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KOPSAVILKUMS

D vitamina receptors (VDR) nodroSina D vitamina funkciju izpildi organisma. To kodé
VDR — plejotropisks géns, kas tiek asociéts ar autoimunitati, dazadam iekaisuma un alergiskam
slimibam, tai skaita ari bronhialo astmu (BA). Bronhiala astma ir gené&tiski sarezgita un
heterogéna hroniska elpcelu iekaisuma slimiba. VDR sekvences varianti rs731236 un
rs1544410 tiek pétiti ka potenciali bronhialas astmas risku ietekméjosi faktori.

ST pétijuma mérkis bija analizét VDR géna viena nukleotida polimorfismu (SNP; single
nucleotide polymorphism) rs731236 A/G un rs1544410 C/T asociaciju ar bronhialo astmu
Latvijas populacija. Lai noskaidrotu So SNP potencialo ietekmi uz saslimSanas iesp&jamibu,
péc restrikcijas fragmentu garuma polimorfisma metodes tika genotip&ti 110 bronhialas astmas
slimnieku DNS paraugi un 253 kontroles grupas paraugi.

Statistiskas analizes rezultata konstat&jam, ka lokusa rs1544410 retas al€les homozigotais
genotips TT ir statistiski biitisks slimibas risku palielinoss faktors (p = 4,56 x10, ORm = 2,36,
CI 95% [1,31 — 4,28]). Starp abiem lokusiem noteikta vidg€ji stipra nelidzsvarotibas saistiba
(LD; linkage disequilibrium) pétijuma kontroles grupa (p <0,0001; D’ = 0,84; r2 = 0,59).
Haplotipu analizes rezultata A-C un G-T identificéti ka iesp&jami BA risku samazinosi faktori,
un A-T, G-C noteikti ka slimibas risku palielinoSie. Ari divu lokusu genotipu analizé
identific€tas statistiski ticamas asociacijas ar BA — slimibas risku iesp&jami palielina AA-CT
un GG-TC genotipi, kameér ka aizsargajosas formas noteikti GG-TT un AA-CC genotipi.

Lai izprastu So genétisko variaciju iesp&jamo funkcionalo nozimi, tika veikta
bioinformatiska jeb in silico analize. Tas rezultata noskaidrots, ka rs731236 un rs1544410
lokusu alélu nomaina sp€j ietekmét transkripcijas faktoru piesaisti, ka art DNS liekSanas spgju
un ka rs731236 alternativas al€les rada atSkirigas DNS sekundaras struktiiras.

Apkopojot min&tos pétijjuma rezultatus, tika atklata VDR géna polimorfismu rs1544410
un 15731236 iesp&jama ietekme uz bronhialas astmas saslimstibas risku, un secinats, ka tie

varétu klut par potencialiem bronhialas astmas genétiskajiem markieriem Latvijas populacija.

Bakalaura darba pétfjums tika izstradats Latvijas Universitates Biologijas instituta

Genomikas un Bioinformatikas laboratorija.
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SUMMARY

Vitamin D receptor (VDR) provides vitamin D functions in the body. It is encoded by
VDR, a pleotropic gene associated with autoimmunity, various inflammatory and allergic
diseases, including bronchial asthma (BA). BA is a genetically complex and heterogeneous
chronic inflammatory disease of the airways. VDR sequence variants rs731236 and rs1544410
are being studied as potential factors influencing the risk of bronchial asthma.

The aim of this study was to analyze the association of the single nucleotide
polymorphisms rs731236 and rs1544410 of the VDR gene with bronchial asthma in the Latvian
population. To determine the potential impact of this SNP on the likelihood of disease, DNA
samples from 110 bronchial asthma patients and 253 healthy controls were genotyped by
restriction fragment length polymorphism method.

As a result of statistical analysis, we found that the homozygous genotype TT of the rare
allele of the locus rs1544410 is a statistically significant factor that increases the risk of the
disease (p =4.56 x10 3, ORM =2.36, C1 95% [1.31 - 4.28] ). A moderate linkage disequilibrium
(LD; linkage disequilibrium) was found between the two loci in the study control group (p
<0.0001; D '= 0.84; r2 = 0.59). As a result of the haplotype analysis, A-C and G-T were
identified as possible factors reducing the risk of BA, and A-T, G-C were identified as risk
increasing factors. The analysis of two locus genotypes also identified statistically significant
associations with BA — AA-CT and GG-TC genotypes possibly increase the risk of the disease,
while GG-TT and AA-CC genotypes were identified as protective forms.

To understand the possible functional significance of these sequence variations, a
bioinformatics in silico analysis was performed. As a result, alternative alleles of the rs731236
and rs1544410 locus has been shown to affect the binding of transcription factors as well as the
ability of DNA to bend, and rs731236 allele variant change result in the formation of distinct
DNA secondary structures.

Summarizing the mentioned results of the study, the possible influence of VDR gene
polymorphisms rs1544410 and rs731236 on the risk of bronchial asthma was revealed, and it
was concluded that these SNPs could become potential genetic markers of bronchial asthma in

the Latvian population.

The research of the bachelor's thesis was developed in the Laboratory of Genomics and

Bioinformatics of the Institute of Biology of the University of Latvia.
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IEVADS

D vitaminam ir labi pazistama loma kalcija un fosfatu homeostaze, tacu, papildus ta
tradicionalajam funkcijam, D vitaminam ir svariga loma arT dazadu alergisku un autoimiino
slimibu attistiba. Péd€jos gados D vitamina pé&tijumiem ir pieversta pastiprinata uzmaniba,
sakara ar D vitamina deficitu, kas ir atzita par globalu veselibas problému, ka arT parliecinoSiem
molekularas biologijas un citu nozaru p&tijumu rezultatiem, kas liecina, ka 1,25-dihidroksi-D;
vitamins jeb kalcitriols (1,25(OH)2D3), hormonali aktiva D vitamina forma, nodro$ina
aizsardzibu pret vairakam autoimiinam slimibam, taja skaita art bronhialo astmu.

Bronhiala astma ir izteikti poligé€na un multifaktoriala slimiba, kas nozimé, ka vairaki
genétiskie un vides faktori ietekmée tas attistibu. Ka viens no bronhialas riska faktoriem, kas
veljoprojam tiek aktivi pétits, ir zems D vitamina ltmenis. D vitamina deficits tiek saistits ar
misdienu dzivesveida izmainam. Tacu ir arT vairaki papildus faktori, kas var ietekmét seruma
25(0OH)D3 Iimeni. Pie tiem pieder ar1 viena nukleotida polimorfismi (SNPs; single nucleotide
polymorphisms) D vitamina receptora (VDR; vitamin D receptor) géna.

VDR géns ir lokalizéts cilvéka 12. hromosoma (12q.13.11; GRCh38:CM000674.2) un
tas kodé VDR proteinu — ligand-atkarigu transkripcijas faktoru, kas saistoties ar 1,25(OH)2Ds
sp€j regulét vairak ka 900 génu ekspresiju, no kuriem dala iesaistita arT imtnsisteémas regulacija.
Tiek uzskatits, ka plasi pétitas VDR géna genétiskas variacijas rs731236 un rs1544410 spgj
potenciali ietekmét VDR aktivitati. L1dzSingjie petijumi liecina, ka Siem SNP ir asociacija ar

autoimiino un alergisko slimibu risku dazadas populacijas.

Merkis: ST pétijuma mérkis bija noskaidrot iesp&jamo asociaciju starp D vitamina
receptora géna polimorfismiem rs731236 un rs1544410 un bronhialo astmu Latvijas populacija.
Uzdevumi:
1. Izdalit DNS no BA slimnieku un veselu cilvéku asinim, un genotip&t D vitamina receptora
géna (VDR) polimorfismus rs731236 un rs1544410 atjaunotaja kolekcija.
2. Raksturot Latvijas populacija noteikto reto aleélu frekvencu (MAF) lielumu atbilstibu
starppopulaciju klasiskajam sadaltjumam.
3. Veikt genotip&Sanas rezultatu statistisko analizi un identificét BA aizsargajosas un riska
aleles, genotipus, haplotipus un divu lokusu kombinaciju genotipus.
4. Raksturot SNP funkcionalu nozimi, izmantojot dazadas bioinformatikas metodes.
5. Noskaidrot VDR géna polimorfismu rs731236 un rs1544410 asociaciju ar BA risku

Latvijas populacija, balstoties uz iegiitajiem rezultatiem.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. D vitamins

D vitamini ir taukos $kistoSu prohormonu grupa, kas péc kimiskas uzbiives pieder pie
sekosteroidiem (Verstuyf et al. 2010). Tradicionala D vitamina biologiska loma organisma tiek
saistita ar kalcija un fosfatu homeostazes regulaciju. Ka viena no svarigakajam D vitamina
funkcijam organisma tiek uzskatita kaulu veselibas uzturéSana. Tacu ped€jo gadu pétijumos
aktualiz€tas ir tadas netradicionalas D vitamina funkcijas, ka, piem&ram, imtinsist€mas darbibas

regulacija (Khammissa et al. 2018).

1.1.1. D vitamina metabolisms

Daba D vitamins ka provitamins pastav divas formas: 1) D3 vitamins jeb holekalciferols
un 2) D; jeb ergokalciferols (Umar et al. 2018). D> un D3 atSkiras ar sanu kédes struktaru (1.1.
attels), tacu abam $tm formam piemit prohormona funkcija un to metabolisma celi ir 11dzigi,
tomér D, forma ir retak sastopama, un ta ir ar zemaku biologisko efektivitati (Gil et al. 2018;
Shieh et al. 2016).

D3, biologiski neaktiva D vitamina forma, tiek razots adas epiderma no
7-dehidroholesterola neenzimatiska fotobiogengzes procesa (Holick 1995 cit. péc Christakos et
al. 2015; Gil et al. 2018). Ultravioleta starojuma (UVB, 290-315 nm) ietekmé notiek 7-
dehidroholesterola fotolize, ka rezultata veidojas D3 provitamins, kas tiek paklauts temperatiiras
jutigai tris dubulto saiSu parkartoSanai un izomerizgjas par D3 vitaminu. D vitamina sintéze ada
ir galvenais D vitamina avots, un ta ir atkariga no adas pigmentacijas (melanina) Iimena un
UVB intensitates, kas ir atkariga no sezonas (Holick et al. 1980; Webb et al. 1989 cit. péc Bikle
2014; Christakos et al. 2015). D3 vitamins var tikt uznemts organisma ar1 ar dzivnieku izcelsmes

partiku (Bikle 2014).
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1.1. attels. D3 un D> vitamina struktiira (Gil et al. 2018)

Figure 1.1. The structure if vitamin D3 and D>



Savukart, D, vitamins, kas ir otra galvena biologiski neaktiva D vitamina forma, tiek
sintez&ts sénés un protozojos no Dy provitamina jeb ergosterola (Lips 2006).

Lai labak izprastu veidu, kada D vitamina endokrinas sist€émas trauc€jumi var ietekmét
cilveéka veselibu, ir nepiecieSams apskatit metabolisma celus, kuri ir iesaistiti hormonali aktivas
vitamina formas1,25 (OH)> D3 razoSanas posmos (Henry 2011).

Sakotng&ji D; vitamins tiek transportets asinsriteé ar D vitaminu saistoSo proteinu (DBP;
Vitamin D binding protein), un tas tiek nogadats aknas (Christakos et al. 2010). Aknas un nier&s
notiek D vitamina aktivacija divas secigas enzimatiskas hidroksiléSanas reakcijas (Gil et al.
2018). Galvenie posmi $aja procesa: 1) D3 25-hidroksiléSana aknas, ko veic enzims CYP2R1,
ka rezultata veidojas 25-hidroksivitamins D3(25(OH)Ds) jeb kalcidiols (galvena D vitamina
cirkulgjosa forma — D vitamina Iimena biomarkieris), kas kompleksa ar DBP tiek transport&ts
uz nierém; 2) 25(OH)Ds1a-hidroksilésana nierés ar CYP27B1, ka rezultata veidojas aktiva
forma 1,25(OH),D3 (Khammissa et al. 2018). 1,25(OH).Ds sintéze galvenokart ir atkariga no
kalcija un fosfatu limena asinis, un ta tiek reguléta ar paratireoido hormonu (PTH; parathyroid
hormone) un fibroblastu augSanas faktoru 23 (FGF-23; fibroblast growth factor 23) (Gil et al.
2018).

Pé&c sintézes 1,25(OH)2D3 un 25(OH)Ds tiek metabolizéti par biologiski neaktivu tident
SkistoSu skabi ar CYP24A1 palidzibu (Gil et al. 2018; Khammissa et al. 2018). Piemin&tie
enzimi ir citohroma P450 (CYP; cytochrome P450) oksidazes, kas ir lokalizétas
endoplazmatiskaja tikla (CYP2R1) vai ari mitohondrijos (CYP27B1 un CYP24A1) (Bikle
2014).

1.1.2. D vitamina receptors (VDR)

Lai 1,25(0OH),Ds varétu veikt savu biologisko funkciju, tam ir jaiekltst meérksina un
japiesaistas tas nuklearajam VDR receptoram. VDR jeb 1,25-dihidroksivitamina D5 receptors
ir steroido hormonu receptors, kas pieder pie nuklearo receptoru saimes 1. subgrupas (Bizzaro
etal. 2017; Wang et al. 2012). VDR regul€ génu ekspresiju dazados génos, kas saistiti ar kalcija
homeostazi, kaulu metabolismu, iminsistému un kardiovaskularo sistému (Khammissa et al.
2018). Nuklearie receptori spej tiesi piesaistities pie kodola DNS, tada veida regul&jot
specifisku génu ekspresiju, tapec tie tiek klasificeti ka transkripcijas faktori. Génu ekspresijas
regulacija ar VDR var notikt tikai tad, kad specifska liganda molekula, Saja gadijuma
1,25(0OH)2D3, ir piesaistijusies VDR un veikusi ta aktivaciju inducg€jot konformacijas izmainas.
Tapéc var teikt, ka VDR ir ligand-atkarigs transkripcijas faktors (Dowd and MacDonald 2013;

Tobergte et al. 2010). VDR konformacijas izmainas nodroSina talaku ta heterodimerizaciju ar
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retinoida X receptoru (RXR; retinoid X receptor) un Sis VDR-RXR heterodimérs var aktivet
vai represét génu transkripciju piesaistoties pie konkrétam génu sekvencém (Christakos et al.
2010).

Atklajums, ka VDR tiek ekspreséts gandriz visos audu tipos, ka arT nesenakie pétijumi,
kuros noskaidrotas tukstoSiem VDR piesaistes vietas (binding sites) visa genoma, tada veida
kontrol&jot simtiem génu, ir radijusi lielu interesi par D vitaminu un ta ietekmi uz dazadiem
biologiskajiem procesiem un saslim$anam (Bikle 2014; Wang et al. 2012).

VDR regulg vairak ka 900 génu ekspresiju, kas iesaistiti visdazadakajos fiziologiskajos
procesos (Bizzaro et al. 2017). Géni, kuru transkripcija tiek reguléta ar VDR, ir saistiti ar kaulu
metabolismu, mineralvielu homeostazes uzturéSanu, detoksifikaciju, Stnas dzives cikla
regulaciju (proliferaciju, diferenciaciju, migraciju un navi) un imiinsistéemu (Haussler et al.
2011). Ipasi savarigi ir tuvak apliikot génus, kas iesaistiti imiinsist€émas regulacija un varétu but

saistiti ar autoimiinajam slimibam, tai skaita ar1 bronhialo astmu.

1.1.3. D vitamina loma imtnsisteémas regulacija un autoimtino slimibu patogen&ze

Veésturiski D vitamins tika asociéts galvenokart ar kaulu metabolisma regulaciju, tacu
miusdienas ir labi zinams, ka D vitaminam ir svariga loma gan specifiskas, gan nespecifiskas
imunas atbildes regulacija. Uz D vitamina iesp€jamo iesaisti imiinsistéma sakotné&ji noradija
atklajums, ka VDR tiek ekspresé€ts monocitos, dendritiskajas Stinas un aktivétos T un B
limfocttos, bet musdienas tiek uzskatits, ka VDR tiek ekspres€ts gandriz visos imiins§iinu tipos
(Bizzaro et al. 2017; Lagishetty et al. 2011; Yang et al. 2013).

Ir noskaidrots, ka wvairakiem imunstinu tipiem ir sp&ja veikt seruma 25(OH)D3
hidroksilésanu, tada veida nodorsinot lokalu 1,25(OH),Ds koncentracijas regulaciju iekaisuma
vieta, kas vél padzilinatak liecina par D vitamina lomu imiin$tinu funkciju nodro$inasana
(Dankers et al. 2017).

Specifiskas imiinas atbildes reakcijas ietver T un B limfocitu sp&ju producét citokinus un
imunoglobulinus, lai specifiski apkarotu iekaisuma avotu, kura antigénu tam prezente kada no
antigénu prezentgjosam Siinam (piemeram, makrofagi un dendritiskas $iinas) (Tobergte and
Curtis 2010). D vitaminam ir nomacoss efekts uz Stm specifiskas imunitates reakcijam. VDR
sp€) nomakt dazadu ge€nu ekspresiju imiinStnas, ka pieméram, citokinu génu ekspresiju
aktivetos T limfocttos (Lin 2016).

D vitamina saistiba ar bronialajai astmai raksturigo otra tipa T-lidzetajstnu (Th2; T helper
type 2 cells) imiinds atbildes regulaciju ir neskaidra un viedokli dalas (Cantorna et al. 2015). In

vitro pétijumos noskaidrots, ka D vitamins inhibé iekaisumu veicinoSu CD4" Thl S§tnu



aktivitati un to citokinu produkciju (Sassi et al. 2018) un stimul€ Th2 Stnu atbildes reakcijas,
veicinot IL-4, IL-5 un IL-10 produkciju, tada veida novirzot imiino atbildi no Thl Stnu
iekaisumu veicino$as stadijas uz Th2 stadiju jeb veicot T limfocitu fenotipa mainu un
nodroS§inot abu Th Siinu tipu balansu. Ir noskaidrots, ka tas palidz limitét potencialus audu
bojajumus, kas saistiti ar Th1 §Ginu imino atbildi (Yang et al. 2013). Sis biitu vairak attiecinams
visparigi uz autoimunitati, kurai raksturiga Thl parprodukcija (Cantorna et al. 2008). Tacu
pastav ar1 otrs viedoklis — astmai raksturiga parspiléta Th2 imtina atbilde D vitamina regulatoras
darbibas rezultata tiek nomakta samazinot IL-4 un IL-13 produkciju. Dazadi pétijumi norada
uz to, ka D vitamins palielina regulatoro T Siinu aktivitati un supresé jeb nomac Th17 imiinas
atbildes reakcijas, tada veida samazinot iekaisumu (Harrison et al. 2020). D vitamins stimulé
ar1 palielinatu dabigo galétajStinu (NK S$tinu) attistibu. NK S$iinas producé pretiekaisuma
citokinus (Cantorna et al. 2008).

D vitamina loma iminsistémas regulacija ir sarezgita un véljoprojam nav lidz galam
noskaidrota, tacu, IidzSingjie petijumi par D vitamina ietekmi uz dazadiem imtnS$tnu tipiem,
norada uz ta iespgjamo svarigo lomu autoimiino slimibu patogen&ze (Yang et al. 2013).

Tiek uzskatits, ka dazadu imiinsist€émas stimulu ietekmé var tikt reguléta VDR ekspresija
Stinas, kas varétu but ka iesp&jams mehanisms, lai modulétu imiino atbildi ar §1 nukleara
receptora palidzibu — aktivgjot vai repres€jot génu transkripciju (Kongsbak et al. 2013). Nesena
Koivisto un kolégu pétijuma (Koivisto et al. 2020) tika noskaidroti géni, kuri iesaistiti
imunistémas funkciju nodrosinasana, un kuru ekspresija tiek kontroléta ar VDR. Kopuma tika
identific€ti 15 géni, no kuriem pieci kod€ proteinus, kas saistiti ar autoimunitati: CD93, NINJI,

ACVRLI, SRGN un CEBPB.

1.1.4. D vitamina loma bronhialas astmas patogengze

Lidzigi ka ar D vitamina lomu imiinsitémas regulacija, ari D vitamina saistiba ar astmas
patogenézi nav Iidz galam noskaidrota un pétijumi turpinas. Vairakos pé&tijumos ir
apstiprinajies, ka zems D vitamina Itmenis, ir iesp&jams riska faktors astmas attistiba un ietekme
slimibas smaguma pakapi (Litonjua 2012). GWAS rezultati liecina, ka vairak ka 65% no
seruma D vitamina lTmena izmainam var€tu tikt izskaidrotas ar genétiska fona ipatnibam (Ruiz-
Ballesteros et al. 2020).

Neskaitamos pétijumos dazadu autoimiino saslimSanu risks tiek saistits tiesi ar D
vitamina deficitu (Dankers et al. 2017). Bronhiala astma, tapat ka citas biezi sastopamas
autoimiinas saslimS$anas, kuram raksturiga parspiléta imiinreakcija, ir saistitas ar hronisku

iekaisumu. Sajas iekaisuma reakcijas ir iesaistiti dazadi imiinS§tinu tipi — makrofagi, dendritiskas



Stinas, un T limfociti, kuros D vitaminam ir svarigas génu regulatoras funkcijas (Wobke et al.
2014). T regulatoras Stunam ir svariga loma imiinas homeostazes uzturésana, kas saistita ar
atbildes reakciju uz alergéniem (tatad BA gadijuma), nomacot Th2 medi€to eozinofilo
iekaisumu un mazinot glotu sekréciju elpcelos (Dankers et al. 2017).

VDR ir plasi ekspreséts visa epitélija Stinu slani plausas un ietekmé vairaku Stinu tipu
proliferaciju un diferenciaciju. Attieciba uz astmu, D vitaminam ir nomacosa ietekme uz elpcelu
gludo muskulu proliferaciju, un tas norada uz D vitamina iesp&amo iesaisti BA elpcelu
remodulacijas procesa (Hutchinson et al. 2018).

LidzSingjie pétijumi liecina, ka D vitaminam ir svariga loma arl plausu attistiba
embrionalaja attistibas perioda. Tapat tiek uzskatits, ka tam ir nozime ari augla agrinas

imiinsistémas attistiba. Sie atklajumi uzsver D vitamina deficita lomu BA attistiba (Litonjua

2012).

1.2. D vitamina receptora géns un ta polimorfismi
1.2.1. VDR géns

VDR proteinu kodeé VDR géns, kas péc nosaukuma zinams ar1 ka NR//1 vai PPPIRI163,
kas lokalizéts 12. hromosoma 12q.13.11 pozicija, ta koordinates genoma ir
GRCh38:CM000674.2. ST géna garums ir ap 100 kbp, tadu tikai 4,6 kbp kodé VDR proteinu.
VDR géns sastav no 8 introniem un 9 eksoniem. Pirmais eksons ietver géna promotera regionu,
un tam ir vismaz seSas izoformas. 2.-3. eksons kodé DNS piesaistes doménu (DBD; DNA-
binding domain) un 6.-9. eksons kodé liganda piesaistes doménu (LBD, ligand binding
domain). Detalizéta informacija par VDR génu nemta no NCBI génu datubazes

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/). P&c §is datubazes datiem, VDR génam lidz Sim ir zinami

sesi transkripti un to esamiba ir pieradita sekvences Iimeni, tacu vél divi transkriptu varianti
definéti ka iesp€jami, jo model&ti ar datorprogrammu palidzibu.

VDR géna mutacijas var biitiski ietekmét receptora funkcionalitati. Mutacijas 2. un 3.
eksonos izmaina DBD cinka pirkstu struktiiru, tada veida radot nefunkcionalu VDR, pie kura
nevar piesaistities D vitamins. Mutacijas 5° VDR promotera regiona var izmainit géna
ekspresiju un radit mRNA Iimena izmainas, kamér mutacijas UTR 3’ regiona var ietekmét RNS
stabilitati un translacijas efektivitati (Imani et al. 2019; Uitterlinden et al. 2004).

VDR ir zinams ka plejotropisks géns, kas tiek asoci€ts ar autoimunitati, dazadam
iekaisuma un alergiskam slimibam, tap&c ir nozimigi veikt ta polimorfismu pétijjumus dazadas

slimibu grupas un populacijas (Hutchinson et al. 2018).
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1.2.2. VDR géna polimorfismi

Jau pagajusa gadsimta beigas dazados pétijumos tika noskaidrots, ka mutacijam VDR
géna kodgjosa regiona ir asociacija ar D vitamina rezistento rahitu. Siem pacientiem klasiska
rahita terapija ar D vitaminu nebija efektiva, jo mutaciju rezultata tika izmainita VDR
molekulara struktira. Sis izmainas sp&ja ietekmét liganda jeb 1,25(OH).D; piesaisti VDR, ja
punktveida mutacija atradas LBD kodg&josas sekvences regiona, ka art pasa nukleara receptora
piesaisti DNS, ja SNP atradas cinka pirkstu kod&jo§a regiona DBD. Sie pétfjumi pastiprinati
noradija uz VDR nozimi D vitamina funkciju nodrosinasana, ka ar1 aizsaka VDR polimorfismu
petijumus saistiba ar citam slimibam (Christakos et al. 2015; Hughes et al. 1987; Kemeny and
Fisher 2019).

Starp paSiem noderigakajiem genétiskajiem markieriem, kuri tiek izmantoti, lai
noskaidrotu génus, kas ir iesaistiti slimibas izraisiSana, ir viena bazu para variacijas genomos.
Viena bazu para izmaina, kura ir atrodama vismaz 1% no populacijas, tiek saukta par SNP

(Khlestkina et al. 2006). P&éc Ensembl datu bazes (https://www.ensembl.org) datiem par SNP

VDR géna, kopa ir identificéti 15174 SNPs, lielakoties gan aptverot géna introniskos jeb
nekodgjosos regionus (14426 SNPs). No kodg€josaja géna dala identificétajiem polimorfismiem
180 ir sinonimi (sSSNPs; synonymous single nucleotide polymorphisms) un 365 ir nesinonimi
(nsSNPs; non-synonymoussingle nucleotide polymorphisms).

Pie visplasak petitajiem polimorfismiem pieder Apal G/T (rs7975232), Bsml T/C
(rs1544410), Taql A/G (rs731236) un FokI C/T (rs10735810). Sie polimorfismi ir nosaukti péc
atbilstosajiem restrikcijas enzimiem, kas izmantoti restrikcijas fragmentu garuma polimorfismu
analizé (Hutchinson et al. 2018).

So polimorfismu loma VDR izmainas ir atkariga no to lokalizacijas VDR géna. Fokl
atrodas DBD tuvu 5’ regionam (VDR 2. eksona), Taql atrodas 9. eksona LBD regiona, Apal 9.
eksona un Bsml 8. introna. VDR géna struktiira un minéto SNPs lokalizacija taja att€lota shéma
(1.2. attéls.). Polimorfismi Apal, Bsml un Taql neizraisa strukturalas izmainas VDR proteina,
tacu Fokl izraisa strukturali atSkirigu proteina variantu veidoSanos, alternativa transkripcijas
starta kodona izveides de] (Yang et al. 2013; Yang et al. 2012). Lai gan Bsml un Taql SNPs
neveido §1s strukturalas izmainas, dazados petijumos citas populacijas, tiem ir konstatéta stripra
nelidzsvarotibas saistiba (linkage disequilibrium; LD), kas nozimé, ka genétiskas variacijas
viena no lokusiem ir tie$i atkarigas no konkrétam al€lém citos tas pasas hromosomas lokusos,
un tas rada iesp€ju analizét haplotipus (Takeuchi et al. 2005; Yang et al. 2013). P&c Ensembl

datu bazes (https://www.ensembl.org) 1000 genomu 3. fazes projekta datiem, Eiropas
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populacijas ir noteikta stipra LD starp rs1544410 un rs731236, attiecigi, D’ raditajs svarstas no
0,96 1idz 1,00 un r’no 0,94 Iidz 0,96.
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1.2. att€ls. VDR géna atrasanas vieta genoma, ta eksonu un intronu struktiira un pétitako SNP
atraSanas vieta géna. VDR gens atrodas cilvéka 12. hromosoma, sastav no deviniem eksoniem
un taja iesp&jami vairaki SNPs, ieskaitot Apal (G/T), Bsml (T/C), FokI (T/C) un Taql (A/G)
(Mohammadi et al. 2020 a).
Figure 1.2. Genomic region and exon-intron structure of the VDR gene and the location of the
most studied SNPs in this gene. The VDR gene is placed on human chromosome 12, contains
nine exons and encompasses various SNPs including Apal (G/T), BsmlI (T/C), FokI (T/C),
and Taql (A/G).

rs731236 ir VDR g€na sinonima variacija (sSNP) aminoskabes interleikina kod€josa
regiona (p.lle352=). Bieza al€le ir A un reta G. rs731236 lokalizacija géna c.1056T>C un
genoma NC 000012.11:2.48238757A>G. NCBI dsSNP datu bazg ir zinas par pieciem VDR
géna  transkriptiem, no kuriem  Cetros SNP  wvariacija ir  nemainiga
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). NCBI ClinVar datu bazé noradita rs731236 kliniska
nozime saistiba ar D vitamina rezistento rahitu (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/).

rs1544410 ir VDR géna introna variacija. Bieza aléle ir C un reta T. 1s1544410
lokalizacija géna ir NG _008731.1:2.63980 G>A un genoma NC _000012.11:g.48239835C>T.
NCBI dsSNP datu bazg ir zinas par pieciem VDR transkripta variantiem, un, 1idzigi ka ieprieks,

cetros no tiem SNP variacija ir nemainiga (https://waww.ncbi.nlm.nih.gov/snp/).
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So SNP pétijumu nozimi uzsver tas, ka dazadi autori noradijusi, ka $ie VDR polimorfismi
varétu klut par nozimigakiem astmas biomarkieriem, neka cirkulgjosa 25(OH)Ds Iimenis, kas

(Han et al. 2016; Jolliffe et al. 2016).

1.2.3. VDR géna polimorfismu asociacija ar autoimiinam slimibam dazadas populacijas

Pazeminats D vitamina Itmenis, ka ari VDR polimorfismi, tiek uzskatiti par svarigiem
riska faktoriem tadu autoimiino slimibu attistiba ka Multipla skleroze (MS), 1. Tipa cukura
diabéts (T1DM), Reimatoidais artrits (AR), Greivsa slimiba, Sist€émiska sarkana vilkéde (SLE)
un lekaisiga zarnu slimiba (Mohammadi et al. 2020 b).

VDR polimorfismi Apal, Bsml, Taql un Fokl tiek potenciali asoci€ti ar autoimino
saslimSanu risku. Starp dazadam slimibam un populacijam pastav atSkiribas taja, vai tie ir
aizsargajosie vai riska faktori (Dankers et al. 2017).

VDR géna SNP ietekme uz VDR ekspresiju atSkiras starp dazadam populacijam.
Pieméram, Zhou un kolégu veiktaja meta-analizé par VDR polimorfismu asociaciju ar Greivsa
slimibu, tika noskaidrots, ka Bsml, Fokl un Apal polimorfismiem ir iesp&jama asociacija ar $o
slimibu Azijas populacija, tatu Kaukazie$u populacija $adas asociacijas nav, tapéc japiemin, ka
nevienam no Siem SNP nav viennozimiga asociacija ar kadu no slimibam — Iidz §im iegiitie
rezultati ir neskaidri un javeic papildus petijumi (Xu et al. 2009; Yang et al. 2012).

VDR polimorfismu meta-analiz€ noskaidrots, ka Fokl C alélei ir asociacija ar SLE
Eiropas un Azijas populacijas (OR= 1,047; 95% CI1=0,781-1,403; p=0,758) (Bac et al. 2018).

Konkréti Saja darba pétitie polimorfismi Taql un Bsml ir potenciali asociéti ar dazadam
autoimiinam saslim$anam. Vairakos pétijumos KaukazieSu populacija ir noskaidrota Fokl un
Taql asociacija ar MS risku (Moosavi et al. 2021). Taql GG genotipam (OR=2,41; p<0,0001)
un TT genotipam Bsml (OR= 2,52; p<0,0002) ir asociacija ar palielinatu MS risku Iranas
populacija, kamér meta-analizg, kura ieklauti 30 petijumu dati, noskaidrots, ka heterozigotajam
Taql genotipam ir statistiski biitiska asociacija ar MS risku visa pétitaja kohorta (OR = 1,27;
95%CI = 1,01-1,59; p<0,01), un Bsml recesivajam genotipam ir asociacija ar MS tikai Aziatu
populacijas subgrupa (Abdollahzadeh et al. 2016; Imani et al. 2019).

Taql ir statistiski nozimiga saistiba ar TIDM Egiptes, Korejas un Iranas populacijas un
AA noteikts ka aizsargajosais genotips (P = 0,003; OR =0,51; 95% CI = 0,31-0,84) (Cheon et
al. 2015; Kamel et al. 2014).

Wang un kolégu meta-analiz€ noskaidrots, ka Taql A aléle (OR=1,40; 95% CI=1,08-1,82;
P=0,01), un Bsml C aléle (OR=0,84; 95% CI=0,75-0,94; P=0.003) ir saistita ar paaugstinatu

RA risku Kaukazie$u, Azie$u un Afrikanu populacijas (Wang et al. 2017). Tiesi pret&ji rezultati

13



iegiiti cita meta-analiz€ — Bsml C un Taql A alélém nav noteikta asociacija ar AR (OR=1,065;
95% CI=0,911-1,245; p=0,427; OR T alele =1,065; 95% CI =0,834-1,361; p=0,613) (Song et
al. 2016).

No §1 varétu secinat, ka VDR polimorfismu saistiba ar dazadam autoimiinajam

saslimSanam véljoprojam tiek aktivi pétita un ir neskaidra.

1.3. Bronhiala astma
1.3.1. Bronhialas astmas izplatiba

BA ir visbiezaka hroniska respiratora saslimSana visas vecuma grupas un ar to sirgst
vairak ka 350 miljoni iedzivotaju visa pasaulé (GBD 2015). Péc Globalas Iniciativas Astmas
arst€Sanai (GINA; Global Initiative for Asthma) apkopotajiem datiem, bronhialas astmas
pacientu skaitam visa pasaul€ véljoprojam ir tendence pieaugt, un Sis pieaugums ir saistits ne
tikai ar slimibas genétiskajiem aspektiem, bet arT ar neskaitamu vides riska faktoru ictekmi
(GINA 2014 cit. pec Nunes et al. 2017). Lielakajai dalai populacijas dzivojot pils€tvides, ir
notikuSas dzivesveida un vides apstaklu izmainas, kas ir ietekmé&juSas saslimsanas gadijumu
picaugumu (Nunes et al. 2017).

Eiropas Savieniba ar BA slimo 8,2% pieauguSo un 9,4% bérnu (Selroos et al. 2015).
Latvija ar astmu slimo aptuveni 2-5% iedzivotaju, bet aizvien vairak slimo mazi beérni
(Babjoniseva 2015). Astma tiek diagnosticéta be€rniem pirms 7 gadu vecuma aptuveni 75%
gadijumos, daudzi no Siem bérniem talakajos dzives gados piedzivo astmas simptomu remisiju

(Corbridge et al. 2010).

1.3.2. Slimibas molekulara genétika

BA ir poligéna, multifaktoriala slimiba, kas nozimé, ka vairaki faktori ietekmé tas
attistibu. Sie faktori ir gan genétiski gan saistiti ar vidi, respektivi, dazadu génu savstarpgja
mijiedarbiba, gan to mijiedarbiba ar vides faktoriem izraisa So slimibu (Thomsen 2015).
Pasreizgjie uzskati par BA norada uz loti lielu genétisko variantu daudzveidibu, kuru ir radijusi
dazadi vides faktori caur epigengtiskam un ar génu translaciju saistitam izmainam (Mims 2015).

Pilna genoma asociacijas pétijumu rezultata (GWAS; Genome-wide association
studies) ir apstiprinata genétisko faktoru ietekme uz astmas risku ar vairak ka 140 identificétiem
lokusiem (Han et al. 2020), ieskaitot: 1) Ar nespecifisko un specifisko imunitati un
imunoregulaciju saistitus génus (CD14, TLR2, TLR4, TLR6, un TLR10), citokinu génus (/L10,
TGFp1) un HLA génus (HLA-DRBI, -DQAI, -DOB); 2) Ar Th2 diferenciaciju un efektorajam
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funkcijam saistitus gé€nus. Piem&ram, /L3, kas ir viens no labak izpétitajiem g€niem saistiba
ar BA un ir loti svarigs astmas patogenézé. Sis géns kodé citokinu, kas ir iesaistits B §iinu
diferenciacija un nobriesana. Tas ierosina B §tinu izotipa mainu uz IgE; 3) Génus, kas tiek
ekspreséti epitelija Stinas un iesaistiti “glotadas imunitate”. Biezi pétiti CC — hemokinu grupas
geéni; 4) Genus, kas saistiti ar plausu funkcijam, elpcelu remodulaciju un astmas smaguma
pakapi. Visvairak pétitie lokusi: ADRB2 un TNF (Mathias 2014).

Arvien vairak pétijumi uzsver VDR géna saistibu ar astmu un citam alergiskam slimibam.
VDR genétiskie varianti tiek pétiti ka iesp&jami autoimiino slimibu un alergisko slimibu
ietekméjosi faktori, jo tie var ietekmé&t VDR aktivitati, kas var novest pie izmainitas génu
ekspresijas. Starp pazistamajiem VDR polimorfismiem visbiezak sastopamie SNP, kas ietekmé
VDR ekspresiju imiinsistéma, ir, jau iepriek§ minétie, Bmsl (rs1544410), Apal (1s7975232),
Taql (rs731236) un FokI (rs10735810) (Kamel et al. 2014), no kuriem Bsml, Apal un Taql ir
speciga LD (Morrison et al. 1992). Lai gan atseviSka So SNPs funkcionala nozime joprojam
nav zinama, tiek uzskatits, ka LD esoSajiem SNPs VDR gena ir iesp&jama asociacija ar

autoimiinam un alergiskam slimibam (Hutchinson et al. 2018).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. DNS kolekcija

Saja pétjuma izmantotas gadijuma/kontroles DNS kolekcijas sastavéja no 110 BA
pacientu DNS paraugiem un 253 kontroles grupas paraugiem. Visiem BA pacientiem tika
diagnostic€ta viegla vai vid€ji smaga saslimSana ar astmu péc GINA vadlinijam. Kontroles
grupas pacientiem netika noteikta neviena autoimiina vai hroniska saslimsana. Dala no BA
pacientu asins paraugiem tika iegiita Bernu Kliniskas universitates slimnica “Gailezers” un dala
Paula Stradina Kliniskas universitates slimnicas ambulatoraja dala Latvijas—Lietuvas—Taivanas
zinatniskas sadarbibas (LLT) projekta (2011-2013) un Latvijas Nacionalo pétijumu programmu
2010.10.-4 / VPP4, ietvaros. Ta ka BA grupas paraugu kolekcija tika papildinata, otra dala
paraugu tika iegiita no Latvijas—Lietuvas—Taivanas zinatniskas sadarbibas projekta “D vitamina
un ta receptoru génu polimorfismu salidzinoSais pétijums Lietuvas, Latvijas un Taivanas
bérniem un pieaugusajiem ar bronhialo astmu” (2020-2023) ietvaros no Rigas 1. slimnicas.
Kontroles grupas paraugu iegiiti no Latvijas Biomedicinas pétfjumu un studiju centra, §1
kontroles grupas dala aprakstita Paramonovas un kolégu publikacija (Paramonova et al. 2020).

Bakalaura darba ietvaros tika veikta DNS kolekcijas papildinaSana un atjaunoSana — DNS
izdaliSana no jaunajiem BA asins paraugiem, kam sekoja DNS kvalitates un kvantitates analize.
P&c kolekcijas atjaunosanas, talakai VDR géna SNP rs731236 un rs1544410 genotip€Sanai tika
izmantoti visi DNS kolekcijas BA paraugi (110) un kontroles grupas paraugi (253).

2.2. Materiali

2.2.1. Izmantota aparatiira

2.1. tabula
Darba izmantota aparatiira.
Table 2.1.
Facility used in this study.
Apraksts Razotajs Valsts
Spektrofotometrs NanoPhotometer® NP80 Implen™ Vicija
Magnétiskais maisitajs MSH-300 BioSan Latvija
Autoklavs HiClave™ HV-50L HMC Vicija
Centrifuga Labnet Z366 Hermle Vacija
Centrifuga 5415D Eppendorf® Vacija
pH metrs PH 510 Oakton® ASV
Elektroniskie svari EW 6200-2NM KERN Vacija
Mikrovilnu krasns MD101 Whirlpool® ASV
UV gaismas transiluminators Essential V6 Uvitec Lielbritanija
Centrifuga/Vortekss PCR plansetém CVP-2 BioSan Latvija
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Elektroforézes stravas padeve ST907H StarLab Vacija
Udens vannas termostats THERMOLAB® 1008 GFL® Vacija
Vortekss Microspin FV-2400 BioSan Latvija
G¢la elektroforézes iekartas komplekts StarLab Vacija
PCR iekarta LabCycler Gradient SensoQuest Vacija

2.2.2. Izmantotais aprikojums

2.2. tabula
Darba izmantotais aprikojums.
Table 2.2.
Equipment used in this study.
Materiala nosaukums Razotajs Valsts
1,5 ml mikromégenes Eppendorf® Vacija
15 ml stobrini SARSTEDT Vacija
3,5 ml Vienreizlietojama pipete Transfer SARSTEDT Vacija
pipette Fisherbrand™
1000 ml varglaze SARSTEDT Vacija
500 ml koniska kolba SARSTEDT Vacija
500 ml mércilindrs SARSTEDT Vacija
Daudzkanalu pipete Eppendorf® Vacija
Automatisko pipesu komplekts (0,1 —10 ul; Eppendorf®™ Vacija
10— 20 pl; 20 — 200 pl; 200 — 1000 pl)
Vienreiz lietojamie pipeSu uzgali (10 pl, SARSTEDT Vacija
200 pl, 1000 pl)
Veidne géla uzlieSanai StarLab Vacija
96 bedrisu plate SARSTEDT Vacija
Ledus plates SARSTEDT Vacija
PCR plasu limlente SARSTEDT Vacija

2.2.3. Kimiskie reagenti

2.3. tabula
Darba izmantotie kimiskie reagenti.
Table 2.3.
Reagents used in this study.
RazZotajs Valsts
10x DreamTaq™ buferskidums Thermo Scientific™ Lietuva
Dream Tagq polimeraze Thermo Scientific™ Lietuva
GeneRuler™ 1000 bp DNA Ladder Plus Thermo Scientific™ Lietuva
markieris
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus Thermo Scientific™ Lietuva
markieris
H>0 Nuclease free water Ambion® ASV
Restriktazes Tagl, Bsml (10 U/pl) Thermo Scientific™ Lietuva
Etanols Enola Latvija
Etidija bromids Sigma Aldrich Vacija
Agaroze Sigma Aldrich Vacija
dNTP Mix Thermo Scientific™ Lietuva
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MgCl, Thermo Scientific™ Lietuva
NaCl Enola Latvija
Rnaze Thermo Scientific™ Lietuva
SDS (natrija dodecilsulfats) Sigma Aldrich Vacija

Proteinase K Solution (20 mg/mL) Thermo Scientific™ Lietuva
EDTA Sigma Aldrich Vacija

DNA Gel Loading Dye 6x Solution Thermo Scientific™ Lietuva
Orange-G Loading Dye 6x Solution Thermo Scientific™ Lietuva
TRITON X100 (1 %) Sigma Aldrich Vacija

10x Bufer§kidums R Thermo Fisher Scientific™ Lietuva
10x Tagl buferskidums Thermo Scientific™ Lietuva

2.2.4. Oligonukleotidi

PCR metodg pielietoto praimeru dizaina izstradei (2.4. tabula) tika izmantotas Primer3

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/)

un  NCBI

datu  bazes PrimerBlast

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) programma. Praimeru razotajs ir Thermo

Fisher Scientific™ (Lietuva).

2.4. tabula
Amplifikacija izmantotie praimeri VDR géna rs731236 un rs1544410 polimorfismu
genotipésanai.
Table 2.4.
Primers used in amplification for VDR gene rs731236 un rs1544410 polymorphism
genotyping.
Praimeris Praimera sekvence (5’—3’) Lokalizacija
Tiesais: r1s731236_F AGCAGAGCAGAGTTCCAAGC
VDR géna 9. eksons
Atgriezeniskais: rs731236 R AGCTTCATGCTGCACTCAGG
TiesSais: rs1544410 F TCTCACCTCTAACCAGCGGA

VDR géna 8. introns

Atgriezeniskais: rs1544410 R | GGGGTTTGGCTCCAATCAGA

2.3. Eksperimentalas metodes

2.3.1. DNS kvalitates un kvantitates analize

ST analize ietvéra DNS koncentracijas un piemaisTjumu parbaudi ar NanoPhotometer®

NP80 spektrofotometru un kvalitates parbaudi, veicot agarozes g€la elektroforézi.

DNS koncentracijas mérisana ar NanoPhotometer® NP80 spektrofotometru:

Iekarta tika uzstadits mériSanas rezZims dsDNS = 50 ng/ul, ka ar1 papildus iestatijumi

koncentracijas lasijumu precizitates nodrosinasanai. Merinstruments tika kalibréts ar 1 pl tdens

bez nukleazém (Ambion®, ASV) tada veida iestadot DNS maistjuma $kidrumu ka fona lielumu.
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P&c kalibracijas uz mérinstrumenta apaks€ja pjedestala uznesa 1 pl analizéjama DNS parauga

un veica ta merjumu.

Pec iegiitajiem DNS koncentracijas un kvalitates datiem, tika izvertéts, vai DNS

koncentracija un kvalitate ir pietickama talakai paraugu apstradei. PCR reakcijai nepiecieSama

DNS koncentracija bija 10 ng/ul, tapéc nepiecieSamajiem paraugiem tika veikti paraugu

atSkaidijumi

DNS elektroforeze agarozes gela:

1.

Tika pagatavots 50x TAE (EDTA 0,5 M, Tris 2 M, 1 M etikskabe, pH 8,5) buferskidums
un veikts ta atSkaidijums uz 1x TAE.

Agarozes g€la (1,2%) pagatavoSana: 3,6 g agarozes iebéra koniskaja kolba un uzpildija
to 11dz 300 ml atzimei ar 1x TAE buferSkidumu. Maistjumu kars€ja mikrovilnu krasni,
TAE buferskiduma. P&c vienmerigas agarozes S$kiduma atdzesesanas, tam pievienoja 4
ul etidija bromida (aptuvena gala koncentracijas 0.1-0.5 pg/mL), kas nepiecieSams DNS
vizualizacijai UV transiluminatora. Agarozes Skidumu iepildija g€la sagatavoSanas
vannina un ievietoja taja kemmites. Gatavo g€lu parvietoja uz elektroforézes iekartu,
kuru uzpildija ar 1x TAE buferskidumu.

DNS (2 pl) pievienoja 1 pl elektroforézes krasas markiera (DNA Gel Loading Dye 6x
solution) un 3 pl H2O. Sagatavotos DNS paraugus un 1000 bp markieri (5 pl) ienesa
bedrit€s uz agarozes gela. Elektroforézi veica ar 150 V 40 minttes.

Agarozes g€lu iznéma no elektroforézes iekartas un ievietoja UV transiluminatora un
uznéma gela attelu ar UVITEC FireReader V10 plus (FireReader VI0 Gel
Documentation System and Analysis Software) programmu, kura vargja veikt ar1 att€la

apstradi.

P&c uznemta attéla izdarija secinajumus par DNS degradacijas pakapi. Ja gela attéla bija

redzamas skaidri iz8kiramas DNS joslas, tad DNS tika uzskatits par atbilstoSas kvalitates un ar

to var€ja turpinat stradat. DNS joslas, kas bija vaji saskatamas vai izteikti izpliidusas, liecinaja

par augstu DNS degradacijas pakapi — tadi paraugi nebija pieméroti talakai izmantoSanai un

DNS izdaliSana tika veikta atkartoti.
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2.3.2. DNS izdalisana

Lai papildinatu jau esosas bronhialas astmas un kontroles grupas DNS kolekcijas, tika

izdalits DNS no laboratorijas krajumos esoS$iem sasaldétiem asins paraugiem. Ekstrakcija veikta

peéc DNS izsaliSanas metodes (Miller et al. 1988).

Veiktais DNS izdaliSanas process var tikt iedalits divos posmos. Pirmaja posma tika

veikta ekstrakcijai nepiecieSamo Skidumu pagatavoSana un otraja — hemolize un DNS

izdali$ana.

1. Skidumu pagatavo$ana:

1.1.

1.2.

1.3.
1.4.

Lizes buferSkidums: 0,605 g TRIS iebeéra varglaze un uzpildija to ar destilétu ideni Iidz
400 ml atzimei. Ja pH > 7,5 — pievienoja attiecigo daudzumu HCl, bet, ja pH < 7,5 —
mazas devas pievienoja NaOH. Ja pH = 7,5, pH bija optimals, lai turpinatu lizes bufera
pagatavosanu. Skidumam pievienoja 54,768 g saharozes, 0,238 g MgCl, un 5 g
TRITON X100 (1 %). P&éc reagentu pievienoSanas, Skidumu vienmérigi maisija ar
magnétisko maisitaju, un visbeidzot tam pievienoja destilétu tideni lidz 500 ml atzimei.
Resuspensijas buferSkidums: 2,194 g NaCl un 3,507 g EDTA iebéra varglazé un
pakapeniski pievienojot NaOH, Iidz skiduma bija pH = 8,0.

NaCl (5M) skidums: 58,44 g NaCl karsgjot skidinaja 200 ml destiléta tidens.

Natrija dodecilsulfata Skidums (10 %): 5 g SDS karsgjot $kidinaja 50 ml destiléta

udens.

2. Hemolize un DNS izdaliSana:

2.1.

2.2.

2.3.

Asinis (1-2 ml) parnesa 15 ml stobrina un pievienoja autoklavetu tideni ta, lai asins un
fidens attieciba bitu 1:5. Skidumu 10 miniites inkubgja istabas temperatiira periodiski
to vorteksgjot. Péc inkubacijas veica centrifug€Sanu izmantojot programmu: 10
miniites, 5500 rpm. Skidro fazi nolgja, atstajot tikai nogulsnes. So procesu, sakot ar
vortekseSanu, atkartoja vélreiz.
Nogulsném pievienoja 3 ml lizes bufera, vorteks€ja un 10 min inkubgja +4°C uz ledus
platém. Veica centrifugaciju 30 mindtes ar 11000 rpm.
Skidro fazi nolgja un nogulsném pievienoja:
o 1,5 ml resuspensijas buferskiduma;
o 40 pl proteinazi K (uz vienu paraugu 2 pl proteinazes uz 38 pl destiléta, dejonizéta
tdens);

o 15 ul RNazes;
o 150 ul 10 % SDS.
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2.4. Paraugus inkubgja tidens vannas termostata 2 h 56°C temperatiira, un péc inkubacijas
Skidumam pievienoja 0,5 ml 5 M NaCl $kiduma. Ja neizveidojas paliekoSas baltas
nogulsnes, pievienoja papildus 5 M NaCl. Skidumu 30 min inkubgja +4°C uz ledus
platém un centrifugéja 10 min ar 11000 rpm.

2.5. Supernatantu parnesa jauna 15 ml stobrina un tam pievienoja atdzesétu 96% etanolu ta,
lai supernatanta un etanola attieciba biitu 1:2. Skidumu uzmanigi samaisija, lidz
izgulsngjas vienots baltu nogulinu (DNS) kopums. Skidumu inkub&ja saldétava 15 —
16 h. Peéc inkubacijas centrifugé€ja 15 min ar 11000 rpm. Supernatantu nolgja, un
nogulsném pievienoja 1 ml atdzeséta 70% etanola. Skidumu centrifuggja 10 min ar
13000 rpm. Skidro fazi nol&ja un nogulsnes 7avéja zem lampas.

Pec DNS ekstrakcijas veica DNS kvalitates un kvantitates parbaudi ar nanofotometru un

agarozes g€la elektroforézes metodi. Minétas metodes aprakstitas jau ieprieks.

2.3.3. Polimerazes k&des reakcija

Polimerazes k&des reakcija (PCR; polymerase chain reaction) tika veikta izmantojot
LabCycler Gradient (SensoQuest, Vacija) PCR iekartu. Izmantotie oligonukleotidu praimeri
aprakstiti apaksnodala “2.2. Materiali”.

Pirms PCR reakcijas veikSanas p&tamo paraugu grupai, PCR praimeri tika optimizéti.
Tika veikta gradienta PCR izmantojot dazadas hibridizacijas fazes temperatiras, attiecigi 56
°C, 58 °C, 60 °C un 62°C. Rezultati tika vizualizéti izmantojot g€la elektroforézi (1,2% gels).
Analizgjot amplikona daudzumu un ta specifiskumu pie dazadam temperatiiram, secinats, ka
abu sekvences variantu PCR piem&rotaka hibridizacijas fazes temperatiira ir 60 °C.

Amplificeti tika VDR géna regiona DNS fragmenti, kas ietvéra pétitos sekvences
variantus 1s731236 un rs1544410. Amplific€to fragmentu garumi bija attiecigi 565 bp rs731236
varianta gadijuma un 726 bp rs1544410 gadijuma.

Reagentu maisijuma sastavs viena parauga reakcijai (kopgjais tilpums 18 pul):
e 2.5 ul 10x DreamTaq™ buferskidums (Thermo Scientific™, Lietuva);
e 0,6 ul ANTP maistjums (Thermo Scientific™, Lietuva);
e 1 ul tieSais praimeris;
e 1 ul atgriezeniskais praimeris;
e 12,75 ul H2O
e 0,15 pl DreamTag™ DNS polimeraze (Thermo Scientific™, Lietuva).
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Sagatavoto reagentu maisijumu pievienoja 3 ul DNS un veica PCR ar §adu programmu

(2.5. tabula).
2.5. tabula

PCR apstakli DNS fragmentu amplifikacijai.
Table 2.5.

PCR conditions for DNA fragment amplification.

Temperatira PCR cikla faze Fazes ilgums

95 °C Inicializacijas faze 5 min.

95 °C Denaturacijas faze 30 sek. - 40 cikli
60 °C Hibridizacijas faze 30 sek.

72°C Elongacijas faze 45 sek.

72°C Beigu elongacijas faze 5 min.

4 °C Saglabasanas faze o0

2.3.3.1. PCR produktu analize agarozes géla

Peéc amplifikacijas PCR produktu kvalitate tika analizéta agarozes g€la elektroforéze (2.1.
attels). Elektroforézei izmantoja 1,2% ge€lu, kuru pagatavoja péc metodikas, kas aprakstita
iepriekS (skatit sadalu 2.3.1 DNS kvalitates un kvantitates analize). Amplikonam (5 pl)
pievienoja 2 pl elektroforézes oranzas krasas markiera (Orange-G Loading Dye 6x Solution).
Ka DNS garuma markieris tika izmantots 5 ul 100 bp GeneRuler™ DNA Ladder Plus (Thermo

Scientific™, Lietuva).

M 100 1 2 3 4 5 6 7 8 M100 1 2 3 4 5 6 7 8
726 bp R
l 565 bp
L mm—:
L NN __ N N N __ N __ N __J won
. — e G e e W——

2.1. attels. PCR produktu vizualizacija agarozes g€la. A: Amplikons ar rs1544410 sekvences
variantu. B: Amplikons ar rs731236 sekvences variantu. M 100 — 100 bp DNS markieris; 1-8 —

analiz€to DNS paraugu amplikonu numeracija; 726 bp un 565 bp— amplikonu garumi.

Figure 2.1. PCR product visualization in agarose gel. A: Amplicon with the rs731236 sequence
variant. B: Amplicon with rs1544410 sequence variant. M 100 — 100 bp DNA marker; 1-8 —
amplicon numbering of analyzed DNA samples; 726 bp and 565 bp - amplicon lengths.
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Elektroforézi veica ar 185 V spriegumu 40 miniites, un tas rezultata géla bija novérojami
565 bp un 726 bp gari fragmenti. Veiksmigas PCR rezultata paraugi tika izmantoti talakai

genotipésanai.

2.3.4. Restrikcijas fragmentu garuma polimorfisma metode

rs731236 un rs1544410 genétiskas variacijas katram paraugam noteica péc restrikcijas
fragmentu garuma polimorfisma metodes (RFLP; restriction fragment length polymorphism).
Izmantotas restrikcijas endonukledzes Tagl (10 U/ul, Thermo Scientific™, Lietuva)
15731236 genotip&ianas gadijuma un Bsml (10 U/ul, Thermo Scientific™, Lietuva) rs1544410
gadijuma DNS molekula atpazit un Skel specifiskas sekvences. Tagl restrikcijas enzims atpazist
sekvenci: 5' T{CGA 3', VDR géna regiona — 5' T|(C/T)GA 3'. Savukart, Bsml atpazist 5'
GAATGCN| 3',un VDR géna regiona — 5' GAATG(C/T)N| 3.
Reagentu maisijumu vienas reakcijas sastavs (tilpums: 12pul):
I.  rs731236 RFLP analizei: 1,5 ul 10x Taql buferskidums (Thermo Scientific™,
Lietuva); 10,3 ul H2O; 0,2 pl Tagl (10 U/pl, Thermo Scientific™, Lietuva).
II.  rs1544410 RFLP analizei: 1,5 ul 10x buferskidums R (Thermo Scientific™,
Lietuva); 10,3 ul H20; 0,2 pl BsmlI (10 U/ul, Thermo Scientific™, Lietuva).

Reagentu maisijums vienai reakcijai tika pievienots 3 pul PCR produkta. Kopg&jais maisijuma
tilpums: 15 pl. Ka kontrole $ai analizei tika izmantota bakteriofaga A DNS (2 ul; 0,1 pg/uL) ar
zinamu sekvenci, kuru restriktazes Taql un Bsml Skel attiecigi 121 un 46 fragmentos.

Paraugus inkubgja 16 h idens vannas termostata. Jaatzime, ka $tm restriktazeém ir atSkirigas
optimalas reakcijas temperatiiras, tapéc paraugu inkubacija tika teikta 65° C temperatiiras
apstaklos Tagql gadijuma un 37° C Bsml gadijjuma. Péc inkubacijas paraugus sagatavoja
agarozes géla elektoforézei. Sim nolikam izmantoja 1,2% agarozes gélu, kura bedrités iepildija
restrikcijas produktu (10 pl) ar tam pievienoto 2 pl elektroforézes oranzas krasas markieri
(Orange-G Loading Dye 6x Solution). Elektroforézi veica 60 miniites ar 145 V spriegumu.

Restrikcijas enzimu darbibas rezultata, atkariba no nukeotidiem pétito polimorfismu
pozicijas, amplikoni tika sadaliti konkréta garuma fragmentos. G€la noveérotas fragmentu
garumu atSkiribas noradija uz alternativam al€lém un konkrétiem genotipiem. Fragmentu

garumu shéma un péc tiem noteiktie genotipi ir redzami att€la (2.2. att€ls).
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2.2. attels. RFLP rezultati agarozes g€la, fragmentu garumu shémas un noteiktie genotipi. A:
rs1544410 sekvences varianta noteikSana; B: rs731236 sekvences varianta noteikSana. M 100
— 100 bp DNS markieris; A - bakteriofaga A DNS; CC, TT, CT - rs1544410 genotipi; GG, AA,
AG -1s731236 genotipi.

Figure 2.2. RFLP results on agarose gel, fragment length patterns and genotypes determined.
A: Determination of the rs1544410 sequence variant; B: Determination of the rs731236
sequence variant. M 100 - 100 bp DNA marker; A - bacteriophage A DNA; CC, TT, CT -
rs1544410 genotypes; GG, AA, AG - 15731236 genotypes.

legiitos restrikcijas rezultatus BA un kontroles grupa analiz&ja — péc géla redzamo DNS
fragmentu garumiem noteica individa genotipu, un iegiitos datus apkopoja tabula talakai

statistiskajai analizei.

2.4. SNP bioinformatiska analize

Lai noteiktu SNP funkcionalo nozimi slimibas patogenéze, tika veikta bioinformatiska
analize in silico. Ta ietvera teoretisku sekvences izmainu ietekmes izveért€jumu uz DNS un RNS
sekundarajam strukttiram, DNS liekumiem un 3D struktiram, ka ar1 transkripcijas faktoru (TF)
piesaisti. Visa bioinformatiskaja analize tika izmantoti 101 bp gari VDR géna fragmenti, kas

51. pozicija ietvera attiecigo sekvences variantu rs731236 vai rs1544410.
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2.4.1. Sekvences variantu izmainu ietekme DNS un RNS sekundaro struktiiru

Polimorfismu rs731236 un rs1544410 sekvences variantu ietekme uz DNS un RNS
sekundarajam struktiiram tika analiz€ta izmantojot bioinformatikas programmatiru Geneious
Prime® 2021.0.3. Jaatzimg, ka ietekme uz RNS SS tika analizéta tikai rs731236 SNP gadijuma,
jo tas atrodas VDR g€na eksona un tiek transkrib&ts par mRNS. Iesp&jamas SS tika noteiktas
izmantojot Vienna RNAfold pakotnes (ViennaRNA Package 2.0) riku (Lorenz et al. 2011).
RNS SS noteikSana izmantots Turner iztradatais locisanas jeb foldinga modelis, un Mathews
modelis DNS SS gadijuma (Mathews et al. 2004). Abiem modeliem tika mainita temperatiira
uz 37° C, kas atbilst apstakliem cilvéka $iinas (Howard et al. 2019).

P&c analizes veikSanas tika iegtiti sekundaro struktiiru attéli katram al€les variantam
abiem pétitajiem VDR géna polimorfismiem, un tika kvalitativi salidzinats, vai ir novérojamas

atSkiribas paredzetajas RNS un DNS SS atkariba no sekvences varianta.

2.4.2. Sekvences variantu izmainu ietekme uz DNS liekumiem un 3D struktiiru

Lai analizétu alélu nomainas ietekmi uz DNS molekulas izliekSanas sp&ju, izmantots

Bend.it serveris (http://pongor.itk.ppke.hu/dna/bend_it.html#/bendit_intro), kura tika veikti

iesp&jama DNS izliekuma aprékini, balstoties uz dinukleotidu lenku geometriskajam ipasibam
(slipuma un pagrieziena lenkiem). Tiek aprékinatas vektoru summas, izmantojot Godsela un
Dikersona BEND algoritmu (Munteanu et al. 1998), un tas izsaka grados uz 10,5 bp spiralveida
pagriezienu.

Sis analizes rezultata tika iegiiti divi galvenie raditaji: 1) Paredzamais DNS izlickums
(predicted curvature) un 2) DNS liekSanas sp&ja (bendability). Balstoties uz So parametru
lielumiem abu alélisko variantu gadijuma, tika spriests par DNS izlieckumu iesp&jamo ietekmi
uz regulatoro proteinu piesaisti. Ja paredzamais DNS izliekuma lenkis alélu nomainas regiona
ir mazs, bet liekSanas sp&ja ir palielinata, tas norada uz iesp&jami apgriitinatu regulatoro
proteinu piesaisti. Ja abi parametri ir vienlidzigi palielinati vai samazinati, tad var teikt, ka
sekvences izliekumi savstarpgji summeéjas un netiek raditas izmainas proteinu piesaiste
(Travers 2004).

Ieprieks iegiitos datus, par prognozéto DNS izliekSanos atkariba no sekvences varianta
al€les, ir iesp&jams noverot “prakse€” jeb 3D molekulas modela veida. VDR géna DNS regiona
3D  struktiiras modelis  tika  izstrddats ar  Model.it®  servera  palidzibu

(http://pongor.itk.ppke.hu/dna/model it.html#/modelit_intro), izmantojot dinukleotidu

magnétiskas rezonanses modeli (Ulyanov et al. 1995). legitie rezultati tika vizualiz€ti ar
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molekularo 3D struktiiru model€Sanas programmu JMol 14.31.36, kura struktiiras tika

pozicionétas xyz koordinatu sistéma.

2.4.3. Polimorfismu sekvences variantu ietekme uz tanskripcijas faktoru piesaisti

Lai paredzetu sekvences variantu rs731236 un rs1544410 alélu nomainu iesp&jamo
ietekmi uz transkripcijas faktoru piesaisti, in silico analizes rezultata tika izveidoti TF piesaistes
vietas modeli. Respektivi, ar modelu palidzibu tika noskaidrots cik un kadi TF spg&j piesaistities
katra sekvences varianta gadijuma. Lai nodroSinatu augstu rezultatu ticamibu, TF piesaistes
modelos tika ieklauti tikai tie TF, kas atbilda sekojoSiem kriterijiem: TF matricas lidzibas
raditajam (MSS, matrix similarity score), kas apzimé& pétamas sekvences un TF matricas
sekvences atbilstibu, bija jabut >0,80 jeb 80%. Un TF kodola sekvences lidzibas raditajam
(CSS; core similarity score), kas raksturo TF konservativas sekvences dalas un pé&tamas
sekvences atbilstibu, bija jabiit 1,00 jeb ar 100% atbilstibu.

Lai paplaSinatu ieglistamas informacijas loku, modeli tika veidoti izmantojot datus no
trijam TF datubazém, kuras pieejama informacija par konkrétu génu TF, ka ar1 So TF piesaistes
vietu consesnsus sekvenceém.

Izmantotas datorprogrammas un datubazes:

o TRANSFAC® datubaze (Wingender 2008) GeneExplaine® tiessaistes rika

(https://genexplain.com/transfac/);

o Genomatix datubaze (https://www.genomatix.de/), kuras datu apstradé izmantots

Matlnspector riks (Cartharius et al. 2005);
o Geneious Prime® 2021.0.3 datu apstradé izmantots EMBOSS Nucleotide TFscan

riks (https://www.geneious.com/plugins/emboss-nucleotide-analysis/).

2.5. Datu apstrade un statistiska analize

Pirms VDR géna polimorfismu rs731236 A/G un rs1544410 C/T statistiskas analizes, tika
novertéta So polimorfismu esamiba lidzsvara peéc Hardija — Veinberga vienadojuma, lai
parliecinatos par genotipéSanas metodes precizitati (Weinberg 1908 cit. pec Rohlfs et al. 2008).
Péc RFLP metodes rezultata ieglitajiem genotipéSanas datiem tika aprékinata katras al€les
frekvence un, ievietojot §Ts vertibas Hardija — Veinberga vienadojuma (p* + 2pq + q* =1, kur p
un q apzimé abu al€lu frekvences), tika aprékinati genotipu iesp&jamie sagaidamie lielumi. Péc
tam, izmantojot statistisko hi kvadrata (y?) kritériju, tika noskaidrots, vai iegiitais genotipu
sadalfjums ir statistiski atskirigs no ieprieks aprékinatajiem sagaidamajiem lielumiem. Visas
statistiskas analizes laika par statistiski ticamu jeb nozimigu atSkiribu starp salidzinatajam
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grupam tika uzskatiti tie rezultati, kuru analizes statistiska ticamiba (p) bija mazaka par
biitiskuma Itmeni o= 0,05.

Polimorfismu saistiba ar slimibu tika noteikta, analizjot iepriekS aprékinatas alglu,
genotipu (arT divu lokusu genotipu) un haplotipu frekvences kontroles un BA grupas dazados
modelos izmantojot y* testu. Sis metodes pamata ir kontingences tabula Ja starp gadfjuma un
kontroles grupam tika noteikta statistiski ticama atSkiriba, tad tika uzskatits, ka polimorfisma
aléle, genotips vai haplotips ir saistits ar analiz&to slimibu (Ryman et al. 2001). Sis statistiskas
analizes rezultati sniedz informaciju par asociaciju, tacu tas nenosaka, kads ir §is asociacijas
efekts, respektivi, vai ta palielina vai samazina saslimsanas risku. Tapéc tika noteikti papildus
raditaji — starpibu jeb izredZzu attieciba (odds ratio; OR) un tas vidg€jais aritmétiskais 95%
ticamibas intervals (confidence interval, CI). OR rada, cik reizu konkrétais raditajs (aléle,
genotips vai haplotips) palielina vai samazina iesp&jamibu saslimt ar pétamo slimibu salidzinot
ar vidgjo raditaju populacija. Gan statistiska ticamiba, gan izredZu attieciba tika aprékinata ar
statistikas programmu PAST (PAlacontological STatistics ver. 3.31). OR aprékinos izmantots
gan adaptivais modelis, gan multiplikativais modelis.

P&c aprekinatajam OR veértibam tika noteikta sekvences varianta ietekme uz saslimSanas
iesp&jamibu péc sadiem kriterijiem:

o JaOR =1, tad al€le, genotips vai haplotips nepalielina iesp&jamibu saslimt;
o JaOR > 1, ir palielinata iesp&jamiba saslimt;
o JaOR <1, ir samazinata iesp&jamiba saslimt (Sedgwick et al. 2010).

Art aprékinot OR tika papildus noteikta p vertiba, kas noradija uz iegiita rezultata
nozimigumu.

Japiemin, ka divu lokusu genotipu statistiskajai analizei tika sastaditi devini iesp&jamie
genotipu varianti un aprékinatas to frekvences. Genotipi, kuru no frekvences bija zemakas par
5% netika ieklauti Saja analize.

Nelidzsvarotibas saistibas (LD; linkage disequilibrium) analize:

Lai noteiktu iesp&jamo molekularo markieru rs731236 A/G un rs1544410 C/T alelu
kopigu parmantojamibas iesp€ju, tika noteikta So markieru nelidzsvarotibas saistiba.
pieméram, polimorfismu aléléem (kas atrodas viena hromosoma) kopgja populacija (Ardlie et
al. 2002). Lokusi ir nelidzsvarotibas saistiba, kad to asociacijas frekvence augstaka vai zemaka
neka tas biitu sagaidams, ja lokusi iedzimst neatkarigi un nav savstarp€ji saistiti.

Lai noteiktu polimorfismu cik liela LD ir pétitas al€les, tika veikti sekojoSas darbibas:

e Prieks analizes tika sastaditi ¢etri alélu haplotipi divu pétito lokusu kombinacijas, kuriem
lidzigi ka iepriekS tika aprekinatas ieglitas un sagaidamas frekvences gadijuma un
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kontroles grupas. P&c tam tiek aprékinata frekvencu novirze D (derivation) pec sekojoSas
formulas: D = x11— p1q, kur x11 — haplotipa frekvence; p1, qi — lokusu alélu frekvences.
D ir atkarigs no alélu frekvencem un ta vértiba svarstas no -0,25 1dz 0,25. Ja D = 0, tad
populacija ir lidzsvara, tacu novirzes no nulles norada uz haplotipu nelidzvarotibu

(Mueller 2004).

Iegiita D vertiba tiek normaliz&ta izmantojot maksimalas un minimalas D vértibas, jo §1
D

metode ir jutiga uz ekstrémiem D lielumiem. JaD >0, tad D' = jaD<0,tad D' =

2
max

D

—. D' ir galgjais LD raditajs un ta vertibas svarstas no 0 Iidz 1. Ja D' = 0 — starp lokusu

min

alelem nav LD un lokusi iedzimst neatkarigi. Ja D' vértiba ietilpst intervala no 0,8 Iidz
1, tad abu pétito lokusu al€les ir speciga LD (Mueller 2004).

Noteikts arT papildus LD raditajs r° kas ir ekvivalents Pirsona korelacijas koeficientam
un norada uz LD korelaciju starp divam lokusu alglem. Sis lielums ir sava zina
komplementars LD, tap&c lidzigi ka ar D' vértibu, arf, r* ir amplitiida no 0,8 lidz 1, tad
korelacija jeb abu alélu LD ir stipra saistiba ( Ardlie et al. 2002; Calabrese 2018).

legttajiem datiem par LD tika aprékinata arT statistiska ticamiba p vertibas veida.

VDR géna genétisko variaciju meta-analize:

vertibu rezultati tika salidzinati starp citas populacijas noteiktajiem MAF lielumiem (Ensemble

genomu datubaze, 1000 genomu 3. fazes projekta dati, https://www.ensembl.org/), ka art

iegiitajiem I1idzigu gadijuma/kontroles petijumu datiem (case/control studies) citas etniskajas
grupas. Sai analizei izmantota informacija no 13 publikacijam, kas publicétas laika perioda no
2009. lidz 2019. gadam (Einisman et al. 2015; Hou et al. 2018; Hutchinson et al. 2018;
Iordanidou et al. 2014; Kilic et al. 2019; Maalmi et al. 2013; Munkhbayarlakh et al. 2019;
Nasiri-Kalmarzi et al. 2019; Papadopoulou et al. 2015; Pillai et al. 2011; Raby et al. 2004; Saadi
et al. 2009; Zhang et al. 2017).
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3. REZULTATI

3.1. VDR gena SNP rs731236 un rs1544410 genotipeSanas rezultati gadijuma un

kontroles grupas

Sekvences variantu rs1544410 un rs731236 al€lu un genotipu sadalijuma pétiSanas noliika,
péc RFLP metodes tika genotipéti 110 BA paraugi un 251 kontroles grupas paraugs (253
paraugi rs1544410 gadijuma).

Abi analizetie SNP ir lokaliz&ti VDR géna: rs731236 atrodas 9. eksona LBD regiona, bet
rs1544410 reprezente géna nekod€joso dalu un atrodas 8. introna. Péc genotip€Sanas rezultata
iegiitajiem datiem tika aprékinats katra pétita polimorfisma al€lu (rs1544410 C>T; rs731236
A>Q) un attiecigo genotipu frekvencu sadalijums (1. un 2. pielikums). Abu polimorfismu
gadijumos, kontroles un gadijuma grupa bija reprezenteti visi iesp&jamie genotipi.

Peéc iegiitajam un sagaidamajam genotipu frekvencém, katram lokusam tika noteikta
esamiba lidzsvara péc Hardija — Veinberga vienadojuma. Hi kvadrata (y°) testa rezultata
noskaidrots, ka rs731236 kontroles grupas genotipi (p = 0,92) un gadijuma grupas (p = 0,56),
ka art otra pétita SNP kontroles (p = 0,57) un BA slimnieku grupas (p = 0,39) genotipu

frekvences ir HWE lidzsvara, jo p vertibas atbilst biitiskuma ltmena kriterijam p>0,05.

3.1.1. SNP rs731236 un rs1544410 al€lu un genotipu frekvencu sadalijuma statistiska

analize

Rezultati par genotipu un al€lu sadalijumu abas grupas un So rezultatu statistiskie dati
apkopoti tabulas (1. un 2. pielikums).

Lokusa rs731236 aléle A biezak konstatéta kontroles grupa (67,33%), neka slimibas
grupa (61,36%) un retas aleles G frekvence (MAF; minor allele frequency) starp BA pacientiem
(38,64%) ir salidzinos$i augstaka neka kontroles grupa (32,67%) (1. pielikums). Tacu analizgjot
kodgjosa rs731236 sekvences varianta alélu un genotipu ietekmi uz slimibas risku, netika
noteikta neviena statistiski ticama asociacija ar BA. Japiemin, ka retas aléles homozigotais
genotips GG, ar salidzinosi tuvu statistiskas ticamibas p vertibu 0,09, gan péc aditiva (ORa =
1,78, C195% [0,92 — 3,46]), gan multiplikativa (ORm = 1,70, CI 95% [0,91 — 3,16]) modela ar
paaugstinatam OR veértibam noradija uz potencialu slimibas risku palielino$u efektu. Bet ta ka
Sim rezultatam nav statistiskas ticamibas, tas nevar tikt nemts véra izdarot gal€jos secinajumus.

Lokusa rs1544410 noteiktas alelu frekvences kontoles grupa ir: C — 64,4%; T — 36,65%,
un BA slimnieku grupa: C — 57,27%; T — 42,73% (2. pielikums). Salidzinot introniska

sekvences varianta al€lu sadalijumu BA un kontroles grupa, lidzigi ka rs731236 gadijuma,
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netika atrasta statistiski ticama al€lu frekvencu novirze starp abam grupam. Tacu apskatot
rezultatus genotipu sadalijuma Itmeni, redzama cita aina. Retas al€les homozigotais genotips
TT ir aptuveni divreiz biezak sastopams gadijuma grupa, neka kontroles grupa (3.1. attéls). Un
statistiskas analizes rezultata noteikta ST genotipa statistiski ticama saistiba ar BA kliisko
fenotipu gan péc aditiva (p = 2,44 x10%; ORA = 2,11, C195% [1,10 — 4,05]), gan multiplikativa
modela (p = 4,56 x10, ORwm = 2,36, CI1 95% [1,31 — 4,28]). Noteikta OR>2 vértiba norada uz

§T genotipa iesp&jamo slimibas risku palielinoSo ietekmi.

[131-428]
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60,00

50,00

40,00
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§ 30,00 ORy- 236
£
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=
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CT
Genotips

3.1. attels. rs1544410 lokusa BA un kontroles grupas genotipu (CC, CT, TT) frekvencu

salidzinajums. OR — izredzu attieciba; CI — ticamibas intervals; p — p vértiba.

Figure 3.1. Comparison of frequencies of rs1544410 locus BA and control group genotypes

(CC, CT, TT). OR - odds ratio , CI — confidence interval, p — p value.

Heterozigota genotipa CT frekvencu sadalijuma abas grupas ar noteikta bitiska atskiriba
(3.1. att@ls), tadu ta ir uz statistiskas ticamibas robezas (p = 6,34 x1072). Statistiskie rezultati
liecina, ka CT genotips ir iesp§jams aizsargajosSais genotips un samazina saslimstibas

iespgjamibu 1,54 reizes (p = 6,34 x107%; ORm = 0,65, CI 95% [0,41 — 1,03]).

3.1.2. Pe&tito VDR géna genétisko variaciju meta-analize

Iegiitie BA un kontroles grupas MAF rezultati tika salidzinati arT ar citas etniskajas grupas
iegiitajiem lidzigu gadijuma/kontroles pétijumu datiem (case/control studies). Sie dati iegiti
veicot abu pétito lokusu BA asociacijas pétijumu meta-analizi, apkopojot petijumu rezultatus
no 13 publikacijam, kas publicétas laika perioda no 2002. Iidz 2019. gadam. Tika konstrué&ti

attiecigie MAF grafiki abiem lokusiem, un tika veikts Latvijas populacijas MAF datu
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salidzinajums ar citam populacijam (3.2. attels). Ka redzams, dati par Latvijas populacijas MAF

abiem pétitajiem lokusiem ietilpst Eiropas virspopulacijas grupa.
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3.2. att€ls. SNP rs1544410 un rs731236 MAF sadalijums dazadas populacijas un etniskajas
grupas. A: rs731236 retas al€les G sadalijums. B: rs1544410 retas aleles T sadalijums. 1- MAF
sadalijums dazadas populacijas péc 1000 genomu 3. fazes projekta datiem; 2- BA meta-analizes
MAF dati kontroles un gadijuma grupa. Treknraksta — dati ar statistisko ticamibu p<0,05. LAT
— Latvijas populacija, grafika atzimé&ta ar sarkanu. Par&jo populaciju kodu atSifréjumi pieejami

pielikuma tabula (5. pielikums).

Figure 3.2. Distribution of SNPs rs1544410 and rs731236 MAF in different populations and
ethnic groups. A: Distribution of the rare allele G of rs731236. B: rs1544410 rare allele T
distribution. 1- Distribution of MAF in different populations according to 1000 genomes Phase
3 project data; 2- BA meta-analysis MAF data in control and case group. In bold - data with
statistical significance p< 0.05. LAT - Latvian population, marked in red in the graph.

Abbreviations for other population codes are available in the table in the annex (Annex 5).
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3.1.3. Haplotipu frekvencu sadales asociacijas analize

Sai analizei kopa tika konstruéti haplotipi divu p&tamo lokusu rs1544410 un rs731236
konbinacijas. Kopa sastaditi Cetri pétito alélu variantu haplotipi un attiecigi ar1 divu lokusu
genotipi visas lokusu alélu kombinacijas, kopskaita devini. Siem halpotipiem un genotipiem,
pec iegltajiem genotipeSanas rezultatiem, tika aprékinatas frekvences abas grupas, un,
balstoties uz iegiito frekvencu datiem, atlasiti pieci haplotipu genotipi talakai statistiskajai
analizei (3. pielikums). Divu lokusu genotipi, kuru frekvence bija zemaka par 5% netika
analizeti talak saistiba astmu.

Lai gan analiz€jot abu SNP al€les atsevisSki netika noteikta saistiba ar slimibu, haplotipu
frekvencu sadaltijuma starp kontroles (n = 506) un BA grupu (n = 220) bija nov€rojamas

ieverojamas atskiribas ar augstu statistisko ticamibu (3.3. attels A).
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3.3. attéls. Petamo lokusu rs1544410 un rs731236 haplotipu frekvencu analizes rezultati
kontroles un gadijuma grupa. A: Haplotipu frekvencu sadalijums. B: Divu lokusu genotipu

frekvencu sadalijums. OR — izredZu attieciba; p — p vertiba.

Figure 3.3. Results of haplotype frequency analysis of rs1544410 and rs731236 loci in control
and case group. A: Frequency distribution of haplotypes. B: Frequency distribution of two locus

genotypes. OR - odds ratio; p - p value.

BieZo alélu haplotips A-C gandriz tris reizes bieZak noteikts kontroles grupa, neka slimibas
grupa (20,45% un 60,28%, attiecigi) (3. pielikums). Analizes dati liecina par §1 haplotipa
statistiski nozimigo BA risku samazinoS$o jeb aizsargajoSo, uz kuru norada izteikti pazeminata
OR vaértiba 0,17 (p = 1,05 x102% ORm = 0,17, CI1 95% [0,12 — 0,25]). Reto al&lu halpotips G-T
ir otrs biezak sastopamais kontroles grupa. Ar1 §1 haplotipa statistiskie rezultati multiplikativaja
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modeli norada uz ta kliniski nozimigo aizsargdjo$o lomu saistiba ar BA (p = 2,32 x10°%; ORm
=0,17,CI95% [0,12 —0,25]). Savukart visbiezakie haplotipi BA grupa (A-T un G-C) statistiski
biitiski palielina saslimSanas iesp&jamibu, un ir identificeti ka iesp&jami riska genotipi Latvijas
populacija, abos analizes modelos So haplotipu gadijuma noteiktas izteikti augstas OR vértibas
ar augstu statistisko ticamibu, kas potenciali norada uz izteikti augstaku saslimsanas risku A-T
haplotipa gadijuma (p = 6,97 x10"%; ORa = 16,94, CI 95% [10,30 — 27,86]) un G-C gadijuma
(p = 6,51 x10"%°; ORA = 25,92, CI1 95% [13,96 — 48,12]).

Analizgjot divu lokusu genotipus ir noteiktas frekvencu atSkiribas starp BA (n = 110) un
kontroles grupu (n = 253), kas norada uz butiskam iesp&jamam asociacijam ar slimibu
(3.pielikums). Kontroles grupa sastopami visi iesp&jamie genotipi, kamér BA grupa noteikti
tikai tris no tiem. Statitsiskas anlalizes rezultata reto alélu genotips GG-TT identificéts ka
iespgjams aizsargajosais genotips (p = 4,58 x102; ORm = 0,06, CI 95% [0,003 — 0,95]). Ka loti
nozimigs iesp&jams molekularais markieris, noteikts ar1 biezo alélu genotips AA/CC, kas pec
izteikti zemas OR vertibas ievérojami samazina BA risku (p = 5,19 x10*; ORMm = 0,01, CI1 95%
[0,0004 —0,12]). Vel ka bitiski slimibas risku palielino$i genotipi ar augstu statistisko ticamibu
noteikti AA-CT (p=3,89 x10°!!; ORm = 7,44, C1 95% [4,10 — 13,50 un GG-TC (p = 1,35 x10%;
ORM =4,53, C1 95% [2,08 —9,83)).

Lai noskaidrotu, vai starp rs1544410 un rs731236 lokusu alélém pastav nelidzsvarotibas
saisttba Latvijas populacija, tika analizétas LD raksturojoSo lielumu vertibas: frekvencu
novirzes raditajs D’ un LD korelacijas koeficients 2. Ar statistisku ticamibu (p <0,0001)
noteikts, ka BA grupa starp lokusu alglem nav LD (D’<0,8; r* <0,8), tacu kontroles grupa
noteikta vidé&ji stipra LD (D’ = 0,84; 2 =0,59).

3.2. VDR gena SNP rs731236 un rs1544410 bioinformatiska analize
3.2.1. Polimorfismu sekvences izmainu ietekme uz DNS un RNS sekundarajam struktiiram

Analizes rezultata noskaidrots, ka alélu nomaina rs1544410 lokusa nerada ietekmi uz
iesp&jamo DNS sekundaro struktiiru, jo iegiitajos modelos nav novérojamas izmainas abu alélu
variantos.

Polimorfisma rs731236 gadijuma, al€lu varianti G un A rada iesp&jamus alternativus
DNS locisanas jeb foldinga variantus, kas redzami iegtto sekundaro struktiiru modelos (3.4.

attels).
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3.4. attels. DNS sekundaras struktiiras modeli SNP rs731236 al€lu variantiem. A: SS modelis
A al@les gadijuma. B: SS modelis G aléles gadijuma. Zila un sarkana krasa atzimétie nukleotidi

apzimé analizétas sekvences sakuma un beigu punktus. Bultina norada uz al€lém.

Figure 3.4. DNA secondary structure models for SNP rs731236 allelic variants. A: SS model
in the case of the A allele. B: SS model for G allele. Nucleotides marked in blue and red indicate

the start and end points of the analyzed sequence. The arrow points to alleles.

DNS sekundaro struktiiru modelos redzams, ka abas al€les veido matadatas cilpas
strukturas noslédzoSos bazu parus (hairpin loop closing base pairs). legiito modelu struktiiras
atSkiribas norada uz biitiskam izmaindm DNS sekundaraja struktiira, un liek domat par alelu
nomainas iesp&jamo funkcionalo nozimi DNS strukttiru Iiment.

Analizgjot rs731236 polimorfisma ietekmi uz RNS sekundaro struktiiru, nebija novérojama

alelu atkariga molekulas parstrukturéSanas.

3.2.2. Polimorfismu sekvences izmainu ietekme uz DNS liekumiem un 3D struktiiru

Lai giitu iespaidu par to, vai polimorfismu alélu nomainai ir iesp&jama ietekme uz DNS
liekumiem un vispargjo sekvences fragmenta DNS struktiiru, ar Bend.it un Model.it rikiem tika
sastaditi DNS lieSanas sp&ju un liekuma lenkus raksturojosi grafiki (3.5. att€ls), ka ar7 izveidotas

DNS sekvences 3D modeli.
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3.5. attéls.
rs1544410 alelem. A: SNP rs731236 aleles. B: SNP rs1544410 aleles. Sarkana likne raksturo

Iespgjamas DNS liekumu izmainas atkariba no sekvences variantu rs731236 un

paredzamo DNS izliekumu (predicted curvature) grados uz 10,5 bp spiralveida pagriezienu, un

zala —liekSanas sp&ju (bendability). Abiem SNPs ir 51. pozicija analizétaja sekvence.

Figure 3.5. Possible changes in DNA curvature depending on the alleles of the sequence
variants 1s731236 and rs1544410. A: SNP rs731236 alleles. B: SNP rs1544410 alleles. The red
curve represents the predicted curvature of the DNA in degrees per 10.5 bp helical turn, and the

green the bendability. Both SNPs have position 51 in the analyzed sequence.

Analizgjot grafikus noteikts, ka VDR géna polimorfisma rs731236 nukleotidu nomainas
rezultata (G uz A), ir noveérojama DNS liekuma lenka palielinasanas un liekSanas spgjas
samazinaSanas. Sis izmainas skar sekvences regionu no 42. lidz 55. bp. Aleles A gadijuma
noteiktais lieckuma lenkis ir 8,4° un aléles G gadijuma 2,7° (3.5. att€ls A).

SNP rs1544410 alternativas aléles nerada izmainas DNS sekvences liekSanas spé&jas
pakapée, tacu konstatéts, ka C al€les gadijuma DNS liekuma lenkis samazinas par nepilnu gradu

(3.5. attéls B).
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Sis konstatétas DNS lickumu izmainas iesp&jams novérot ari 3D makromolekularas
struktiras Itment (3.6. att€ls). Ka redzams konstrugtajos rs731236 struktiiras modelos, alélu
nomainai rs731236 SNP regiona ir iesp&jama ietekme uz DNS molekulas lieckumiem. Konkréti

A aléles gadijuma, DNS izliekums ir izteiktaks.

3.6. attels. DNS struktiras modeli trisdimensionalaja telpa atkariba no VDR géna sekvences
varianta rs731236 aléles 51. sekvences fragmenta pozicija. A: A aléles varianta modelis; B: G
aleles varianta modelis. Modeli izmantota B-DNS dubultspirales strukturala forma. Bultas
norada uz SNP nukleotidu variantiem. x,y,z — koordinatu asis.

Figure 3.6. DNA structure models in three-dimensional space depending on VDR gene sequence
variant rs731236 allele at position 51 of sequence fragment. A: A allele variant model; B: G
allele variant model. The structural form of the B-DNA double helix is used in the model.

Arrows indicate nucleotide variants of the SNP. x, y, z - coordinate axes.

3.2.3. Polimorfismu saitu saistiba ar transkripcijas faktoriem un to modifikacija atkariba no

sekvences izmainam

Transkripcijas faktori (TF) tiek prognozeti analiz§jot VDR géna sekvences fragmenta
homologiju ar jau ieprieks raksturotiem TF DNS saistoSajiem doméniem. Lai noskaidrotu, vai
alelu nomaina ietekm@ TF piesaisti pétitajos lokusos, tika sastaditi TF piesaistes modeli katram
no pétitajiem SNP, izmantojot datus no tris dazadam TF datu bazém — Genomatix, GeneXplain
un Geneious. Detalizétaki dati par identificétajiem TF, to matricas regioniem un sekvencém ir
apkopoti tabula (4. pielikums).

Analizes rezultati abu sekvences variantu gadijuma liecina, ka ir konstatjamas

transkripcijas faktoru piesaistes izmainas atkariba no konkrétaja pozicija esosas aléles.
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Jaatzime, ka modelos ieklauti tikai tie TF kuru piesaiste ir izmainita al€liska varianta del, tatad,
netika apskatiti tie TF, kuru piesaistes sp&ja ir vienada (nav atkariga no al€lu nomainas).
rs731236 lokusa nukleotidu A/G nomainas gadijuma ziid 10 TF piesaistes vietas un rodas Cetras

jaunas (3.7. attgls).
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3.7. attels. Transkripcijas faktoru piesaiste atkariba no rs731236 lokusa alelem A/G.

MMS - matricas sekvences lidzibas raditajs; (-/+) - pavediena virziens.

Figure 3.7. Binding of transcription factors depending on the rs731236 locus alleles A/G.

MMS - sequence similaity score; (-/+) — strand.

Salidzinosi mazaks datu apjoms iegiits par rs1544410 lokusa transkripcijas faktoru

piesaisti (3.8. attels).
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3.8. attels. Transkripcijas faktoru piesaiste atkariba no rs1544410 lokusa alelem A/G.

MMS - matricas sekvences Iidzibas raditajs; (-/+) - pavediena virziens.

Figure 3.8. Binding of transcription factors depending on the rs1544410 locus alleles A/G.
MMS - sequence similaity score; (-/4) — strand.

Analizes rezultata T al€les gadijuma konstatéta cetru TF piesaiste (HES1.01, OCT2.02,
PLU1 JARIDI1B.01, PAX Q6) un C aléles gadijuma — tikai viena atSkiriga TF piesaiste

(TCFAP2C.02).
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4. DISKUSIJA

Bakalaura darba ietvaros tika analizéti divi D vitamina receptora géna viena nukleotida
polimorfismi, no kuriem rs1544410 (Bsml) ir lokalizéts VDR géna 8. introna, un rs731236
(Taql) SNP lokalizéts géna kod&josaja regiona — 9. eksona. Sis VDR géna genétiskas variacijas
rs1544410 un rs731236 ir vieni no zinamakajiem §1 géna polimorfismiem, kas potenciali
ietekme& VDR ekspresiju imunsisttma (Kamel et al. 2014). Literaturas dati liecina, ka Sie
polimorfismi varétu tikt saistiti ar pazeminatu seruma D vitamina [imeni (Ruiz-Ballesteros et
al. 2020; Sepulveda-Villegas et al. 2020) un palielinatu BA risku (Tizaoui et al. 2014), tacu
veljoprojam lidz galam nav noskaidrota konkréta So polimorfismu funkcionala nozime un
ietekme uz bronhialas astmas fenotipu (Kilic et al. 2019). So polimorfismu pétijumi miisdienas
veljoprojam ir aktuali, un publikaciju skaits, kuras aprakstitas So SNP asociacijas analizes, tikai
pieaug.

Analizgjot bakalaura darba izstradataja pétijuma iegiitos genotipéSanas rezultatus
kontroles un BA grupa Latvijas populacija, tika noskaidrota rs731236 un rs1544410
polimorfismu potenciala ietekme uz saslimsanas iesp&jamibu, ka arT tika identificeti konkréeti
aizsargajosSie un riska genotipi (1. un 2. pielikums). Ka potencials slimibas risku palielinoss
noteikts rs1544410 retas aléles homozigotais genotips TT (p = 4,56 x10, ORwm = 2,36, CI1 95%
[1,31 — 4,28]). Uz statistiskas ticamibas robezas (p=6,34 x102), ka aizsargdjosais genotips,
identificets rs1544410 heterozigotais genotips CT (ORm= 0,65, CI 95% [0,41 — 1,03]), kuru,
saskana ar ieglitajiem datiem, nevaram uzskatit par droSu raditaju slimibas riska samazinaSanai,
tacu ir iesp&jams, ka $T potenciala genétiska markiera statistiska nozimiba varétu palielinaties,
ja analizeta bronhialas astmas kohorta tiktu paplaSinata. Savukart, rs731236 netika noteikta
statistiski ticama asociacija ar BA.

ST pétijuma rezultatam Iidzigi dati iegiti arf Zhao un koleégu (Zhao et al. 2017) veiktaja
meta-analize, kura analizeti dati no deviniem BA un VDR polimorfismu gadijuma/kontroles
(case/control) asociacijas pétijumiem. Sis meta-analizes rezultata netika noteikta neviena
statistiski ticama rs731236 asociacija ar astmu, kamér rs1544410 gadijuma TT genotips
identificéts ka iesp&jams slimibas risku palielinoss genotips (p = 0,042, OR=1,181, CI 95%
[1,006—1.386]). Savukart cita asociacijas analiz€ noteikta sekvences varianta rs731236 GG
genotipa BA risku samazinosa ietekme (p= 0,003, OR=0,2, CI 95% [0,07-0,5]) (Kilic et al.
2019). Ashok un kolégu publikacija, kura apkopoti BA un VDR SNP asociacijas analizu
rezultati, rs1544410 CT un TT identificeti ka statistiski ticami BA risku palielinos$i genotipi
(OR=1,35; C195% [1,07 — 1,71] un OR=1,95; C1 95% [1,59 — 2,39]) (Ashok et al. 2020).
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Lai noskaidrotu vai eso$a pétijuma rezultata iegiitas reto alélu frekvences (MAF)
(rs1544410 T: 0,327 un rs731236 G: 0,389) atbilst starppopulaciju klasiskajam sadalijumam,
Latvijas populacijas dati tika salidzinati ar Ensemble genomu datubazes

(https://www.ensembl.org/), 1000 genomu 3. fazes projekta MAF vertibam dazadas populacijas

(3.2 attels). Apkopotajos datos ieklaujot Latvijas populacija noteiktos MAF lielumus, varam
secinat, ka $aja petijjuma iegltais rezultats atbilst Eiropas virspopulacijas grupai (EUR), kura
MAF lielumi rs1544410 gadijuma svarstas no 0,338 lidz 0,470 un rs731236 gadijuma — no
0,327 1idz 0,470. Nedaudz zemakas, bet tuvinatas Eiropas virspopulacijas reto al€lu frekvencu
vertibam ir Afrikanu (AFR) virspopulacijas frekvences, kuras abu lokusu gadijumos ir
amplitida no 0,23 Iidz 0,35. Austrumazijas virspopulacijas (EAS) MAF amplitidas abu
polimorfismu gadijuma ir viszemakas — T: 0,040 — 0,120; G: 0,040 — 0,115. Visaugstakas
rs1544410 retas T aleles frekvences ir Dienvidazijas populacija (SAS), kameér rs731236 G
aleles gadijuma, Dienvidazijas MAF atbilst Eiropas populacija noteiktajam (3.2. attéls).

Literatiiras avoti liecina, ka biezi vien Siem VDR polimorfismiem pétitiem atseviski nav
nosakama to funkcionala nozime un saistiba ar slimibu, un tiek uzskatits, ka tie vartu biit
iesaistiti sarezgita “génu tikla” (gene network) kopa ar citiem funkcionaliem polimorfismiem,
tadgjadi uzlabojot vai kaveéjot VDR mérka génu ekspresiju, kas izskaidro noveroto saistibu starp
So génu un autoimiinam (Ruiz-Ballesteros et al. 2020) un alergiskam slimibam (Zhang et al.
2020). Polimorfismu alelu saistibu raksturo nelidzsvarotas saistibas (LD) lielumi, kurus
noteicam ari $aja pétijuma. Dazadi literaturas dati liecina par So polimorfismu izteikti stipro
LD dazadas Eiropas populacijas (Nejentsev et al. 2004). Latvijas populacija noteikta vide&ji
stipra LD (D’ = 0,84; r* = 0,59) un ta pilnigi izziid BA grupa (D’ = 0,53; r> = 0,18).

Lai apstiprinatu atrastas asociacijas ar bronhialo astmu, tika veikta pétito genétisko
variaciju haplotipu analize. Haplotipi A-C un G-T noteikti ka statistiski butiski aizsargajoSie
(attiecigi, p=1,05 x102% ORM=0,17 un p=2,32 x10%; ORm = 0,17), bet A-T (p = 6,97 x10°%;
ORA = 16,94,) un G-C (p = 6,51 x10%; ORa = 25,92) tika identificéti ka slimibas risku
palielinosi (3. pielikums). Art Cetriem divu lokusu genotipiem konstatéta saistiba ar BA risku
(3. pielikums) — slimibas risku palielina AA-CT un GG-TC genotipi (attiecigi: p=3,89 x10°'!;
ORM=7,44 un p = 1,35 x10™*; ORm = 4,53), kamer ka aizsargajosas genotipu formas noteiktas
GG-TT un AA-CC (attiecigi: p = 4,58 x10%; ORm = 0,06 un p = 5,19 x10™#; ORm = 0,01).
Tadgjadi no Siem datiem més varam secinat, ka lokusi rs1544410 un rs731236 var kalpot ka
potencialie bronhialas astmas genétiskie markieri Latvijas populacija.

Miisu pétijuma esam méginajusi novertét SNP genétisko variaciju iesp&jamo ietekmi uz
geénu transkripcijas regulaciju. Lai sasniegtu So merki més, izmantojot bioinformatikas metodes,

izveidojam un salidzinajam al€lém raksturigos transkripcijas faktoru piesaistes (TFBS;
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Transcription factor binding site) modelus, DNS un RNS sekundaras struktiiru modelus, ka art
novertéjam al€lu nomainas ietekmi uz DNS liekumiem struktiram

Ta ka viens no pétitajiem polimorfismiem atrodas VDR géna introna un tiesi neietekmé
proteina sintézi, ir svarigi apskatit, ka §1 sekvences izmaina ietekmé transkripcijas faktoru (TF)
piesaisti, lai iegiitu plasaku priekSstatu par introniskas variacijas regulatoro ietekmi.

legiitie rezultati liecina, ka rs1544410 un rs731236 al€lu variacijas ietekmé TF piesaisti
— alternativas al€les rada jaunus TF piesaistes saitus. rs1544410 T al€le veicina Cetru jaunu TF
piesaisti, kamér rs731236 A aléle rada 10 jaunu TF piesaistes saitus. Sis transkripcijas faktoru
piesaistes izmainas potenciali biitiski sp& modulét VDR géna transkripciju, ka art atsevisku
slimibu gadijuma ir tieSi saistamas ar slimibas fenotipu (Nishizaki et al. 2020).

Sekvences varianta rs731236 alélu nomainas gadijuma konstatétas ari DNS sekundaras
struktiras izmainas. DNS, kas satur dazadus bazu parus SNP saitos var veidot atSkirigas
aleliskas DNS sekundaro struktiiru (SS) formas. ssDNS SS veidojas, kad DNS dubultspirale
atvijas replikacijas un transkripcijas laika. Sis konstatétas DNS sekundaras struktiiras izmainas
potenciali var ietekmé&t konkréta sekvences regiona mijiedarbibu ar dazadiem regul&joSiem
proteiniem (Lemaire et al. 2019). Lidz ar to So struktiiru izmainam ir loma tados procesos ka
DNS replikacija, transkripcija un DNS kltidu laboSana (Szlachta et al. 2018). Japiebilst, ka abu
SNP gadijuma netika noteikta alélu ietekme uz mRNS sekundarajam struktiiram.

legiitie rezultati liecina, ka rs731236 aléliskie varianti A un G ietekmé arT DNS lociSanas
sp&ju. Tiek uzskatits, ka DNS spgjai liekties ir liela nozime tados nozimigos procesos ka génu
ekspresijas regulacija, DNS “iepakosana” un DNS replikacija, kas tieSi saistita ar regulatoro
proteinu piesaistes sp&ju (Gabrielian et al. 1996). Konkréti noteikts, ka VDR géna polimorfisma
rs731236 nukleotidu nomainas rezultata (A uz G), ir novérojama DNS lieckuma lenka
samazinaSanas un liekSanas sp€jas palielinasanas, kas p€c literatiiras datiem norada uz
apgrutinatu sekvences-specifisku regulatoro proteinu piesaisti konkrétaja DNS regiona
(Ohyama 2005).

Lai gan bioinformatiskas jeb in silico analizes rezultata tika atklata iesp&jama sekcences
variantu al€lu nomainas ietekme uz dazadiem SNP funkcionalajiem aspektiem, Sie dati ir tikai
teor&tiski un ir nepiecieSama iegiito rezultatu validacija veicot in vitro petijumus.

Diskusijas nosléguma véletos pieminét izstradata bakalaura darba pétijuma uzlaboSanas
iesp€jas un perspektivus nakotnes pétijumus, kas varétu papildinat jau lidz $im iegiitos datus
par VDR polimorfismu iesp&jamo nozimi astmas patogenéze. Abi pétitie polimorfismi atrodas
VDR géna 3’ gala, kas, ka zinams, ir iesaistits génu ekspresijas regulacija, regul&§jot mRNS
stabilitati un ekspresijas limeni (Fang et al. 2005). Tapec, lai iegiitu plasaku prieksstatu par So
SNP funkcionalo nozimi, $o pétijumu varétu papildinat ar VDR géna ekspresijas petijumiem.
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Izmainita gé€nu ekspresija var biitiski ietekmét slimibas risku (Cooper et al. 2009), tap&c, veicot
polimorfismu asociacijas analizi ar slimibu, ir svarigi petjjuma integrét ar1 $ada tipa genomiskos
datus. Pieméram, kada lidziga pétijuma ar astmas slimniekiem Turcija, kura salidzinati VDR
mRNS ekspresijas Itmeni starp kontroles un BA grupu, secinats, ka VDR mRNS ekspresija ir
samazinata Taql AA un AG genotipu gadijuma (p< 0,05) (Kilic et al. 2019). Tas rada iesp&ju
domat, ka, lai gan Latvijas populacija netika noteikta statistiski ticama rs731236 genotipu
saistiba ar slimibu, iesp&jams tada pastav mRNS ekspresijas Iimeni, tapec javeic talaki
funkcionalie petijumi.

Ka vel viens perspektivs §1 pétijuma uzlabojums var€tu biit VDR géna polimorfismu
analize saistiba ar dazadiem astmas kliniskajiem datiem. Ka, pieméram, ar imunoglobulina E
(IgE) un seruma 25(OH)Ds Iimeni. Lidz $im jau ir veiktas dazadas asociacijas analizes, kuras
pétita tieSi D vitamina Itmena raditaji saistiba ar BA un VDR polimorfismiem (Galvao et al.
2020), bet literatiiras datos salidzino8i nesen paradijusies informacija par VDR lomu IgE Iimena
regulacija, kuras funkcionalie aspekti vél nav skaidri (James et al. 2017).

Bitisks veikta petijuma uzlabojums biitu art bronhialas astmas grupas paplaSinasana ar
meérki iegiit statistiski ticamakus pétito polimorfismu asociacijas analizes rezultatus, kas

parliecino$ak reprezentétu iesp&jamos BA genétiskos markierus Latvijas populacijas apmeéra.
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5. SECINAJUMI

Tika papildinata BA un kontroles grupas DNS kolekcija, un genotip&ti 110 BA un 253
kontroles grupas paraugi.

VDR géna polimorfismu rs1544410 un rs731236 MAF lielumi atbilst starppopulaciju
klasiskajam sadalijumam un pieder pie Eiropas virspopulacijas grupas.

. Polimorfisma rs1544410 TT genotips noteikts ka iespgjams BA riska faktors Latvijas
populacija un haplotipu analizes rezultata A-T un G-C konstatéti ka BA riska formas,
kamér A-C un G-T identificeti ka slimibas risku samazinos$i haplotipi. Divu lokusu
kombinaciju genotipiem AA-CT un GG-TC ir iesp&jama BA risku palielinoSa ietekme,
bet GG-TT un AA-CC noteikti ka aizsargajoSie genotipi Latvijas populacija.
Bioinformatiskas analizes rezultata konstatéts, ka rs1544410 un rs731236 lokusu al€lu
variacijam ir iesp&jama funkcionala ietekme uz TF piesaistes sp&ju, un rs731236 lokusa
aleles rada alternativas DNS sekundaras struktiiras, kas var izraisit DNS liekumu
izmainas.

Tika atklata statistiski biitiska VDR geéna polimorfismu rs731236 un rs1544410
iespéjama ietekme uz bronhialas astmas saslimstibas risku, un tadgjadi tie varétu tikt

izmantoti ka potenciali BA genétiskie markieri Latvijas populacija.
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Rezultati par VDR géna SNP rs731236 genotipu un alélu sadalijumu BA un kontroles grupas

1. pielikums

VDR Al€lu un genotipu sadalijums Statistiskie dati
Alele vai
geéna BA pacienti (110) Kontroles gr. (251) Gengetiskais
genotips P vertiba OR [95% CI]
SNP ID Realais  Sagaidamais Realais Sagaidamais modelis
n % n % n % n %
rs731236 G 85 38,64 - - 164 32,67 - - G pret A 0,12 1,30 0,93 - 1,80]
A 135 61,36 - - 338 67,33 - -
AG 45 40091 53 4742 106 4223 110 43,99 AG pret AA 0,72 1,09 [0,67 - 1,79]
AG pret GG + AA 0,81 0,95 0,60 - 1,49]
GG 20 18,18 16 1493 29 11,55 27 10,67 GG pret AA 0,09 1,78 [0,92 - 3,46]
GG pret AA + AG 0,09 1,70 [0,91 - 3,16]
AA 45 4091 41 37,65 116 46,22 114 4533 AApret AG+ GG 0,35 0,81 [0,51 - 1,27]
AG+GG 65 59,09 - - 135 53,78 - - AG + GG pret AA 0,35 1,24 10,79 — 1,95]

Saisinajumi: OR (odds ratio) — izredzu attieciba; CI (confidence interval) — ticamibas intervals; n — skaits.



2. pielikums

Rezultati par VDR géna SNP rs1544410 genotipu un alelu sadalijumu BA un kontroles grupas

Al€lu un genotipu sadalijums Statistiskie dati
géI:;D:NP Alele vai BA pacienti (110) Kontroles gr. (253) Gengetiskais P vertiba OR [95% CI]
D genotips Realais Sagaidamais Realais Sagaidamais modelis
n % % n % n %
rs1544410 T 94 4273 - - 184 36,65 - - T pret C 0,11 1,31 0,95 - 1,80]
C 126 57,27 - - 322 64,14 - -

CT 44 40,00 54 48,94 128 51,00 118 47,02 CT pret CC 0,42 0,81 [0,49 - 1,34]
CT pret TT + CC 0,85 0,96[0,60 — 1,52]
TT 25 22,73 20 18,26 28 11,16 34 13,43 TTpret CC 2,44-102  2,11[1,10 - 4,05]
TTpret CC+CT 4,56-103 2,36[1,31 - 4,28]
CC 41 37,27 36 32,80 97 38,65 103 41,14 CCpretCT+TT 0,35 0,81 0,51 - 1,27]
CT+TT 69 62,73 - - 156 62,16 - - CT + TT pret CC 0,85 1,05 10,66 — 1,66]

Saisinajumi: OR (odds ratio) — izredzu attieciba; CI (confidence interval) — ticamibas intervals; n — skaits. Statistiski ticamas p vertibas ir iezimétas

trenknraksta.



3. pielikums

Rezultati par al€lu haplotipu un divu lokusu (rs1544410 un rs731236) genotipu sadalijumu BA un kontroles grupas

Alelu haplotipu un divu

lokusu genotipu sadalijums

Statistiskie dati

Haplotips/genotips BA pacienti Kontroles gr. Aditivais modelis Multiplikativais modelis
(110) (253) P vértiba OR [95% CI] P vertiba OR [95% CI]
n % n %

A-T 90 40,91 36 7,11 6,97 - 10%  16,94[10,30 - 27,86] 1,96 - 103 9,04[5,86 — 13,93]
G-C 65 29,55 17 3,36 6,51 -10%  2592[13,96-48,12] 4,77 1078 12,06[6,86 —21,20]
A-C 45 20,45 305 60,28 - - 1,05 - 1020 0,17[0,12 - 0,25]
G-T 20 9,09 148 29,25 0,76 0,92[0,52 — 1,61] 2,32-108 0,24[0,15 — 0,40]
AG-CT 45 40,91 96 38,25 - - 0,99 1,00[0,63 — 1,59]
GG-TC 20 18,18 11 4,38 1,14-10°%  3,88[1,71 - 8,78] 1,35-10* 4,53[2,08 —9,83]
GG-TT 0 0 17 6,77 0,052 0,06[0,004 — 1,03] 4,58 - 102 0,06[0,003 — 0,95]
AA-CT 45 4091 20 7,97 1,40 - 10°  4,71[2,51 — 8,83] 3,89 - 101! 7,44[4,10 — 13,50]
AA-CC 0 0 91 36,25 1,82-10% 0,01[0,0007 — 0,19] 519-10* 0,01[0,0004 —0,12]

Saisinajumi: OR (odds ratio) — izredzu attieciba; CI (confidence interval) — ticamibas intervals; n — skaits. Statistiski ticamas p vertibas ir ieziméetas

trenknraksta.
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4. pielikums

Informacija par VDR géna lokusu rs731236 un rs1544410 bioinformatiskas analizes rezultata identificétajiem transkripcijas faktoriem

Pavediena
VDR géna SNP TF saime Matrica Sekvence virziens ~MSS CSS
(/1)
rs731236  Alele A

GATA VSGATA1.02 cgctGATTgagge - 0,94 1

GFI1 V$GFI1.02 ctcAATCagcgegge + 0,90 1

GUCE VSGTF2I GTF3R4.01 gctGATTgagg - 0,86 1

LEFF — LEF1/TCF VSLEF1.04 atggccTCA Atcagege + 0,88 1

LHXF VSLHX6.02 acgccgegc TGATtgaggecatce - 0,96 1

HMX VSHMX1.02 - 1 ggatggcctcaatcagegegg + 0,82 1

GEN V$GEN.INIL.B cctcaatc + 0,99 1

AP VS$AP1.Q6.02 gagttagt - 0,94 1

C/EBPdelta VS$C/EBPdelta ggcctcaat + - 1

AP-1 VSAP-1 ctcaatcag + - 1

Alele G LTSM VSLTSM.02 tgatcgaggcCATCc - 0,99 1

HOMEZ VSHOMEZ.01 atggcctcgatcagege + 0,92 1

P53 V$P53.04 ggtcetggatggcctegate + 0,91 1

P53 V$P53.04 ccaggacctaccggagctag - 0,87 1

rs1544410 AleleT HES VSHESI1.01 tgggaatGTGCaggce + 0,89 1
OCT V$OCT2.02 ggccTGCAcattcece - 0,87 1

PLU VSPLU1 JARIDIB.01 GCACattcc - 0,95 1

PAX VSPAX Q6 ccttacacgtc - 0,82 1

Alele C  TCFAP2C VSTCFAP2C.02 caggCCTGcegcattc - 0,87 1

Saisinajumi: MSS - TF matricas lidzibas raditajs (matrix similarity score); CSS - TF kodola sekvences lidzibas raditajs (core similarity score). Sekvence ar
kapiteliem izceltas kodola sekvences un ar sarkanu - p&tito SNP al€les.



5. pielikums

Populaciju un etnisko grupu apzim&jumu skaidrojumi

Virspopulacijas kods ~ Populacijas kods Populacijas apraksts
EAS (Austrumazijas) CHB Han kiniesi Pekina, Kina
JPT Japani Tokija, Japana
CHS Dienvidu hanu kiniesi
CDX Chinese Dai Xishuangbanna iedzivotaji Kina
KHV Kinh Ho Chi Minh iedzivotaji, Vjetnama
CHN Kinas iedzivotaji
TWN Taivanas iedzivotaji
MNG Mongolijas iedzivotaji
EUR (Eiropas) Jitas iedzivotaji (CEPH) ar Ziemeleiropas un
CEU . ; -
Rietumeiropas senciem
TSI Toskaniesi Italija
FIN Somi Somija
GBR Briti Anglija un Skotija
IBS Ibérijas iedzivotaji Spanija
CYP Kipras iedzivotaji
GRE Griekijas iedzivotaji
TUR Turcijas iedzivotaji
IRL Irijas iedzivotaji
AFR (Afrikanu) YRI Jorubiesi Ibadana, Nigérija
LWK Luhjas iedzivotaji Vebuje, Kenija
GWD Gambiesi Gambijas rietumu divizija
MSL Midiesi Sjerraleoné
ESN Esaniesi Nigerija
ASW Afrikas sen¢u amerikani dienvidrietumu ASV
ACB Afrikas Karibies$i Barbadosa
TUN Tunisijas iedzivotaji
AMR (Jaukto MXL Meksikas sen¢i no Losandzelosas ASV
amerikanu) PUR Puertorikiesi no Puertoriko
CLM Kolumbiesi no Medeljinas, Kolumbijas
PEL Peruani no Limas, Peru
USA Amerikas Savienoto Valstu iedzivotaji
CHL Ciles iedzivotaji
SAS (Dienvidazijas) GIH Gudzaratu indie$i no Hjiistonas, Teksasas
PJL PendzZabi no Lahoras, Pakistana
BEB Bengali no Bangladesas
STU Srilankas tamils no Lielbritanijas
ITU Indijas telugu no Lielbritanijas

IRN Iranas iedzivotaji




DOKUMENTARA LAPA

Bakalaura darbs “D vitamina receptora géna polimorfismu saistiba ar bronhialo astmu

=7

Latvijas populacija” izstradats LU Biologijas fakultate.

Ar savu parakstu apliecinu, ka petijums veikts patstavigi, izmantoti tikai taja noraditie

informacijas avoti un iesniegta darba elektriska kopija atbilst izdrukai.

Autors: Samanta Plavina 27.05.2021.

Rekomendgju darbu aizstavesanai

Vaditajs: Dr. biol. Natalia Paramonova 27.05.2021.

Recenzents: Dr. med. Ilva Trapina

Darbs iesniegts LU Biologijas fakultaté 27.05.2021.

Lietvede:

Darbs aizstavéets (bakalaura) gala parbaudijuma sedé

Prot. Nr. ,Vertejums

Komisijas sekretars/e:

58



		2021-05-27T20:27:51+0300
	NATALIA PARAMONOVA


		2021-05-27T20:49:11+0300
	SAMANTA PĻAVIŅA




