzinoSo analizi pacientiem ar MHC/HLA 1I klases riska géniem
(DQAL, DQB, DRB1), izmantojot ieprieksgjo petijumu datu bazi.
4. Noteikt sastopamibas biezumu TNFao géna promoteru G-238A u G-308A polimorfos

variantus HIV infic€tiem pacientiem.



5. Noveértet TNFa (-308)A/G, 238A/G génu polimorfisma ietekmi uz infekcijas procesa
attistibu.

6. Veikt TNFo géna SNP polimorfisma salidzinaSanas analizi ar audu saderibas
kompleksa géniem (HLA II klases DRB1/DQA1/DQB1), nosakot infekcijas procesa
attistibas risku HIV pacientiem.

7. Pacientiem ar paplasinatu rikas haplotipu (TNFo, DQA1, DQB1, DRB1) veikt
nukleotidu sekvenésanu.

8. Darba gaita izpétit ar HIV/AIDS asociéto TNFa génu/al€lu genotipu un haplotipu
izredzu attiecibu (OR).

Izmantotas pétniecibas metodes
Reala-latka PKR metode un restrikcijas fragmentu garuma polimorfisms (RFLP, angl.

restiction fragment lenght polimorphism) riska génu/al€lu noteikSanai.

Darba struktiira
Darbs uzrakstits latvieSu valoda. Tam ir 5 dalas: literattiras apraksts, p&tijjuma materiali un
metodes, pétijuma rezultati, pétijuma rezultatu apsprie$ana, secinajumi. Darba ir 3 tabulas un 1
attelu.
Darba tika izmantotas atsauces no 53 literatiiras avotiem. Par literatiras avotiem tika

izmantotas dazadas arzemju publikacijas, gramatas, interneta resursi.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. HIV/AIDS

HIV no anglu valodas nozimé Human immunodeficiency virus jeb latviski cilvéka
imiindeficita viruss ir 1€na, hroniski progres€josa slimiba. [17] Tas pieder pie retrovirusiem un
savu genétisko informaciju glaba RNS forma [18]. Tapat ka jebkur§ cits retroviruss satur
apgriezto transkriptazi, kas sp€j virzit virusa RNS uz DNS un ieklaut to saimnieka Stinu genoma.
[19] HIV mérkstunas ir CD4+ T limfociti, kas ir Joti svariga iminsistémas dala. Tacu HIV
ietekme ar1 citas molekulas, kuras piedalas imiinsistemas realizésana (CD8+, makrofagi,
monociti, dendritiskas $iinas u.c.) [20].

Slimiba Iidz pat Sai dienai nav arst€jama un tas sekas ir letalas. Tacu var paiet vairaki gadi
lidz HIV infekcija partop par AIDS. Ari misdienu panakumi farmokologijas joma paildzina
dzivildzi un uzlabo HIV pacientu dzives kvalitati. Iegtitais imiindeficita sindroms jeb AIDS (angl.
acquired immunodeficiency syndrom) ir HIV infekcijas pedgja stadija, kad organisma imiina
aizsargspéja ir pilniba nomakta un tas nespgj pretoties dazadam blakusslimibam, infekcijam un
audzgjiem (oportiiniskas slimibas) [21].

HIV/AIDS gadijumi Latvija tiek registréti kops 1987. gada un lidz 2014. gada 1. aprilim
péc Slimibu profilakses un kontroles centra datiem uzskaité ir registréti 5947 infic€Sanas
gadijumi, AIDS - 1381 2014. Gada ir registréti 80 jauni infic€Sanas gadijumi ar HIV, savukart
AIDS ir diagnosticéts 29 personam [22]. Ja skatas pasaules méroga tad $obrid péc PVO datiem uz
2012. gadu kopuma bija registréti 35,3 miljoni HIV inficéSanas gadijumi, no tiem 32,1 miljons
bija pieauguso un 3,3 miljons bérnu, kuri ir jaunaki par 15 gadiem. Jauni infic€Sanas gadijumi
2012. gada — 2,3 miljoni, no tiem 260 000 bija bérni. No AIDS 2012. gada mirusi 1,6 miljoni
cilveku [23].

Nemot véra §is slimibas globalos apmérus un destruktivo ietekmi uz cilvéka organismu, ir

svari laicigi apzinaties ta preventivas darbibas un rast jaunus risinajums tas arstéSana.



1.2. HLA sistéma

Cilvéka leikocttu antigéna (HLA) sist€ma ir génu grupa, kas atrodas uz sestas hromosomas
1sa pleca un ir atbildiga par imiinas sist€émas reguléSanu organisma, precizak — antigéna
atpaziSana un prezentéSana talak Tmiinas sistémas molekulam. Tas ir vispolimorfakais regions
cilveka genoma. ST sistéma ietver imiinas atbildes génus, ietekm@& organisma aizsargsp&jas un
nosaka lielako dalu genétisko predispoziciju dazadu slimibu gadijumos, kas ir saistitas ar
imunsistému [27]. Polimerazes k&des reakcijas (PKR) [32] atklajums un uz tas pamata izstradatas
jaunas HLA genotipeSanas metodes veicinajusas cilvéka audu saderibas kompleksa HLA
sisteémas polimorfisma izp&tes progresu) [28,29,30,31].

HLA molekulas tiek sadalitas 3 klasés — HLA | (-A, -B, -C,), HLA 1l (-DR, -DQ) un HLA
I klase.

HLA I klases molekulas ir ekspresé€tas uz visam kodolainajam $tinam un ir atbildigas par to,
lai veiktu antigéna prezentaciju citotoksiskam T §Gnam, kura uzdevums ir iznicinat mérkstnu.
[29]

HLA II klases molekulas parasti ir ekspresétas uz B limfocitu virsmas, kur tie prezenté
antigénu T-hepleru Sunam, tadgjadi stimul€jot B limfocitiem raZot antivielas pret So antigénu.
[30]Ta arT tie ir sastopami uz dendritiskajam §tinam un makrofagiem [31].

HLA TII klase satur vairak neka 75 génus [32], kas kod€ proteinus, kas nas saistiti ar $iinas
atrodas starp | un Il Kklasi [33]. HLA III klases iever sevi audz&ja nekrozes faktoru (TNF),

karstuma Soka proteinu (HSP, angl. heat shock protein) un komplimenta sist€émas proteinus.
[34,34].

Chromosome 6

HLA Class 1I Region HLA Class 111 Region HLA Class 1 Region

1.1 att. HLA saturoSie géni, 6. hromasomas uzbiive [40]
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1.3. Audzgja nekrozes faktors alfa (TNFa, tumor necrosis factor)

TNFa ir daudzfunkcionals citokins ar izteiktu pleiotropismu, kur§ piedalas organisma
aizsargreakcijas veidosana, stimulé fagocitaro un citotoksisko Siinu aktivitati, regulé imiinos
ickaisuma procesus, regulé Siinas apoptozi [13,15,27]. Literatiira ir daudz datu, kuros paradita
TNFa producesanas izmainas dazados virusa infekcijas gadijumos.

TNFoa ir olbaltumviela ar 17 kD molekularo masu, tas tiek sintez€ts no aktiviem
monocitiem/makrofagiem, neitrofiliem, T-limfocitiem, NK §tinam, tuklam $iinam, un tam piemit
plass biologiskas darbibas spektrs. Sis citokins piedalds ickaisuma atbildes reakcijas attistiba:
inicie IL-1, IL-6 sint€zi, priek§ neitrofiliem granulocitiem kalpo ka hemoatraktants, aktivize
magrofagu, ka arT stimulé T un B limfocitu proliferaciju. TNFa ir ieklauts lielakaja dala
infekcijas un imunopatologisko saslim$anu patogenézge, kur tas pilda dazas funkcijas, galvenokart
darbojas ka mediators iedzimtas imunitates attistiba.[41]

Tomér parmériga TNFa produkcija var bt par c€loni akiitu iekaisuma procesu
komplikacijai un septiskam Sokam, ka ar1 tam ir liela nozime infekcijas un autoimiino saslimsanu
patogenéze. Pétijjumos ar dzivniekiem ir noskaidrots, ka transgéna pelém, kuram tika maksligi
ievadits TNFa cilvéka géns, attistijas smagas pakapes poliartrits. Turppretim pelém, kuram bija
nomakts TNFa receptora géns (angl. knockout), ievérojami samazinajas pretestiba pret dazadiem
patogéniem, tadgjadi paradot, cik svariga ir TNFa nozime infekcijas rezistences gadijuma [42].

TNFo hiperprodukcija ir viens no galvenajiem mehanismiem infekcijas procesu
aktivizesanas laika, kad tas no latentas fazes pariet uz kliisko izpausmju fazi, ka arT liecina par
slimibas progreséSanu. Paaugstinats TNFa limenis asinis plazma konstatéts pie hronisko slimibu
saasinaSanas fazes, kas tiek inducéti ar HBV, HCV, HIV, parastais herpes viruss (HSV, angl.
herpe simplex viruss), EpSteina-Barra viruss, citomegaloviruss, poliomielits, ér¢u encefalits u.c.
[4,5,13,14]. TNFa produkcijas inhibéSana infekcijas procesa hroniskaja stavokli, tiek uzskatita
par iminas atbildes disregulé$anu. Viena no galvenajam biologiskajam TNFa funkcijam tiek
uzskatita ta piedaliSanas apoptozes regulacija, tai skaita arl pie bojatam virusu Sinam [43].
Kopuma ir zinams, ka palielinoties TNFa — programmétas Stinu naves induktora — produkcijai
hroniska HBV un HCV agrinas infekcijas stadijas laika, tas var darboties ka starpnieks
palielinatai hepatocitu apoptozei, veicinot aknu Stinu bojajumus un ka sekas visam — Jaundabigu

audzgju attistibai [5,8,12].
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1.4. TNFo géna funkcionalais polimorfisms

Ar vardiem funkcionalais polimorfisms ir domats viena nukleotida nomaina vai tandémiski
nukleotidu apgabalu atkartojumi nekod@tajas géna dalas (promoterl, intronos). Sada veida
izmainas neietekmé olbaltuma struktiiru, tacu dazos gadijumos izmaina mRNS transkripcijas
atrumu (paatrinot vai paléninot to). TNFa géns atrodas uz sestas hromosomas (6p21.3) lokusa,
kas kodé galvena audu saderibas kompleksa pirmo (HLA-A, B, C) un otro (HLA-DP, DQ, DR)
klasi. Ta atrasanas vieta genoma vidusdala (skat.1.1. att€lu) nosaka $1 lokusa liela variabilitate,
1pasi, jo géna TNFa promotera dala, kas ieklauj veselus astonus polimorfos apgabalus ar viena
nukleotida nomainu: -1031T/C, -863C/A, -857C/T, -575G/A, -376G/A, -308G/A, -244G/A, -
238G/A [4,5,10,44]. Tomer par svarigakajam nomainam tiek uzskatitas tikai divas. Tas ir viena
nukleotida nomaina guaninam uz adeninu pozicija -308 (G/A) un -238 (G/A), kas izraisa TNFa
produkcijas Itmena izmainas, un tas tiek uzskatiti par funkcionalam izmainam. Pozicijas -308 un -
238 atrodas uz promotera dalas, kas dod iesp&ju transkripcijas faktorus sasaistit ar 1 géna dalu un
tadejadi ietekmét transkripcijas atrumu. Sis nukleotidu substitiicijas ir diezgan izplatitas un
bieZas, ka pieméram, eiropeidas rases genotipa aptuveni 27-33 % satur polimorfo (reto) aléli -
308*A un aptuveni 7-10 % - retu aléli -238*A [45]. Fernandez et al. (2002) izmérija TNF a
produkciju ar perifero asinu mononuklearo vielu palidzibu, kuri tika stimuléti ar konkanavalinu A
(conA, angl. concanavalin A). Pétijums paradija, ka donora Stinas, kuras péc polimorfas aléles -
308*A ir homozigots, sintiz€ citokinus 3x aktivak, neka to pacientu Stinas, kuram ir -308 GG
genotips [46]. P&c §1 pétijuma Cetras neatkarigas pétnieku grupas izmantoja himérisku struktiiru,
kas sastaveja no TNFa promotera dalas géna un transkripcijas aktivacijas proteinu, kuru viegli ir
izmérit (enzims hloramfenikol acetiltransferazi vai luciferazi) [4,5,10,41,42]. Rezultata tika
pieradits, ka nukleotida guanina nomaina uz adeninu pozicija 308, ieveérojami palielina
transkripcijas aktivitati un paatrina mRNS raSanos. Tadgjadi, -308 polimorfisms paaugstina géna
TNFa transkripcijas atrumu un, attiecigi, citokinu produceSanos. Transkripcijas atruma
palielinaSanas limenis ir atkarigs no vielam, kuras ietekmé §1 Stinas, ka arT no paSas Siinas tipa.
Vairuma gadijumos tas notiek pilnigi ta, ka ieprieks aprakstits, tacu pastav vairaki petijumi, kuros
netiek pieradita -308 apgabala polimorfisma ietekme uz transkripcijas efektivitate TNFo génam
[47]. Temesls atSkiribam acim redzot ,,sl€pjas” taja, ka p&tijumos tika izmantotas dazada veida

Stnas, kuras plazmidas ir transficétas. Visaktivaka polimorfa géna TNFa (-308*A) transkripcija
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notiek makrofagos: tajos ta ir 5x augstaka, neka normala géna -308*G transkripcija. Nemot véra
faktu, ka makrofagi ir galvenais TNFa avots, to genétiski noteikta sp&ja palielinat pro-iekaisuma
citokinu produkciju var ietekmét iekaisuma un imunologiskos procesus organisma.

Par vél vienu géna TNFa polimorfo apgabalu, kas var ietekmét citokinu producésnos, tiek
uzskatits pozicija -238. Tacu Saja gadijuma guanina nomaina uz adeninu nevis palielina, bet gan
samazina olbaltuma producesanos. Nesadalito asins Stinu stimulacija ar lipopolisaharidu paradija,
ka stnas ar genotipu -238GA sintiz€ 1,5x mazak TNFa, neka $tnas ar genotipu -238GG
[8,10,42,46,47]. Vel japiebilst, ka stimul§jot periféro asinu monocitu frakciju ar streptokoka
superantigénu $1 atSkiriba pieauga par 2,8 reizém [52]. Izradijas, ka nukleotidu -308 (G/A) un -
238 (G/A) maina izraisa pret&ju darbibu uz TNFa producésanos: -308 palielina to, savukart -238
samazina. Teorgtiski, vienlaiciga So abu polimorfismu atrasanas cilvéka genotipa vajadzetu
kompensét viens otra darbibu un neietekmé&t citokinu producéSanos, tacu praks€ Sie abi
polimorfismi reti kad ir sastopami kopa. Augsti producésanas sp€jas aléle -308*A lielakoties tiek
mantota kopa ar normalo -238*G algli, savukart normala -308*G aléle ar zemi producgjoso -
238*A aleli [42-47].

TNFa un to receptoru produkcijas Iimenis tiek noteikts ar dazadam genétiskajam analizém.
Jaunu dota citokina al€lés génu markieru, kas biitu jutigi pret virusa infekcijam, mekléSana ir maz
pétits virziens medicina. Citokina polimorfie géni aktivi piedalas specifiskas imiinas atbides
veidoSana. Geéna atseviskie al€les varianti var tikt asociéti ar konkréta olbaltuma producésanas
Iimeni, kas savukart ietekmé slimibas gaitu un dazadu slimibas sarezgTjumu raSanos [ 52]. Jaunu
saisttbu mekléSana starp citokina génu polimorfajiem variantiem ar dazadu hronisko virusa
infekciju slimibas gaitu, tiek uzskatits par vienu no iesp&jamajiem proflakses pasakumiem, lai
neveidotos slimibas saasindjums. Ka ar1 jaunu markieru mekl&jumi, lai veiktu iminkorekcijas
infictajiem pacientiem. Tadgjadi, nemot véra pasreiz zinamo TNFa lomu virusa imiinas atbildes
mehanisma attistiba, petijumi imunocitu starpStinu kooperacija ar TNFa palidzibu, var biit par
pamatu tam, lai identificétu slimibas ,hronizacijas markierus” un izstradatu efektivu terapiju

hronisko virusa infekcijas pacientiem.
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2. MATERIALI UN METODES

Pétijums tika veikts Rigas Stardina universitaté Kliniskas imunologijas un imunogenétikas
starpkatedru laboratorija un RAKUS stacionars ,,Latvijas Infektologijas centrs”.

Darba gaita tika analizéti 200 HIV inficéti pacienti. TNFa géna G-238A un G-308A
polimorfo variantu sastopamibas biezumu noteica ar PKR/RFLP analizi. P&tamaja grupa tika
ieklauti pacienti, kuri bija inficgjusies ne mazak ka 10 gadus.

Kontrolgrupa tika ieklauti 117 veseli individi.

Pacientu vid&jais vecums bija 68,6 +18,4 gadi. Starp pacietniem 49 (54,8 %) bija sievietes
un 41(45,2 %) virieSu. Visi pacienti tika sadaliti 4 grupas (sk. tab.2.1.). Pirma grupa sastavéja no
31 (34,8 %) pacienta, kuriem bija nekomplic&tas gaitas HIV infekcija. No Siem pacientiem 14
(45,5 %) bija sievietes un 17 (54,5 %) viriesu. Otraja grupa tika ieklauti 15 (16,8 %) pacienti ar
HIV infekciju A 1-3 stadija, ar oportinistisku infekciju saasinajumiem (kandidoze,
limfadenopatija, herpes u.c.). Sadalijums péc dzimuma bija gandriz vienads — sievietes 48% un
virieSsu 52%. TreSaja grupa bija 23 (25.8 %) HIV inficéto pacientu ar TBC, starp tiem 8 (50 %)
sievietes un 8 (50 %) viriesi. Ceturtaja grupa tika ieklauti 35 (39.3 %) pacientu ar HCV, starp
tiem 15 (76,2 %) sievietes un 4 (23,8 %) viriesi.

2.1. tabula
HIV pacientu sadalijjums pa grupam
HIV infekcijas norises gaita Grupa Pacientu skaits
n %
HIV infekcija 1 31 34.8
Stadija Al-I11 2 58 65.2
HIV + TBC 3 23 25.8
HIV+ HCV 4 35 39.3
Kopa 147 100

P&tijuma netika ieklauti pacienti, kuri bija jaunaki par 18 gadiem, griitnieces, pacienti, kas
atrodas ieslodzijuma vai pirmstiesas izmekl&Sanas izolatora, pacienti, kas infekciju ieguvusi
vertikalas transmisijas cela, HIV-2 infekcijas pacietni un pacienti, kas nav Latvijas pilsoni vai

nav pastavigie Latvijas iedzivotaji.
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Visi HIV inficétie pacienti, kuri tika ieklauti p€tijuma, ir ieklauti LIC nové€rosanas uzskaité
un ir iepazinusies ar dokumentu ,,Informacija pacientiem” un parakstijusi ,,Pacienta piekriSanas
apliecinajumu” (sk.pielikumus 1 un 2).

DNS tika izdalits no periférajam leikocitaram asinim, izmantojot QlAamp DNA [48]
metodi:

1,5 mL ependorfa ar tipu parnest 20 puL Protease. Ependorfa ar proteazi pievienot 200 pL
asinis, ko péc tam ar tipu samaisit. Pievienot 200 uL buferi AL, apmaisit vorteksa 15 sek. un péc
tam inkubét 10 min. termostata 56°C temperatiira. Péc iznemSanas no termostata uzvorteksét, lai
nonemtu pilienus no ependorfa vacina. Pievienot 200 uL Ethanol 96 — 100 %, aizver vacinu, ar
rokas kiistibu 1énam apmaisit ependorfa saturuun péc tam ievieto vorteksa, kur apmaisa 15 sek.,
lai nogpemtu pilienus no ependorfa vacina. Uzmanigi, nepieskaroties QIAamp micro spin rinkim,
parnest ependorfa saturu ar tipu. QIAamp micro spin ir jabit ievietotai 2 ml mégené. Inkubé 1
min. istabas t°. Aiztaisitu mégenes vacinu centrifugé 1 min. pie 6 000 — 8 000 apgr./min. Pé&c
iznemsSanas no centrifligas nomaina mégeni ar supernatantu (atrodas apaksa) pret jaunu. QlAamp
micro spin atstat, taja atrodas nepiecieSamas nogulsnes (DNS). Uzmanigi, nepieskaroties
QIAamp micro spin ripkim, pievienot 500 uL Buferi AW1, inkub& 1 min. istabas t°, ko p&c tam
centrifugé 1 min/ pie 6 000 — 8 000 apgr./min. Nomaina m&geni ar supernatantu (atrodas apaksa)
pret jaunu. QlAamp micro spin mégeng, uzmanigi, nepieskaroties rinkim, pievienot 500 pL
Buferi AW2, ikub& 1 min. istabas t°, centrifugé 3 min. pie 14 000 — 20 000 apgr./min. Nomaina
jaunu 1,5 mL ependorfu (QIAamp micro spin mégene visu laiku saglabajas ta pati, taja atrodas
nepiecieSamas DNS nogulsnes). Uzmanigi, nepieskaroties QIAamp micro spin rigkim, pievienot
200 pL Buferi AE vai destilétu tideni. Inkub& 5 min. 15 — 20°C, péc tam centrifugé 1 min. 6 000
— 8000 apgr./min,

DNS kvalitate un kvantitate tika parbaudita izmantojot Qubit ® fluorometer (Invitrogen
ASV).

Amplifikacijas maistjums ar tilpumu 25 mkl ietver sevt:
e 15 nM katru praimerti;
e 67 mM Tris-HCI, pH 8,8;
e 16,6 mM amonija sulfata;
e 6,7 mM MgCI2;
e 6,7mkM EDTA;
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¢ 10 mM merkaptoetanola;

e 170 mkg BSA;

e 1,0mMdNTP

e 1,0mM 1U TtH-DNS-polimerazi (izgatavotajs ,,DNA techlonoly”, Maskava).

Geéna TNFa fragmenta amplifikacijai izmantoja praimerus, kas satur&ja vienu bazes mainu,
lai izveidotu restrikcijas saiti, kura nepiecieSama, lai identificétu géna polimorfo variantu:

e TNFAL: 5’<ATC TGG AGG AAG CGG TAG TG>3’

e TNFM1: 5’<AAT AGG TTT TGA GGG CCA TG>3’ (satur G pozicija —313);

e TNFM2: 5’<AGA AGA CCC CCC TCG GAA CC>3’ (satur T pozicija —240).

Praimeri A1 un MI tika izmantoti , lai amplificétu fragmentu ar polimorfismu -308

pozicija, savukart praimeri A1 un M2, lai amplificetu fragmetu ar polimorfismu -238 pozicija.

Geéna TNFa fragmentu amplifikaciju veica ar programmeéjamu termocikla kameru (QIAmp
blood kit; Qiagen, Krefeld, Germany):

e Denaturacija (94 °C, 7 min.)

e 12 ciklu amplifikacija 96 °C — 15 sek.
e 12 ciklu amplifikacija 65 °C — 20 sek.
e 23 ciklu amplifikacija 96 °C — 10 sek.
e 23 ciklu amplifikacija 58 °C — 30 sek.
e 23 ciklu amplifikacija 72 °C — 30 sek.

e Nosléguma sintéze 72 °C — 3 min.

Amplifikacijas specifiskumu un PKR produktu daudzumu parbaudija ar elektroforézes
metodi uz 3,5% g¢la.

Lai identificeétu TNFa al€les variantu PKR produktus hidroliz&ja 37°C temperattira 2h ar
Bsp19l endonukleozes palidzibu, lai noteiktu G—308A polimorfismu, un ar Mspl endonukleozi,
lai noteiktu A—238G polimorfismu. Amplificéto DNS fragmentu restrikciju veica saskanoti ar
izzgatovajfirmas rekomendaciju (QIAmp blood kit; Qiagen, Krefeld, Germany). Hidrolizi noteica

péc elektroforézes rezultatiem uz 3,5% géla.
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Genotipu sadalijumu parbaudija péc Hardija-Veinberga vienadojuma, kura izmantoju
defin€tus krit€rijus un ko realiz€ja programma GENEPOP (HW.bat). Gadijumos, kad ir liels
paraugkopu skaits (vairak neka tukstots), izmantoja parasto programmu [48-51]. Lai parbauditu
rezultatu viendabigumu, tika izmantoti tris veida krit€riji: Hi-kvadrats (y2), ticamibas koeficients
(G2) un un Figera kritérijs (Fi). Sie tris mérfjumi tika veikti ar StatXact-4 programmatiiru (Cytel

Software Corporation, Inc., CIIIA).
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3. REZULTATI

Al€lu un genotipa sastopamibas biezumu TNFa géna polimorfismiem G-238A un G-308A
ir paraditas 3.1. tabula. Genotipu sadalijums visas grupas péc abiem polimorfismiem statistiski
neatskiras (p&c Hardija-Veinberga principa). Grupas viendabiguma sadalijumu pacientu grupa un
kontroles grupa tika parbaudita pamatojoties uz p-veértibu, kas tika iegiita ar StatXact programmas
palidzibu. Tabula ir paraditas precizi p-vertibas visiem trim krit€rijiem: Hi-kvadtrats [x2],
ticamibas koeficients [G2] un FiSera kritérijs [Fi].

Apskatot abus TNFa géna polimorfismus HIV pacientiem, tikai polimorfismam G-308A
genotipa sastopamibas biezums (G/G, G/A un A/A) alglém (G un A) atskiras no kontroles grupas
(attiecigi p=0,037 [G2] un p=0,012 [G2]).

3.1.tabula

Alélu un genotipa sastopamibas bieZums TNFa géna polimorfismiem G-308A un G-238A slimo un

veselo pacientu grupas

Polimorfisms | Genotipi un | Pacienti Kontroles
al€les N =89 grupa p-vertiba
N =117 [x2; G2; Fi]
n gf n gf
G/G 71 0,80 | 108 | 0,92 | 0,019 [y2]
G-308A G/A 16 0.18 |8 0.07 | 0.037 [G2]
A/A 2 0,02 |1 0.01 | 0,017 [Fi]
Preciza p-vertiba 0.083 1.00
G 158 |0.89 | 224 |0.96 | 0,0077 [x2]
A 20 0,11 |10 0,04 | 0,012 [G2]
G-238A G/G 84 0,94 | 101 |0,88 | 0,062[%2] [Fi]
G/A 4 0,05 | 14 0,12 | 0,048 [G2]
A/A 1 0,01 |0 0,00
Preciza 0,29 0,18
p- vertiba
G 172 10,97 | 216 | 0,94 | 0,25 [y2]
A 6 0,03 | 14 0,06 | 0,25 [x2]

n=cilveku skaits; gf= sastopamibas biezums; 2= Hi-kvadtrats; G2= ticamibas koeficients;
Fi= Fisera kriterijs
Detalizéta analize paradija, ka galvenokart homozigots G/G ir izraisa neviendabigu
sadaltjumu. To sastopamibas biezums kontroles grupa ir mazliet lielaks neka infic€to pacientu
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grupa (92% pret 80%) ar p vertibu 0,03. Genotips G/A un A/A abas grupas izveido statistiski
viendabigu izlidzinajumi, t.i., dotaja gadijuma tos var skatit ka vienu veselu. Tiek uzskatits, ka
géna TNFa aléle A pozicija -308 asocita ar palielinatu TNFo producéSanos. Tapéc aridzan
homogéna viendabigi izlidzinata grupa, kura ir apvienoti genotipi -308A/-308A; -308G/-308A,
sanak, ka inficétiem pacientiem domin&ja TNFa stimul&josais géns, savukart kontroles grupai —
gens, kas inhib&ja RNFa ekspresiju un sintézi.

Kas attiecas uz G-238A dimorfismu $aja pasa géna, tad starp HIV pacientu un veselo
kontroles grupu genotipa un al€les sastopamibas biezums nav statistiski atSkirigas viena no otras
(attiecigi p = 0,062 [¥2; Fi] un p = 0,25 [x2; G2; Fi]).

TNFa géna divu polimorfismu sadalijums p&c genotipiem var aplikot tabula 3.2.

3.2.tabula
TNFa géena polimorfismu G-238A u G-308A sadalijums péc genotipa

Genotips Pacienti Kontrolgrupa

G-238A | G-308A |N=89 |f N=115 |gf

G/G G/G 66 0,74 92 0,80

G/G G/A 16 0,18 8 0,07

G/A G/G 4 0,03 14 0,12

G/G A/A 2 0,02 1 0,01

A/A G/G 1 0,01 0 0,00

Preciza p-vertiba visam kombinacijam

[x2] 0,015

[G2] p-vertiba 0,023

[Fi] 0,014

n=cilveku skaits; gf= sastopamibas biezums; y2= Hi-kvadtrats; G2= ticamibas koeficients;
Fi= Fisera kriterijs
Genotipa sadalfjuma salidzinasanas analize infic€to pacientu grupa un kontroles grupa
paradija to, ka tos var uzskatit par statistiski atSkirigam (visprecizaka no visam trim p-vertibam
bija 0,023 [G2]). Dubultais homozigots —238G/-238G; —308G/-308G (74% pacientiem un 80%
populacija), ka arT heterozigota genotips —238G/-238A un homozigota genotips — 308G/-308G
(3% gadijumos slimiem pacientiem un 12% gadijumos kontroles grupai) zimigi biezak bija
sastopams kontroles grupa salidzinot ar pacientu grupu. Taja pat laika homozigota genotips —
238G/-238G, heterozigota genotips —308G/—308A, un homozigota genotips —238G/-238G un —

308A/-308A paradijas uzskatami biezak inficéto pacientu grupa neka kontroles grupa. Ka ari
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pacientu grupa tika novérota divu homozigota genotipu kombinacija 238A/—238A un —308G/—
308G, kas savukart netika novérota kontroles grupa.

Lai noteiktu iesp&jamas asociacijas starp genotipiem pé&c lokusiem TNF-238 un TNF-308
Cetras pétamajas grupas, tika izmantota originalprogramma SANCT- Structural Analysis of
Contingency skatit 3.3. tabulu.

Neviena no pacientu grupam bitiskas novirzes no ramdomizétas genotipu kombingSanas
netika atrastas. Analiz€jot datus, genotipu kombinacijam tika izveidots ieksgjs viengabalains
,.bloks”, kura tika apvienotas visas pacientu grupas. Saja grupa (bloka) at3kiribas starp $o grupu
veidojoSajam 1paSibam (slimibas saasinagjuma veido$anas un neveido$anas) nebija statistiski
atSkirigas, t.i., §Tjaunizveidota grupa ir statistiki homoggna (p=0,64).

Izp&tot genutipus, tika noteiktas divas iek$gji viendabigas grupas (G/G, G/A u A/A, G/G) un
(GIG, GIG, GIG, AIA, GIA, G/G). gajﬁs grupas atSkiribas starp genotipu sadalijumiem nav
statistski atSkirigas (attiecigi p = 0,74 un p = 0,23). EsoSie rezultati ir att€lot 3.3. tabula.

Maza p-vértiba (p = 0,002) Saja tabula tika iegtta, pateicoties apvienotai slimo pacientu
grupai un kontroles grupai, kopa ar ie$¢jo viendabigo genotipu grupu (G/G, G/A + A/A, G/G) u
(GIG, G/IA + AIA, GIG) u (G/G, G/G + G/G, AIA + G/A, G/G). Tomér $1 p-vértiba ir veidota no 5
apvienotam grupam, tapéc p izradijas ir vienada ar 0,060. Tadgjadi, veicot izdaritos labojumus,
izradijas, ka starp salidzino$am genotipu grupam (G/G, G/A + A/A, G/G) u (G/G, GIG + G/G,
A/IA + G/A, G/G) nav statistiski ticamas asociacijas (p=0,060). Veicot kvantitativos
salidzinaSanas mérijjumus, tika noskaidrota izredZu attieciba OR = 3,8 (programma StatXact), kas

Saja gadijuma bija diezgan augsta. OR ticamibas intervals CI 95% bija 1,2-14,6.
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3.3. tabula
TNFa géna divu polimorfismu sadalijums péc apvienotajiem genotipiem HIV inficétiem

pacientiem un kontroles grupai

Genotips Kontroles | Visi Kopa |P Korigéta | OR | SD
grupa pacienti < p-veértiba 95%
0,05 ticamibas
intervals
G/G,G/A+AIA,GIG | 8(7%) 20(22%) | 28 0,74 | 0.060 3.8 | [0,9-20,1]
G/G,G/G+G/G,A/A | 107(93%) | 70(78%) | 177 0.23 | (0.002%*) (1,2-14,6)*
+G/A,G/G
Kopa 115 90 205
Paraugkopu 0,64
p-vertiba

* Nekorigeta p-vertiba un ticamibas intervals prieks (odds ratio)
OR=izredzu attiectba
SD=ticamibas intervals

Saja darba tika noskaidrotas TNFo génu (G-238A, G-308A) polimofie varianti HIV
inficéto pacientu grupa un kontroles grupa. Veicot TNFa gena genétisko analizi bija
nepiecieSams nemt véra to, ka nukleotidu guanins uz adeninu nomaina TNFo g€na promotera
dala —308 pozicija, ievérojami veicindja transkripcijas atruma peiaugumu un palielinagja mRNS
veidosanas atrumu. Pacientiem ar —308A/—308A genotipu proteinu sintéze notika 3 reizes aktivak
neka personam ar —308G/-308G genotipu. Tapéc aléles —3084 “klatbiitne” veicina palielinatu
proteina TNFa producé$anos, kas atbilst ar $o imunologisko analizi. Savukart guanina nomaina
uz adeninu pozicija —238 izraisa pazeminatu géna ekspresijas Iimeni un samazina proteina TNFa
producéSanos. Tadgjadi tika pieradits, ka stimul&jot veselas asins Stnas ar lipopolisaharidu,
kontrolgrupas pacietniem $tinas ar genotipu —238G/—238A TNFa sintez&ja 1,5 reizes mazak neka
$tinas ar genotipu —238G/-238G.

TNFo géna aléles -308A sastopamibas biezums HIV inficétiem pacientiem (11%) bija
gandriz tris reizes augstaks(p=0,012) neka tas bija kontroles grupa (4%), kas savukart liecina par
to, ka HIV pacientiem ir palielinata tendence uz TNFa proteina paaugstinatu produkciju. Tai pat
laika TNFa géna alélés —238A sastopamibas biezums kaut arT divas reizes biezak bija sastopams
kontroles grupa (6 %) neka HIV inficéto pacientu grupa (3 %), tomés statistisko ticamibu
nepieradija (p = 0,253).

Pacientiem, kas ir inficgjuSies ar HIV, heterozigotas genotipa —308G/—308A sastopamibas

biezums bija 2,6 reizes augstaks (attiecigi 18% un 7 %) neka salidzinajuma ar kontroles grupu
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(p= 0,02-0,038), kas aridzan pierada TNFa sintézes palielinasanos. Lidz ar to homozigotas
genotips —308G/-308G bija biezak sastopams tiesi kontroles grupa (p=0,02—0,038).

Kaut ar heterozigotas genotips —238G/—238A HIV inficétiem pacientiem ir sastopams 2,4
reizes retak neka kontroles grupa, tomér §i atSkiriba nebija statistisi ticama (p=0,048-0,062).

Visu nésataju genotipu — gan stimul&joso, gan inhib&oso TNF a ekspresiju un sintézi —
sastopamibas biezuma analize aridzan pieradija to, ka pacienti kuri ir infic€jusie ar HIV ir lielaks
parsvars tiesi stimul&jot TNFa ekspresiju un sint€zi, neka kontroles grupas pacientiem, kuri bija
izteiktaka TNFa ekspresijas un sintézes inhibicija (p = 0,0231).

Japiebilst, ka abi TNFa géna polimorfie saiti darbojas salikti: ,,stimuléjosa” aléle—3084
lielakoties tieck mantota kopa ar normalo aleli —238G, savukart normala aléle —308G kopa ar
»inhibgjoso” aleli —2384. Skatoties pe&c TNFa divu gena polimorfisma sadalijumu péc
kombingtiem genotipiem, HIV infic€tiem pacientiem visbiezak sastopama kombinacija bija
heterozigotas —308G/—308A vai ari homzigotas —308A/-308A genotips (kas stilmulé TNFa
proteina sintézi) kopa ar homozigotas genotipu—238G/—238G. Savukart kontroles grupa visbiezak
tika noveérota divu polimorfismu homozigotas kombinacija —238G/-238G; —308G/—-308G vai ari
homozigotas —308G/-308G genotipa konbinacija ar homozigotas genotipu —238G/-238A jeb
TNFa proteina inhibitoru.

Saskana ar miisu datiem, netika noskaidrotas statistiski ticamas atSkiribas stap al€lu un
genotipu —238G/A u —308G/A sadalijumu TNFa géna polimorfismos dazadas HIV inficéto

grupas. lesp&jams ir nepiecieSama turpmaka izpéta ar lielaku p&tamo pacientu skaitu katra grupa.
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4. DISKUSIJA

Imiinas Stnas sekreté dazadus mediatorus (citokinus), kas ir ar izteikti augstu specifiskumu
[5,7,41]. Viens no §ada veida citokiniem ir TNFa, kas piedalas iekaisuma atbildes izveidg: inicié
IL-1, IL-6 sint€zi, kas savukart aktivize neitrofilos granulocttus, makrofagus, ka art stimulé T un
B limfocittu proliferaciju. TNFa piedalas lielakaja dala infekcijas un imtinpatogiskajas salsmsanu
patogenéze [10,7,41,42]. P&c pédEjo gadu pétijumiem noteikta loma infekcijas procesu attistibai
ir parmantoSanas faktoram. Genétiski ieprogramméta paaugstinata vai pazeminata TNFa sintéze,
ietekmé cilvéka imlinas sistémas sp&ju reagét uz dazada veida patogéniem un iminpatologisko
procesu attistibu [41,42].

TNFo géna promotera dala ir noteikti vairaki polimorfismi, kur viens no tiem atrodas
pozicija —308 un taja guanins nosaka parasto (biezi sastopamo) aléli (TNF1; —308G). Tai pat
laika guanina aizvietoSana ar adeninu prezentS sevi ka neparastu aléli (TNF2; G-308A), kas tiek
uzskatita par diezgan spécigu transkripcijas aktivatoru ar 6-7 reizes paaugstinatu TNFa géna
transkripcijas indukciju. Savukart cits TNFo géna aléles A polimorfais variants (G—238A) ir
asociéts ar pazeminatu TNFa producé$anos.

Zinams, ka poliartikularas un oligoartikularas gaitas JIA pacientiem TNFa Itmenis asinis
korele ar slimibas aktivitati . TNFa kod€joSais géns TNF lokaliz€jas 6.hromosomas 1saja pleca,
péc literatiras datiem viena nukleotida polimorfismi (SNP) -308A/G, -238A/G un 244AA, kas
lokaliz&ti géna promotera rajona, var ietekmét TNF-a produkcijas daudzumu [41,44]. Joprojam ir
sastopami pretrunigi dati par SNP ietekmi uz JIA attistibu, prognozi un terapijas efektivitati.
Genotips -308A/G ticami retak bija sastopams seronegativa un seropozitiva poliartrita,
persistgjosa oligoartrita un artrita ar entezitu pacientiem (attiecigi p = 0,000; p = 0,002; p = 0,000
un p = 0,000). Genotipa -238A/G sadalijjuma starp JIA tipiem un kontroli nebija ticamas
atSkiribas (p = 0,05). Tika konstatéta ticama atSkiriba starp JIA un kontroles grupu genotipam -
244AA (p = 0,023), bet atSkiribas starp JIA tipiem netika konstatetas (p = 0,05). No ieprieks
mingta pétijuma, var saprast, ka iegiitiec dati apliecina TNFa géna polimorfismu nozimi JIA
patogenéze. Polimorfismam -308A/G varétu but protektiva nozime seropozitiva un seronegativa
poliartrita, persit€§joSa oligoartrita un artrita ar entezita attistibai. Polimorfismam 244AA

genotipam varétu biit protektiva nozime, bet nav asociacijas ar kadu no JIA 4 tipiem [52].
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Pirma cilvéka infekcioza saslimSana, kuru izdevas sasaistit ar TNFa g€na variabilitati,
izradijas, ka ir malarija. Petijumi tika veikti Gambija un taja piedalijas vairak neka 1000 pacientu.
Genotipésanas rezultata tika noskaidrots, ka polimorfas al€les -308*A n@satajiem ir 4 reizes
lielaks risks saslimt ar celebralo malarijas formu un 7 reizes lielaks risks attistities nopietniem
nervu sistémas traucgjumiem. Lidzigi pétijumi tika veikti ar Srilanka un aptiprinjas saikne starp
aleli -308*A un celebralas malarijas attistibas riksu [5,8,41,42]. Vérts ir pieminé&t, ka producéties
augstpgjigam TNFa genotipam ir negativa loma ne tikai uz atsevisku cilvéku, bet arT uz visu
populaciju. Ta, pieméram, Dienafrikas regiona, kas ir galvenais malarijas ,,peréklis”, polimorfas
aleles -308*A nésataju skaits ir samazinajies 11dz 5%, kad tai pat laika baltai eiropas rasei, kurai
saslim$anai ar malariju ir reta sastopamiba, $1s al€les sastopamiba ir 30%.

Gengtiskas uzneémibas un pretoSanas spéjai TBC infekcijas gadijuma, ka art ta attistibas
progreséSana no lantentas uz aktivo TBC fazi, tika demonstréta dazados petijumos ar dzivniekiem
modeliem [53]. Dazi pétijumi ar cilvékiem paradija gen&tisko uznémibas komponentu, organisma
izturibu pret infekcijas slimibam un TBC progres€Sanu aktivaja fazg. Attiecigi al€lu sadalijumam
starp homozigotu un heterozigotu TBC aktivas fazes attistiba, homozigots ir no 65% lidz 85%
salidzinajuma ar heterozigotu — 20% lidz 35%.

Nasi et all HIV-1 infekcijas pétijums paradija, ka IL-10 spg&j inhib&t virusa replikaciju, tad,
kad proiekaisuma citokini, TNNFa un IL-1, virusa replikaciju stimulg. [53]

Saja pétijuma analizétas iesp&jamas korelacijas starp TNFo polimorfajam alglem un
slimibas progresiju. Par vienu no statistiski ticamajiem rezultatiem var uzskatit TNFa alglés -
238A spgja aizkavet HIV infekcijas progreséSanu. Kaut ar funkcinala loma TNFa -238 A algles
ietekme uz transkripcijas aktivitati nav isti skaidra, tomeér to var uzskatit par labu faktoru virusa
replikacijas samazinaSanas gadijumos. P&tijuma tika konstatétas genétiska kopsakariba starp
TNFa -238 alélu variantiem un HLA II klases géniem, un garaka letenta perioda nosacijumi. S6
atSkiribu nozime nav pilniba skaidra, tatu esoSie dati var nozimét, ka latentais stavoklis HIV
infekcijas gadijuma iesp&jams ir no vairakiem, apvienotiem gen&tiskiem variantiem, kas
apvienojoties palénina slimibas attistibu. Iegatie rezultati vél jo vairak uzsver génétiskos faktorus
HIV infekcijas attistibas laika. Iegiitie dati arT apstiprina HLA lokusu sp&ju kontrolét slimibas
progresiju.

Galvenais ierobezojums §1 pétijuma laika bija neliela atlasita izlases kopa un jaunu pacientu
pievienoSana pétijjumam. Tomeér iegiitie rezultati lauj izprast iesp&amos mehanismus, kas

raksturo infekcijas progresésanas kontroli.
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5. SECINAJUMI

Infekcijas attistibas mehanisms, ko izraisa HIV viruss un ir saistits ar iminsistémas
disregulaciju, viens no patogenézes izveidosanas iemesliem ir TNFa sistémas bojajums.
TNFa géna aléles -308A sastopamibas biezums HIV inficétiem pacientiem (11%) bija
gandriz tris reizes augstaks(p=0,012) neka tas bija kontroles grupa (4%), kas savukart
liecina par to, ka HIV pacientiem ir palielinata tendence uz TNFa proteina paaugstinatu
produkciju

TNFa gena alglés —238A sastopamibas biezums kaut arT divas reizes biezak bija
sastopams kontroles grupa (6 %) neka HIV inficéto pacientu grupa (3 %), tomes
statistisko ticamibu nepieradija (p = 0,253).

Skatoties pé¢c TNFa divu géna polimorfisma sadalijumu péc kombinétiem genotipiem,
HIV inficétiem pacientiem visbiezak sastopama kombinacija bija heterozigotas —308G/—
308A vai arT homzigotas —308A/—308A genotips (kas stilmulé TNFa proteina sintézi) kopa
ar homozigotas genotipu—238G/-238G.

Savukart kontroles grupa visbiezak tika novérota divu polimorfismu homozigotas
kombinacija —238G/-238G; —308G/-308G vai arT homozigotas —308G/-308G genotipa
konbinacija ar homozigotas genotipu —238G/-238A jeb TNFa proteina inhibitoru
Statistiski ticamu datu iegiiSanai ir nepiecieSams palielinat pétamo pacientu skaitu katra

grupa.
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PIELIKUMS

32



Pielikums 1

Informacija pacientam

Patreiz nav zalu HIV infekcijas izarstéSanai, nav ari vakcinu efektivai §is
infekcijas profilaksei, bet savlaicigi pielietojot specialu arst€Sanas kursu
iesp&jams ieveérojami pagarinat laika periodu, kad cilveks jutas praktiski vesels,
t.1., aizkaveét AIDS stadijas iestaSanos. Sakara ar strauju HIV infekcijas izplatibu,
ka viena no visaktualakam problémam patreiz ir slimibas gaitas prognoze. Dodot
piekriSanu izmantot asinis "DNS nukleotidu sekvenéSana imiinreguléjoso HLA 11
klases un TNFa génu regiona HIV/AIDS pacientiem" zinatniskaja pétijuma tiks
izpetiti genétiskie markieri - HLA g€ni. Tas savukart, nodrosinatu iesp&ju
savlaicigi nozimét atbilstoSus medikamentus, veikt iminkorekciju, profilakses
pasakumus un tas liela méra atvieglos slimnieka stavokli. Izmantojot DNS

tipizéSanu praktiski nekliadigi var noteikt HLA al€les asociaciju ar HIV infekciju.
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Pielikums 2

Pacienta iesaistiSanas péetijuma apstiprinajums

Ar So apstiprinu, ka esmu san€musi/is petijuma skaidrojumu un piekritu ka
manas asinis tiks izmantotas pétjumam "DNS nukleotidu sekvenéSana
imtnregul&joso HLA 1II klases un TNFa génu regiona HIV/AIDS pacientiem".
Es zinu, ka Sis pétijums veltits infekcijas HIV infekcijas asociacijam ar HLA
antigéniem. Man ir izskaidrots, ka asins parauga nemsana notiks vienlaicigi ar
citu analizu kontroli. Asins paraugs tiks nosiitits uz RSU Imunologijas institttu.
Asins paraugi tiks saglabati genoma datu baze un var tikt izmantoti petijjumiem
nakotneé. Man ir tiesibas atteikties no dalibas $aja petijuma. Es neiebilstu art
pret anonimu pacienta datu (t.i. neminot manu vardu) publikaciju medicinas

zurnalos.

Pacients:

( identifikacijas numurs)

Paraksts:

Datums:

Arsts:

34
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