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ANOTACIJA

ST darba ietvaros tika pétita 6. herpesvirusa (HHV-6) infekcijas iespéjama loma
autoimiina tireoidita (AIT) izraisiSana. Pétijuma iesaistiti 52 pacienti ar AIT, kuriem
veikta tircoidektomijas (Thyreoidectomia totalis) operacija, 30 autopsiju paraugi un
30 veseli asins donori ka kontroles grupa.

DNS no asinim un audiem tika izdalits, izmatojot fenola- hloroforma metodi.
HHV-6 virusu genoma secibas klatbiitne asinis un audos noteica ar polimerazes
kédes reakciju ar ieks$€jo praimeréSsanu (nPCR). PCR produkti tika analizéti ar
elektroforézi agarozes gela. Lai apstiprinatu iegiitos NPCR rezultatus, plazmas
paraugos tika noteiktas HHV-6 specifiskas IgG klases antivielas, izmantojot
komercialo ELISA reagentu komplektu. Lai noteiktu autoantivielas pret
tireoglobulinu (TGQG), tireoperoksidazi (TPO) un TSH receptoriem, izmantoja ELISA
reagentu komplektus. HHV-6 pozitivajiem paraugiem veica virusa slodzes
noteikSanu ar HHV-6 Real-Time reagentu komplektu. Histologiskos preparatus
analiz€ja ar gaismas mikroskopu.

Veicot ELISA testus pret tireoglobulinu (TG), tireoperoksidazi (TPO) un TSH
receptoriem, visiem pacientiem ar AIT tie bija pozitivi, savukart nevienam no
veseliem donoriem neuzradijas autoantivielas pret TPO, TG un TSH receptoriem.
Salidzinot ar kontroles grupu, persistentas HHV-6 infekcijas klatbiitne pacientiem ar
AIT bija ievérojami lielaka (p=0.0031), attiecigi 69% un 31%. HHV-6 U79/80
mRNS sastopamibas biezums AIT vairogdziedzera audu paraugos bija ievérojami
lielaks (24/51 (47%) salidzinot ar 1/17 (6%); p=0.0028) kontroles grupu. Vidgja
HHV-6 virusa slodze, salidzinot aktivas un latentas infekcijas pacientus, bija
augstaka pacientiem ar aktivu virusa infekciju (2147 IQR: 971-4188 pret 551 IQR:
145-1589 kopijas/10° §tinam). Visos paraugos detektgja HHV-6B virusa secibu.

Darba saturu veido 5 nodalas ar apaks$nodalam. Kopuma darba izstradasanai
izmantoti 44 literatiras avoti, 16 attéli un 2 tabulas. Darba apjoms sastav no 55
lapaspusém. Bakalaura darbs izstradats Rigas Stradipa universitates Augusta

Kirhensteina Mikrobiologijas un virusologijas institiita.
Atslégvardi: HHV-6; autoimiinais tireoidits; U79/80; virala slodze
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SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the potential role of human herpesvirus 6
(HHV-6) infection as a trigger of AIT disease. This study included 52 AIT patients,
30 autopsied subjects without thyroid pathologies and 30 healthy donors as controls.

DNA was extracted from peripheral blood by the phenol-chloroform method,

followed by nested PCR for detection of HHV-6. The PCR products were observed by
electrophoresis in agrose gel. To confirm nPCR results, antibody responses against
anti-HHV-6 1gG antibody were tested using ELISA kits. ELISA kits were also used to
determine autoantibodies against TPO, TG and TSH receptors. Based on PCR product
size and sequencing, the HHV-6 A or B subtypes were characterized. Viral load was
analyzed using gquantitative real-time polymerase chain reaction. Histological samples
were observed and analyzed using light microscopy.

Auto-antibodies against TPO, TG and THSr in various combinations were
detected in all 52 patients with AIT. Mentioned auto-antibodies were not detected in
any of healthy blood donors. The presence of persistent HHV-6 infection in AIT
patients was significantly higher (69% vs 31%, respectively, p=0.0031) than in the
control group. Also, significantly higher frequency of HHV-6 activation marker
(U79/80 mRNA) was found in patients thyroid gland tissue samples with AIT in
comparison with control group (24/51 (47%) vs. 1/17 (6%), respectively; p=0.0028).
Median HHV-6 load was found higher in patients with active viral infection than in
patients without it (2147 IQR: 971-4188 vs. 551 IQR: 145-1589 copies/1x10° cells).
HHV-6B type was detected in all samples.

The thesis has 5 chapters with subdivisions. The total amount of 44 references,
16 figures and 2 graphic charts are used in this thesis. This work was done in Rigas
Stradins University August Kirhenstein Institute of Microbiology and Virology.

Key words: HHV-6; autoimmune thyroiditis; U79/80; viral load



APZIMEJUMU SARAKSTS

AIT- autoiminais tireoidits

bp — bazu pari

CMV- citomegaloviruss

DNS- dezoksiribonukleinskabe

HHV-6 — cilveka sestais herpesviruss

HT- Hasimoto tireoidits

kb- kilobazes

MgCI2 — magnija hlorids

ml — mililitri, pul — mikrolitri

nm- nanometri

NPCR - polimerazes kédes reakcija ar iek$€jo praimeréSanu
PCR — polimerazes k&des reakcija (polymerase chain reaction)
SDS — natrija dodecilsulfats

TAE — Tris-Acetats

Tag — Tag polimeraze

HLA- cilveka leikocitu antigéns

DR- tiesais atkartojums (direct repeat)

TSHr- vairogdziedzera stimul&jo$a hormona receptors

TG- tireoglobulins

TPO- tireoperoksidaze



IEVADS

Virusa infekcijas tiek biezi minétas ka svarigi vides faktori autoimiina
tircoidita (AIT) izraisiSanaHHV-6 tiek turéts aizdomas AIT patogenéze ta
imunomodul&jo$o ipasibu dé]l. HHV-6 infic¢ tirocitus, ierosinot HLA-II virsmas
antigénu ekspresiju, 1idz ar to tirociti izturas ka antigéna prezent&josas Stunas. (Caselli
E. et al. 2012). InficéSanas ar HHV-6 ir loti izplatita, ta seropozitivitate pasaules
iedzivotaju vidi ir tuvu 100%, lai gan pastav geografiskas atSkiribas.Primara
infekcija, kuru izraisa HHV, norisinas agri bérniba un izpauzas ka ekzantéma jeb
trisdienu drudzis (exanthema subitum), ar kuru ir inficgjusies lielaka dala cilveku lidz

piecu gadu vecumam(R. R. Razonable, 2013).

P&c primaras infekcijas HHV-6 spgj palikt visu mtzu saimnieka organisma
persistejosa stavokli, un atkaroti aktivéties dazadu eksogéno faktoru dé] (Razonable
R.,Paya C. 2003). Virusa reaktivacija visbiezak norisinas asimptomatiski, iznemot
gadijumos, kad inficétam individam tiek nomakta imunitate, pieméram asinsrades
cilmes $tinu transplantacijas gadijuma (Bodin C. etal. 2014).

Ar HHV-6 ir asociétas vairakas autoimiinas slimibas, taja skaita HaSimoto
tireoidits, Sjogrena sindroms, multipla skleroze, reimatoidais artrits un sist€émas
sarkana vilkéde, purpura fulminans, autoimiinas saistaudu slimibas un smags
autoimiinais hepatits (Caselli et al. 2012).Virusa infekcijas tiek min&tas ka vienas no
vides faktoriem autoimiina Hasimoto tireoidita izraisiSana. Tas izpauzas ar limfocitaru
infiltraciju vairogdziedzera parenhima, folikularo Stinu atrofiju, granularo tirocitu
klatbiitni (onkocitiskas jeb Hurtle §tinas) un fibrozi. (Iddah M., Macharia B., 2013).
HaSimoto tireoidita gadijuma 95% pacientu konstaté av-TPO un av-TG titru
paaugstinasanos, kas ir hroniska autoimiina tireoidita diagnostiskie markieri, 15-20%
pacientu ar hronisku autoimiinu tireoiditu konstaté paaugstinatu TSH receptoru

blok€&joso antivielu titru (Pirags V. et al. 2002).



Darba mérkis: noskaidrot, HHV-6 infekcijas lomu autoimiina tireoidita attistiba.

Darba uzdevumi:

1.

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

Izdalit DNS no vairogdziedzeru asinim un audiem.

Parbaudit DNS kvalitati un kvantitati izdalitajiem paraugiem.

Noteikt HHV-6 genoma klatbiitni vairogdziedzeru asins un audu DNS
paraugos.

Paraugos, kuros noteikta HHV-6 genoma klatbiitne, veikt virusa tipéSanu un
virusa slodzes noteikSanu.

Parbaudit anti-HHV-6 specifisko IgG klases autoantivielu klatbiitni asins
plazma.

Izdalit RNS no audiem un asinim, kuros ir ieprieks noteikta HHV-6 genoma
klatbiitne.

Noteikt HHV-6 aktivas infekcijas klatbiitni vairogdziedzeru audu un asins

DNS paraugos ,nosakot U79/80 mRNS klatbatni ar nPCR metodi.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Cilveéka herpesvirusu klasifikacija un HHV-6 atklasana

Herpesviridae dzimta ir iedalita tris apakSdzimtas- alfa, beta un gamma (Leroy
B.et al. 2016). Pie o herpesvirusiem piederherpes simplex viruss 1 (HSV-1), herpes
simplex2 (HSV-2) un varicella zoster (VZV). Piel herpesvirusu apaksdzimtas pieder
cilvéka citomegaloviruss (CMV), cilvéka herpesviruss-6 (HHV-6) un cilvéka
herpesviruss-7(HHV-7). Y- herpesvirusiirEpsteina—Barra viruss (EBV, HHV-4) un
cilvéka 8. herpesviruss (HHV-8) (Jenkins F., Hoffman L. 2000).

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

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

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

1.2. Cilvéka herpesvirusu morfologijaun replikacijas cikls
1.2.1 Cilveka herpesvirusu struktiira

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

kapsidu. NobrieduSu virionu diametrs ir aptuveni 200 nm.


http://datubazes.lanet.lv:2074/science/article/pii/S0166093413000232?np=y#bib0265
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Figure 1. Structure of the Herpesvirus virion!

1.2.2. HHV-6 genoma struktiaira
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2. Attels. HHV-6B genoma shematisks att€lojums.
Figure 2. Schematic representation of the HHV-6B genomic organization?

thttp://www.dreamstime.com/royalty-free-stock-photo-herpes-virus-structure-
image27182865© Designhua

2Bolle L.et al. 2005. Update on Human Herpesvirus 6 Biology, Clinical Features, and Therapy-
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HHV-6 genoms ir lineara, dubultspirales DNS molekula, 160 to 162 kb liela,
un sastav no 143- 1idz145 kb unikala (U) regiona, kas robezojas ar 8-9 kb lieliem tieSo
galu atkartojumiem (DR) un tris vidgjiem atkartojumiem- RI,R2 un R3 agrinaja
rajona A (IE-A) (2.attela). TieSie atkartojumi satur DNS sekvences motivus pac-
lunpac-2, kuri Skel] genomu, un vairakkart§jus heksanukleotida
(GGGTTA)n atkartojumus, kas ir raksturiga mugurkaulnieku hromosomu teloméru
sekvence (T). Unikala regiona genomiska struktira ir lidziga CMV gara unikala
regiona struktiirai un ir kolineara HHV-7. HHV-6B genoms satur 119 potencialas

proteinu kod&josas génu dalas (ORFs) ,kuru kod€ 97 géni, no kuriem 9 nav sastopami

HHV-6A (Bolle L.et al. 2005).

Clin Microbiol Rev., 18(1): p. 219
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1.2.3 HHV-6 replikacijas cikls
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3. Attels. Shematiski attelots HHV-6 Iitiskas replikacijas cikls.

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

HHV-6A un HHV-6B iekliist stina, saistoties ar CD46, kas atrodas uz visu
stnu, kuram ir kodoli, virsmas un ir fiziologiski iesaistits komplementu regulacija.
HHV-6AgH-gL-gQ komplekss (glikoprotetni H, L un Q), kuru kode HHV-6 U48,
U82 un U100 géni, darbojas ka viralais ligands ar cilveka CD46 receptoru. Pec
saistiSanas un virusa apvalka sapliiSanas ar Siinas membranu, nukleokapsida tiek
transportéta caur citoplazmu uz kodola poru kompleksiem, caur kuriem viralais DNS

genoms tiek ievadits nukleoplazma. Tad viruss izmanto celularo transkripcijas

3Bolle L.et al. 2005. Update on Human Herpesvirus 6 Biology, Clinical Features, and Therapy-

Clin Microbiol Rev., 18(1): p. 220
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mehanismu, lai producétu viralos proteinus (nekavéjosi agrinos [IE], agrinos [E], un
velinos[L]). HHV-6 IE proteini tiek sintez&ti paris stundas péc Stnas inficéSanas un
regulé citu génu ekspresiju. Agrino génu ekspresija ir atkariga no IE proteinu sint€zes
un tie producé proteinus, kas ir galvenokart iesaistiti DNS metabolisma un replikacija.
Velinie proteini biezi tiek glikoliz€ti un kalpo ka nobriedusa virusa dalinu
komponenti.Péc E proteinu sintézes, kuriem piemit enzimatiskas ipaSibas nukleotidu
metabolisma un DNS sintéze, sakas genoma replikacija. Virala DNS tiek forméta
garos pavedienos, kuri tiek salociti un iepakoti kapsidu prekursoros (Agut H. et al.
2015).Nobriedusas kapsidas izkliist no kodola citoplazma, kur tas iegiist tegumentu un
sekundaro viralo membranas apvalku trans- Goldzi kompleksa, kur uzkrajas viralie
glikoprotetni. NobrieduSie virioni izklust ekstracelularaja telpa eksocitozes cela.
HHV-6 nobriesanas cikls no citiem herpesvirusiem atskiras ar to, ka uz inficéto $tnu
virsmas nav nosakami viralie glikoproteini. Kopéjais viena replikacijas cikla laiks no
infekcijas briza 11dz jaunu virionu izk]Gi§anai no $tinas ir aptuveni 72 h. Infic€tas Stnas

p&c $ada replikacijas cikla it boja apoptozes/ nekrozes cela (Boelle L. et al. 2015).

1.3. HHV-6 raksturojums
1.3.1. Sanu tropisms

CD4+ T limfociti ir primaras mérkstnas gan HHV-6A,gan HHV-6B, ierosinot
citopatisku infekciju, kas norada uz iespgjamu loma HHV-6 imunosupresijas
izraisiSana. Tomer pastav atSkiribas $So abu virusu $tnu tropisma: HHV-6A, salidzinot
ar 6B, daudz efektivak replicéjas dazadu veidu citotoksiskajas efektorsiinas- ka CD8
T limfocitos, NK §tinas un gd(gamma delta) T limfocitos.HHV-6A un 6B var inficét
monocitus/makrofagus un dendritiskas Stinas. Pretgji T limfocitiem, kuri tiek atri
inficéti péc kontakta ar HHV-6, B limfociti var tikt inficéti tikai p&c infic€Sanas ar
EBV, kas varétu liecinat par EBV infekcijas ierosinatu virsmas receptoru ekspresiju,
kuri atvieglo HHV-6 ieklisanu B limfocitos. Sarkano kaulu smadzenu cilmes $tnas
(CD34+) ar ir HHV-6 infekcijas uznémigas, tas var uzturét latentu HHV-6, kuru var
ar vertikalo transmisiju nodot diferencétam asins Stinam, ieskaitot monocitus/

makrofagus un dedritiskas Stnas (Lusso P. 2006).
13



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

iesp&jamu seksualu un perinatalu virusa infekcijas transmisiju.

1.3.2. Hromosomali integrétais HHV-6

HHV-6 integré savu genomu cilvéku hromosomu teloméras. Integracija var
notikt somatiskajas Siinas vai dzimums$inas (gametas). Integréjoties dzimumsiinas
HHV-6 genoms nonak katra individa §ana. Sada veida viruss tiek nodots pécnacgjiem
un tiek deveéts par parmantoto hromosomali integréto cilvéka sesto herpesvirusu
(iciHHV-6). Lai gan integracija var notikt dazadas hromosomas, ta vienmér notiek
teloméru regiona. ST integracija norada uz mehanismu, ka tiek saglabats virusa
genoms latentaja faze, kas ir unikali tiesi $im no visiem citiem herpesvirusu tipiem

(Kaufer B., Flamand L. 2014).

14



1.3.3. HHV-6A un HHV-6B
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4. attels. Shematiska HHV-6 genoma struktiira.*

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

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

Isegawa et al. 1999. noteica visu HHV-6B DNS sekvenci HST celmam, kas
izraisa exanthema subitum, un salidzinaja to ar HHV-6A U1102 celmu. Visa HHV-6
genoma 161- 573 bp garaja sekvencé kopa tika identificétas 115 potencialas proteinu
kodgjosas génu dalas (ORFs), ieskaitot dazus gé€nus ar ievérojamam aminoskabju
atSkiribam. AtSkiribas atrada agros/ regulatoros génos, DR2, DR7, U86/90, U89/90,
un U95 (izpemot U47 gena), kas var€tu but atbildigi par HHV-6A un HHV-6B
pazimju atSkiritbam. Turklat, izmantojot PCR dazadus abu veidu virusu specifiskus

praimerus, tika atrasti 14 dazadi celmi, kas pieder HHV-6A vai HHV-6B virusiem.
1.3.4 Transmisija

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

uznémigaki pret virusu.Virusa iegiiSanai ir nepiecieSams tuvs kontakts, ko atbalsta

“Ohye T. et al. 2014. Dual roles for the telomeric repeats in chromosomally

integrated human herpesvirus-6- Scientific Reports 4, Article number: 4559.
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fakts, ka bérniem, kuriem konstatéts viruss, ir siekalu saskarsme ar masam, braliem un
vecakiem.Nesen ka viens no iesp€jamiem transmisijas veidiem tika minéta izplatiba
respiratoro pilienu cela, jo HHV-6 DNS tika atrasts deguna glotada un ozas sipola.

1% jaundzimu$o ir iedzimta HHV-6 infekcija. 86% iedzimto infekciju
gadijumi ir nodoti ar hromosomali integrétu virusu, tiek uzskatits, ka par&jie 14%

gadijumu viruss tiek iegts caurtransplacentaro infekciju (Tesini B. et al. 2014).

1.3.5 Epidemiologija

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

HHV-6 visuresosa daba ir pieradita, jo visiem jaundzimusSajiem ir pasivas
mates antivielas pret HHV-6, kuru daudzums tipiski samazinas 4-6 méneSu vecuma,
péc ka visai driz sakas primara infekcija. Lai gan HHV-6A DNS ir atrasts nabassaites
mononuklearajas $tinas, un apméram 1/3 individiem ar hromosomali integréto HHV-

6, ta loma sekojosaja aktivaja infekcija nav vél visparatzita (Tesini B. et al. 2014).

1.4 HHV-6 infekcijas veidi

Tapat ka pargjiem herpesvirusiem, ari tris herpesvirusiem no B apakSdzimtas,
ir spgja palikt saimnieka organisma latenta vai persistejosa stavokli pec primaras
infekcijas visu ta dzives laiku un atkaroti aktiveties dazadu argjo faktoru deél (péc
organu vai hematopoétisko cilmes Stnu transplantacijas, ilgstoSa stresa apstaklu
gadijuma, intensivas imunosupresantu terapijas dél, vai personam, kas ir inficétas ar

HIV) (Razonable R.,Paya C. 2003).

1.4.1 Primara infekcija

Primara infekcija norisinas agri bérniba un izpauzas ka ekzantéma jeb

trisdienu drudzis(roseola infantum, exanthema subitum). P&c seropozitivitates
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raditajiem lielaka dala cilvéku Iidz piecu gadu vecumam ir infic€juSies ar HHV-6.
Primara HHV-6 infekcija var izpausties bez simptomiem vai ar3-5 dienas ilgstoSu
febrilu temperatiru, kurai pazeminoties paradas izsitumi, diareja, respiratori
traucjumi vai 18kmes. Izsitumi, kassaglabajas no paris stundam lidz divam dienam,
sakuma paradas uz kakla, tad rumpja un izplatas uz ekstremitatem. Lielako dalu
primaro infekciju izraisa HHV-6B. HHV-6A izraisa neirologiskus traucjumus ka

drudza 1€kmes un meningoencefalitu (R. R. Razonable, 2013).

1.4.2 Persistenta infekcija

Persistenta infekcijavirusa darbiba netiek pilnibapartraukta, tas turpina
uzturéties inficétu saimniekorganismu $tinas un audos.Persistentas infekcijas var bt
gan asimptomatiskas, gan produktivas, neiznicinot, vai par nenodarot lielus bojajumus
saimnieka organisma $tinam.P&c primaras infekcijas seko persistence, kas ilgst visu
miizu, kad periféro asinu mononuklearajas Stnas, siekalu dziedzeros un CNS var

noteikt viralo DNS(Bolle L.et al. 2005).

1.4.3. Latenta infekcija

Tapat ka citi herpesvirusi, HHV-6 uzturas saimnieka organisma neierobezoti
ilgu laiku un ir spgjigs reaktivéties, kas raksturojas ar sp&u noteikt aktivus,
nobrieduSus virionus dazadas organisma vietas. [z8kir 1stu latentu stavokli (nenotiek
jaunu virusu replikacija) vai zema Itimena hronisku replikaciju, kamer citas Stinas tas
inducg pilnigu litisku infekciju (Bodin C. etal. 2014). Par latentas infekcijas norises
vietam tiek uzskatiti monociti, limfociti un polipotentas sarkano kaulu smadzenu
cilmes Siinas. Neliels daudzums HHV-6 DNS tiek atrasts ar1 periféro asinu monocitos
veselos individos. Virusa géns U94, kas tiek ekspereséts latentas infekcijas laika, tiek
uzskatits par vienu no svarigakajiem latentas infekcijas uzturésana (Bolle L.et al.
2005).

1.4.4 Aktiva infekcija
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Virusa reaktivacija visbiezak norisinas asimptomatiski, iznpemot gadijumos,
kad inficétam individam tiek nomakta imunitate, pieméram asinsrades cilmes $tnu
transplantacijas gadijuma (Bodin C. etal. 2014).

Reaktivacija notiek caur IE génu transkripciju IE1 un IE2 rajonos, kurai seko
celularu/ viralu faktoru transaktivacijas efekts. Sis reaktivacijas process rezultgjas ar
replikacijas cikla inducéSana un iesp&jamu citopatiska efekta paradibu (Agut H. etal.
2015).Akiita HHV-6 infekcija biezi sakas ar pacientiem péc aknu transplantacijas, un
izpauzas ka ar HHV-6 asociéta akiita fulminanta aknu mazsp&ja (Lea J., Ganttb
S.,2013).

1.5 HHV-6 ietekme uz imiinsistemu
1.5.1 Imiinatbilde péc primaras infekcijas

Gan HHV-6A,gan 6B spgj vai nu produktivi vai neproduktivi inficét vairakus
imino Stnu tipus. Primarais HHV-6 meérkis, lai tas spétu replicéties, ir CD4+ T
limfociti, kas atbild par specifisko citotoksisko imunitati. HHV-6A, bet ne B,
replic§jas ar1 dazadas citotoksiskas efektorStnas, ka, pieméram, CD8+ T Siinas,
gamma/delta T S§tnas un NK S§tnas. Makrofagos un dendritiskajas Stnas, kas ir
antigénu prezentgjosas Sinas, HHV-6 infekcija parasti ir neproduktiva, tomér ta
izraisa ievérojamus funkcionalos bojajumus, pieméram selektivo IL-12 supresiju, kas
ir svarigs Thl-polarizéto antiviralo imino atbilzu citokins. Sis un citi
imunomodulatori efekti skiet mediteti saistoties ar primaro HHV-6 receptoru- CDA46.
Turklat, HHV-6 infekcija izraisa vispargju CD46 ekspresijas apturéSanu limfatiskajos
audos, kas izraisa autologa komplementa aktivaciju. Papildus HHV-6
imunomodulacijas mehanismi ietver ari Sinu virsmas receptoru ekspresijas
izmaini$anu un citoktnu/ hemokiu producésanu. HHV-6 spg&j modulét arT inducgjosas
atbildes caur citokinu un hemokinu receptoru virali kodétu homologu ekspresiju.
Regulgjot specifiskas antiviralas imtnatbildes reakcijas, HHV-6 sp€j veicinat savu
izplatibu un persistenci in vivo, ka arT pastiprinat citu agentu patogénos efektus, ka

pieméram cilvéka imiindeficita virusa (Lusso P. 2006).
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1.6 Kliniskas izpausmes
1.6.1 Ar HHV-6 asociétas slimibas

Pétijuma par HHV-6 reaktivéSanas izraisitu aknu bojajumu pie HHV-6
asocieétam slimibam tiek minéts hronisks noguruma sindroms, miokardits un zalu
izraisits hipersensivitates sindroms, kada dévé HHV-6 reaktivacijas izraisitu aknu
bojajumu (Fujita et al. 2015). Epsteina-Barra viruss un HHV-6 tiek minéti ka
iesp&jamie vides riska faktori kognitiviem trauc€jumiem un Alcheimera slimibas
progresésanai gados vecakiem cilvékiem (Carbone et al. 2014). Pacientiem ar
anterogrado amnéziju, kuriem tika veikta hematopogtisko cilmes $tinu transplantacija,
ir novérota atkartota HHV-6 infekcija, kas ir asociéta ar limbisko encefalitu (Gorniak
et al. 2006). Kolita izveidoSanas gadijums, kas tiek saistits ar HHV-6B reaktivaciju,
tika noveérots pacientam p&c plausu transplantacijas (Lamoth et al. 2008). Gados
jaunakiem pacientiem, kuriem ir HodZkina limfoma ar nodularo sklerozi, HHV-6 ir
atrasts malignas Rida-Sternberga $iinas, un tiek saistits ar lomu §is slimibas

patogenéze (Siddon et al. 2012).

1.6.2 Ar HHV-6 asociétas autoimuinas slimibas

HHV-6 ir eksperimentali asoci€ts ar vairakiem autoiminiem iekaisuma
procesiem, taja skaita HaSimoto tireoiditu, Sjogrena sindromu, multiplo sklerozi,
reimatoido artritu un sist€mas sarkano vilkédi. Nesenos pétijumos minéta HHV-6
infekcijas saistiba tadu autoimiino slimibu izraisiSana, ka purpura fulminans,
autoimiinas saistaudu slimibas, smags autoimiinais hepatits (Caselli et al. 2012).
Yagasaki H. et al. 2010. gada pétijjuma HHV-6 ir minéts arl ka iespg&jamais

autoimiinas hemolitiskas anémijas un autoimiinas neitropénijas izraisitajs.
1.7. Ar vairogdziedzeri asociétas autoimuinas slimibas

Autoimiinam vairogdziedzera slimibam (AITD) ir divi galvenie izpausmes
veidi: Greivsa slimiba (GD) un Hasimoto tireoidits (HT), kuras abos gadijumos

izpauzas ar limfocitaru infiltraciju vairogdziedzera parenhima (Antonelli A. et al.
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2015). Tas izpauzas ka vairogdziedzera disfunkcijas un neendémisks kakslis, kuru
etiologija ir apkartgjas vides un genétiskie faktori, kuri izpauzas ar atSkirigam
ickaisuma vai autoiminam slimibam. Galvenie vides faktori ietver jodu,
medikamentus, infekcijas, smék&sanu, stresu un genétisku predispoziciju uz AITD.
Pirmas patologiskas AIT pazimes aprakstija 1912. gada, kad pacientiem ar kaksli
histologiskaja vairogdziedzeru audu preparatu izmekléjuma uzradijas limfocitara
infiltracija, folikularo S$Gnu atrofija, granularo tirocitu klatbiitne (onkocitiskas jeb

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

1.7.1 Hronisks autoimiins tireoidits

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

Ir identificéti vairaki autoimuna tireoidita varianti: klasiska forma, fibrozais
variants, 1gG4 variants, juvenila forma, Hasimoto toksikoze un sporadiskais vai
pecdzemdibu tireoidits. Tas var izpausties ar ka eitiroids vai pat hipertiroids stavoklis
ar vai bez kaksla (Ranganathan R. et al. 2015).

Klasiska hroniska autoimiina tireoidita forma jeb Hasimoto tireoidits ir
galvenais hipotireozes iemesls, un ta biezums palielinas. Saslimstiba ar hronisku
autoimiino tireoiditu dazadas populacijas ir 0,3 — 5 saslimSanas gadijumi uz 1000
cilveékiem gada. Sievieteém hronisku autoimiinu tireoiditu noveéro 15-20 reizes biezak
ka virieSiem. Hronisks autoimiins tireoidits asoci€jas ar izmainam T un B limfocitos.
ST tireoidita gadijuma 95% pacientu konstaté av-TPO un av-TG titru paaugstinasanos,
kas ir hroniska autoimiina tireoidita diagnostiskie markieri, reiz€m vienlaicigi var
konstaté€t ari citas autoimiinas slimibas (sarkano vilkédi, reimatoido artritu,
sklerodermiju, Segrena sindromu, autoimiinu virsnieru mazspéju, Bi, vitamina
deficita anémiju, vitiligo, 1.tipa cukura diab&tu u.c.). Hroniska autoimiina tireoidita
pacientiem vairogdziedzeris palpatori ir nedaudz palielinats, pablivs, nelidzens,
neregularam kontiiram. Ultrasonografija konstat€ autoimiina tireoiditam raksturigas
izmainas. Vairogdziedzera biopsija konstate limfocitaru infiltraciju. Tas var noritét art
ar normalu vairogdziedzera hormonu Iimeni asinis, bet ar pakapenisku pareju
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subkliniska hipotireozg, vai vélak daudzu gadu laika manifest€jas ar kliniski izteiktu
hipotireozi. 15-20% pacientu ar hronisku autoimiinu tireoiditu konstaté paaugstinatu
TSH receptoru blokg&joso antivielu titru (Pirags V. et al. 2002).

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

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

Hasimoto toksikoze ir parejosa hipertireozes faze. Ta ir tireotoksikozes/
hipertireoidisma kombinacija. T2 ir sevis ierobezojosa un ilgst no paris nedélam lidz
paris ménesiem (Unnikrishnan G. 2013).

Juvenilais HT visbiezak skar b&rnus pubertates vecuma, un sieviesu- viriesu
saslimstiba ir 2:1. Bérnus jaunakus par 3 gadiem $7 slimiba skar reti (Cappa M. et al.
2011).

Sporadiskais HT ir kliniski un patologiski lidzigs pécdzemdibu HT, un
atSkiras tikai ar to, ka nenorisinas griitniecibas laika. Raksturiga limfocitara infiltracija
bez fibrozes. Pécdzemdibu HT skar aptuveni 5-7% sievietes péc dzemdibam.
Aptuveni pusei no SIm pacient€tm anamnéz€ ir autoimiina vairogdziedzera slimiba.
Vairumam pacientu $1 forma izpauzas ka nesapigs, mazs, ciets kakslis laika posma no
2-6 méneSiem péc dzemdibam. Gandriz pusi (43%) no pacienteémpirms atlabSanas

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

1.7.2. Greivsa slimiba

Greivsa slimiba ir biezak sastopamais hipertireozes c€lonis. To biezak noveéro
30-50 gadus veciem pacientiem. Sievietes slimo 5-8 reizes biezak ka virieSi. Ir
pieradita HLA DR3 un DR2 génu predispongjosa ietekme slimibas izcelsmé.lgG
klases autoantivielas pret TSH receptoru stimulé vairogdziedzera hormonu
hipersekréciju vairogdziedzera folikulara epitélija S$Gnas un vairogdziedzera
hipertrofiju. Sis autoantivielas ir atrodamas Greivsa slimibas pacientu asins
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séruma.Periorbitalajos taukaudos, ekstraokularajos muskulos un zemadas saistaudos
lokalizétie olbaltumi ar TSH receptora olbaltumam Iidzigu struktiiru piesaista 1gG
klases autoantivielas un rezultata veidojas autoimiins iekaisums.Autoiminu
orbitopatiju novéro apméram 50% slimniekiem ar Greivsa slimibu. Orbitopatija
un/vai dermopatija var manifesteties vél pirms hipertireozes. Smékétajiem ar GS
orbitopatija noverota biezak un tai ir smagaka norise.Autoimiinais mehanisms GS
pieskir recidiv€joSas slimibas gaitu un recidivi var manifesteties pat péc desmitiem
gadu.

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

Autoimiina orbitopatija ir acs orbitas slimiba, kas asocita ar Greivsa
slimibu (autoimtino hipertireozi) un manifestgjas ar tiisku autoimiina iekaisuma un
hidrofilo glikozoaminoglikanu uzkrasanas rezultata retroorbitalajos saistaudos un
ekstraokularajos grozitajmuskulos (Pirags V. et al. 2002).

Retak sastopama ir tirotida dermatopatija, kas parasti skar adas zonu zem un
uz apakSstilba. Dermopatija gandriz vienmer ir saistita ar oftalmopatiju un, smagos

gadijumos, ar akropatiju (Fatourechi 2012).

1.8. HHV-6 diagnostika un arstesana

1.8.1 HHV-6 diagnostika

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

antivielu klatbutni.
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1.8.2 HHV-6 arstéSana

Ta ka vakcina pret HHV-6 nav izstradata, pasreiz HHV-6 terapija izmanto
nukleozidu analogu gancikloviru (GCV) vai lietoSanai per os-valgancikloviru
(ValGCV), vai pirofosfatu analogu foskarnetu, tomér §Stm zalém ir loti toksisks efekts,
un ne vienmer tas ir efektivas pret HHV-6, un tas ir izstradatas pret citam viralam
infekcijam. Imunterapijas, kas ir balstitas uz antivielam, T-§tinu subpopulacijam vai
vakcinam, var€tu potenciali nodroSinat alternativu vai papildus terapiju ka pieeju
HHV-6 infekcijas kontrolei. Pamatzinasanu triikums par organisma imiinas atbildes
mehanismu pret HHV-6 ir aizkav&jis HHV-6 specifisku imunterapiju attistibu.
Turklat, 11dz nesenam atklajumam, HHV-6A un HHV-6B ir tikus$i arstéti ka viena
kopiga suga, tomer starp tiem ir atSkiribas gan genomu struktiird, gan ierosinataja
imiinas atbildes mehanisma (Becerra A. et al., 2014).

Kliniskaja pétijuma pacienti peéc hematopoétisko cilmes Siinu transplantacijas
tika arstéti ar artesunatu (ART), kas parasti tiek lietots ka zales pret malariju. Tas
bitiski samazinaja virusu slodzi un noradija uz to, ka ART inhibé CMV un pacienti
var tikt veiksmigi izarstéti ar ART, kas inhib& vairakus herpesvirusu paveidus, taja
skaita CMV, HSV-1LEBV un ir daudzsoloSas zales ar1 pret HHV-6, jo tam piemit
augsta biopieejamiba un minimali blakus efekti (Milbradt, 2009).
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2. METODES UN MATERIALI

2.1. Pacienti

Lai veiktu pareizu pacientu grupas atlasi un apstiprinatu AIT diagnozi, tika
veikti papildus autoantivielu testipret tircoglobulinu (TG), tireoperoksidazi (TPO) un
TSH receptoriem, izmantojot ELISA reagentu komplektus péc razotaja protokola
(EUROIMMUN, Germany).

No visiem pacientiem ar vairogdziedzera saslim$anam, p&tijuma tika ieklauti
52 pacienti ar autoimiino tireoiditu (49 (94%) sievietes un 3 (6%) viriesi, vecuma
mediana 47.00 IQR: 38.50-57.00), kuriem tika veikta tireoidektomija
(Thyreoidectomia totalis), 30 auopsiju paraugi no 26(87%) sieviettm un 4 (13%)
virieSiem (vecuma mediana 58.50 IQR 51.50-67.00) bez raksturigajam AIT pazimém
vairogdziedzeru histologiskajos izmekl&jumos, un 30 veseli asins donori ka kontroles
grupa (25 (83%) sievietes un 5 (17%) viriesi, vecuma mediana 33.50 IQR 27.75-
44.25). Atlauja pétijuma veiksanai tika sanemta no Rigas Stradina universitates (RSU)
Etikas komitejas un Visi pétijuma dalibniekideva rakstveida
piekriSanuizmekl€jumiem. Paraugi pétijumam sanemti no Rigas Austrumu kliniskas

universitates slimnicas.
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5. att€ls. Asins un vairogdziedzeru paraugu analizé$anasshéma.

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

legutas periferas asinis atSkaidija 2 reizes ar PBS buferi un akurati uzslanoja
uz fikolagradienta attieciba 2:1 (o= 1,077+0,001; Eurobio, Francija). Uzslanotas asinis
centrifuggja pie 1400 apg./min 12 minites. P&c centrifugéSanas gradienta vidusdala
veidojas balts gredzens - PBMC, ko p&c tam atsiica un 2 reizes mazgaja ar PBS.
Izdalitas PBMC glabaja safasétas pa 0,5 ml PBS bufert pie -70 °C.

Periféras asinis ielgja tris stobrinos pa 0,5 ml. Par§jo asins paraugu
centrifuggja 15 minttes 1400 apg./min, lai iegiitu plazmu. P&c centrifugéSanas augseja
slani nostajas plazma, kuru parnesa tiros stobrinos, kurus cenrifuggja 3000 apg./min
10 minttes. P& tam plazmu parl§ja uz tiriem stobriniem un centrifugg€ja 9000
apg./min, 10 minites. Parnesa plazmu tiros stobrinos pa 200 pul katra. Rezultata tika
ieglita plazma, kas ir briva no Stinam. Visus paraugus lika uzglabaties -70° C lidz

DNS izdaliSanai.

2.3. DNS izdaliSana no asinim un audiem

Pie 0,5 ml asinim (paraugs) pievienoja 1ml liz&joso buferi (100mM Tris HCI
(pH 7.6); 5mM MgCI2; 100mM NaCl), kas veicinaja $tnu noardisanu. Lai Stnas
nogulsn&tos, paraugus samaisija un centrifug€ja (10000 apgr./min. 3 miniites). legiito
supernatantu nopéma un pie nogulsnétam §tinam pievienoja Iml 3x destilétu Gdeni, lai
tas atmazgatu. Paraugus samaisija un centrifugéja (10000 apgr./min. 3 mindtes).
Iegiito supernatantu nonéma un gan nogulsném, gan vairogdziedzera audu paraugiem
pievienoja 80 pl proteinazes K buferi (L00mM Tris HCI (pH 8.0); 50mM EDTA (pH
8.0)) proteinu SkelSanai. Asins paraugiem pievienoja 20 pl, audu paraugiem 30 pl
20% SDS (natrija dodecilsulfau), kas ske] leikocitu membranas. Tad asins paraugiem
pievienoja 15 pl, audu paraugiem 20 pl proteinazi K un 3x destilétu tideni lidz 0,5 ml
atzimei. Paraugus samaisija un atstdja inkub€ties Cetras stundas 55°C
temperatira. DNS tika izdalits, izmatojot fenola-hloroforma metodi. Péc inkubacijas
paraugiem pievienoja 0,5 ml fenola. Paraugu maisija 10 mindtes un centrifuggja
(10000 apgr./min. 10 miniites), lai ekstragétu DNS. Nonéma supenatantu un
parvietoja to tira stobrina. Katram paraugam pievienoja 250 ul fenola un 250 pl

hloroforma, maisija tos 10 miniites un tad centrifuggja (10000 apgr./min. 10 minttes).
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legiito supernatantu parvietoja uz tiru stobrinu un pievienoja 500 pl hloroforma,
paraugu maisija 10 minttes un centrifug€ja (10000 apgr./min. 10 miniites). legiito
supernatantu parvietoja uz tiru stobrinu un paraugam,lai nogulsnétu DNS, pievienoja
1 ml 96% etanola un viegli samaisija. Paraugus centrifugéja 14000 apgr./min 15
miniites +4°C. Etanolu nolgja un nogulsném pievienoja 1 ml 70% etanola
(atmazgasanai) un centrifugéja 14000 apgr./min 15 minttes +4° C. IzI€ja etanolu no
stobriniem ar nogulsném un lava tiem nozit. Izdalito DNS skidinaja ar 3x destilétu

tideni. Destiléto tideni pievienoja atkariba no DNS daudzuma (10-60 pl).

2.3.1. DNS koncentracijas noteikSana

Izdalitas DNS koncentraciju noteica ar NanoDrop 1000 spektrofotometru, kas
méra elektromagnétisko Skidruma spraigumu. Nukleinskabes koncentracijas
noteikSanai izmantoja ND 1000 programmu. Saskana ar razotaja instrukciju sist€émas
kalibréSanai lietoja 2 pl 3x destiléta idens meérjjumu,ko atkartoja ik péc seSiem
mérjjumiem. DNS koncentracijas mérisanai sisteému iestatija uz 260 nm vilpa garumu.
Koncentracijas noteikSanai néma 2 pul DNS parauga. legiitie rezultati tika izteikti ka

DNS ng/pl — nanograms uz mikrolitru.

2.3.2. DNS kvalitates parbaude

Asnis un audu paraugu DNS kvalitati noteica parbaudot B-globina génu PCR
ar atbilstosiem praimeriem (Vandamme et al. 1995). DNS uzskatija par kvalitativu, ja
PCR produkta lielums 200 bp.

Reakcijas maisijuma pagatavoSana vienam paraugam:
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Reagenti Tilpums 25 I Koncentracija
PCR buferis 2.5 10x

MgCI2 2.0 25mM

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

Taq polimeraze 0.1 5U/ ul

3x destiléts tidens 17.7

Praimeru seciba:

GS 268 5’-ACACAACTGTGTTCACTAGC-3’
GS 269 5°-TGGTCTCCTTAAACCTGTCTTG-3’

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

pedgjais elongacijas posms ilgst 7 mintites 72°C.

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

rezultati tika vizualiz€ti un analizeti 1,7% elektroforézes gela.

2.4. HHV-6 genoma secibas klatbiitnes noteik§ana

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

genoma DNS un negativa kontrole no HHV-6 negativa asins donora.
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Praimeru seciba I ciklam:

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

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

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

1.cikls 50 pl 2.cikls 25 pl
Reaktivi 50 pl Reaktivi 25l Konc.
PCR buferis 5.0 PCR buferis 25 10x
MgCl; 3.0 MgCI2 (25 mM) 15 (25 mM)
dNTP 1.0 dNTP (10 mM) 05 (10 mM)
Praimeris HV61 0,2 Praimeris HV63 (100 uM) 0.1 (100 uM)
Praimeris HV62 20  Praimeris HV64 (100 uM) 0.1 (100 pM)
Taq polimeraze 2.0 Taq polimeraze (5U/pl) 0.1 (SU/u)
3x destiléts H2O 30,4 3x destilets idens 15.2

2.5. HHV-6 genoma tipésana

HHV-6 virusa veidu noteica paraugos, kuros konstatéta HHV-6 genoma
klatbttne ar nPCR. Virusu genoma tipéSana veikta saskana ar Lyall E.G., Cubie H.A.
1995. Izmantots pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker 23 markieris (MBI Fermants,

Lietuva).
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PCR maisijums vienam paraugam:

1.cikls 50 pl 2.cikls 25 pl
Reaktivi 50 pl Reaktivi 25l Konc.
PCR buferis 5.0 PCR buferis 25 10x
MgCl; 3.0 MgClI2 15 (25 mM)
dNTP 1.0 dNTP 05 (10 mM)
Praimeris HV661 0,2 Praimeris HV663 0.1 (100 uM)
Praimeris HV662 0.2 Praimeris HV664 0.1 (100 uM)
Taq polimeraze 0.2 Taq polimeraze 0.1 (SU/u)
3x destiléts H,O 30,4 3x destilét adens 15.2

Praimeru seciba I ciklam:
661: 5’-CAA-GCC-CTA-ACT-GTG-TAT-GT-3’
662: 5°-TCT-GCA-ATG-TAA-TCA-GTT-TC-3’
Il ciklam:
663: 5’-CTG-GGC-GGC-CCT-AAT-AAC-TT-3’
664: 5°’-ATC-GCT-TTC-ACT-CTC-ATA-AG-3’
Amplifikacijas programma I ciklam: 95°C 4 min; 30 cikli : (4°C 1 min, 50°C 1
min, 72°C 1 min); 72°C 10 min.
Amplifikacijas programma II ciklam: 95°C 4 min; 30 cikli (94°C 1 min, 60°C 1
min, 72°C 1 min); 72°C 10 min.
Rezultati tika vizualiz€ti un analizéti 1,7% elektroforézes gela. PCR

sagaidamais produktu izmérs HHV-6A virusam 195 bp un HHV-6B 423 bp, ko
noteica ar markieri pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker 23 (MBI Fermantas Lietuva).

2.5. RNS izdalisana no asinimun audiem

Audus un asinis homogenizgja, pievienojot Iidz 1 ml TRI Reagent maisijumu.
Samaisija. Inkubgja istabas temperatiira 5 minites. Centrifuggja 12.000 xg 10 min
4°C. Nopéma supernatantu jauna stobrina. Tur pievienoja 200ul hloroformu,
samaisija un inkubgja istabas temperattira 15 miniites. Centrifuggja 12.000 xg 15 min
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4°C. Nonéma supernatantu un ievietoja to jauna stobrina. Pievienoja tam 500ul
izopropanolu, samaisija 5-10s, un inkub&ja 10 min istabas temperatiira. Centrifugé€ja
12.000 xg 8 min 4°C. Nolgja supernatantu, lai stobrina paliktu nogulsnes un
pievienoja 1 ml 75% etanolu. Centrifugg€ja 7.500 xg 15 min 4°C. Nolgja etanolu un
zavgja gaisa 5 min. Pievienoja katra stobrina 30ul DEPC udeni, samaisija ar pipeti.
No paraugiem pan€ma 4ul RNS koncentracijas parbaudei, izmantojot NanoDrop 1000

spektrofotometru.
2.6. Elektroforéeze agarozes gela

Agarozes g€lu pagatavoja no 1,7 agarozes pulvera un 100 ml 1XTEA bufera Sskiduma
(20 ml 50x TEA bufera Skiduma koncentratam pievienoja lidz 1L 3x destilétu tideni).
Agarozes g€lam pievienoja 5 ul etidija bromidu. Elektroforézes aparata ielgja 1x TEA
buferi un ievietoja taja gela plati. 10 pl no produkta parauga iekrasoja ar 1 pl 6x DNS
Loading dye krasu, samaisot ar pipeti, un uznesa to uz géla plates. Paraugu rindas gala
pievienoja markieripUC19 DNA/Mspl (Hpall), (MBI Fermantas, Lietuva) produktu
garuma noteikSanai. Markieri pagatavoja, nemot Sul markiera, Sul 6x DNS Loading
Dye Solution krasvielu un 20 pl 3x destiléta idens. Péc elektroforézes gelu novieto uz

UV transiluminatora, kur var noverot iegtitos rezultatus.

2.7. ELISA (Enzyme- Linked Immunosorbent Assay)

Pacientu paraugiem tika veikti ELISA- enzimu iminsorbcijas autoantivielu
testi pret tireoglobulinu (TG), tireoperoksidazi (TPO) un TSH receptoriem, izmantojot
ELISA reagentu komplektus saskana ar razotajuinstrukciju(EUROIMMUN,
Germany).

Lai apstiprinatu iegttos PCR rezultatus, plazmas paraugos tika noteiktas
HHV-6 specifiskas IgG klases antivielas, izmantojot komercialo ELISA reagentu
komplektu (Panbio, Sinnamon 106 Park, QLD, Australia)saskana ar razotaju

instrukciju.
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2.8. HHV-6 slodzes noteik§ana

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

(Sacace Biotechnologies, Italy)saskana ar razotaju instrukciju.

2.9. Gaismas mikroskopija

Vairogdziedzera audu paraugi no pacientiem ar AIT tika fiks&ti 24 h ar 4%
glutaraldehida fosfatu buferskidumu un 24 h ar osmija tetraoksidu. Péc dehidratacijas
acetona (70% - 100%) paraugi tika apstradati 24 h 50°C acetona- epoksidsveku
(Durcupanl) maisjjuma bez katalizatora un talak meércéti epoksidsveku maisijuma
(Durcupan 2) ar katalizatoru. Ar ultramikrotomu sagrieza vidg€ji biezus (0.5um)
griezumu slanus. Ar metala cilpu tos parnesa uz prickSmetstiklina ar destiléta fidens
pilienu. Tos zav&ja 10 miniites 50°C un iekrasoja ar centrifugétu, sakarsétu toluidina
zilo krasvielu. PriekSmetstiklinus noskaloja ar destilétu fideni un noZavé&ja istabas
temperatira. Preparatus analiz€ja ar gaismas mikoskopu un attélus ieguva ar
mikroskopam pievienotu digitalo fotokameru. Iekrasotie materiali tika izmantoti
vispargjai morfologiskai apskatei un talakai attéla analiz€Sanai tika izmantots
transmisijas elektronu mikroskops. Visus kimiskos materialus iegadajas no Sigma

Aldrich Chemie GmbH, Vacija.

2.10. Izmantotie materiali, reagenti un iekartas

Iekartas un materiali
e Aukstuma centrifiiga: Heraeus Fresco 21 Microcentrifuge, Thermo Fisher
Scientific, Vacija
e Centrifuga: Centriftiga: Mini Spin Eppendorf, Vacija.
e Centrifuga:Mikro 22r, Hettich, Vacija.
e Elektoforézes aparats:Cambridge Protein analysis & DNA sequencing
Electrophoresis, Lielbritanija.

e Gaismas mikroskops: Leica DM 500B, Wetzlar, Vacija
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Lidzstravas avots: Power Pack P25T ,Biometra, Vacija.

Maisitajs: Bio Vortex V1, Biosan, Latvija.

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

Mikrovilnu krasns: Samsung selection, Dienvidkoreja.

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

Reakeciju stobrini 0,5 ml, 1,5 ml un 2 ml, uzgali ar filtru, uzgali bez filtra:
Reala laika PCR detekcijas sistéma: CFX96 Real-Time System C1000 Touch
Thermal Cycler, BIO RAD, ASV.

Spektrofotometrs: NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer, ASV.

Stikla kolbas, Sk&res, pincetes, markieri, lateksa cimdi

Svari: KERN, PLJ 510 3M, Vacija.

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

Ultramikrotoms: Reichert-Jung, Austrija.

UV transiluminators: Transilluminator TI2, Biometra, Vacija.

Reagenti:

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

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

Elektoforézes markieris: pUC19 DNA/Mslp (Hpall) Marker, 23.
Elektroforézes buferis: 50x TAE Electrophoresis buffer, Thermo Fisher
Scientific, Vacija.

Etanols: 96%, 70%

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

Fenols: Sigma, Vacija.

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

Liz&josais buferis (0,5 ml 1M Tris HCI, 0,125 ml MgCl> (2M), 0,125 ml NaCl
(4M), 3x destiléts tudens lidz 50 ml).

Loading Dye Solution: 6x, Fermentas, Lietuva.
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MgCl> (25 mM) - Fermentas, Lietuva.

Izopropanols: Sigma, Vacija

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

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

SDS: 20g SDS, 80 ml 3x destiléts tidens.

TAE buferis: 20 ml Tris-acetata 50x (TAE), 980 ml 3x destiléts Gdens.

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

TEA: 50x%, Fermentas, Lietuva.

TRI Reagent maistjums: Sigma, Vacija.
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3. REZULTATI

Visiem 52 pacientiem, kuriem tika parbaudita un apstiprinata AIT diagnoze ar
ELISA testiem,tika noteiktas autoantivielas pret TPO, TG un TSH receptoriem

dazadas kombinacijas (6. attels).

H TSHr

HTG

MTPO

H TSHr+TPO

M TG+TPO

M TSHr+TG+TPO

Autoantivielu | TSHr | TG | TPO | TSHr+TPO | TG+TPO | TSHr+TG+TPO
klatbutne

Pacientu 7 4 9 15 13 3
skaits (n=52)

6. attéls. Vairogdziedzera specifisko autoantivielu klatbiitnes procentuals sadalijums
pacientiem ar autoimiino tireoiditu (AIT).

Figure 6. Proportional distribution in percentage of thyroid-specific auto-antibodies
presence in patients with AIT.
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3.1.Molekularie virusologijas, imunologijas un histologijasrezultati pacientiem ar

AIT

3.1.1. HHV-6 virusa genoma klatbiitnes noteik§ana AlT pacientiem

Izdalitas DNS paraugu kvalitati asins un audu paraugiem noteica parbaudot -
globina géna klatbiitni ar polimerazes kédes reakciju. DNS tika uzskatita par
kvalitativi attiritu, ja PCR produkta lielums bija 200 bp. Visos izdalitajos DNS

paraugos tika konstatéta 3-globina géna secibas klatbiitne.

Markieris

242

S S e T D SIS RN R e we
110

7. attels. B-globina géna amplifikacijas produkta elektroforézes analize 1.7% agarozes
gela. 1.-10. Vairogdziedzera audu DNS paraugi, kas satur B-globina géna secibas. K-
negativa tdens kontrole. Markieris pUC19 DNA/Mspl (Hpall), (MBI Fermantas,

Lietuva).

Figure 7.Electrophoretic analysis of B-globin gene amplification product in 1.7%
agarose gel.1.- 10. Thyroid tissue samples with - globin gene sequence K- negative
water control. Marker (pUC19 DNA/Mspl (Hpall), (MBI Fermantas, Lithuania).

HHV-6 genoma sekvence tika atrasta 51 no 52 asins un/vai vairogdziedzera
audu DNS paraugos: 25 (48%) pacientiem gan audu, gan asins DNS paraugos, bet 26
(51%) pacientiem tikai audu DNS paraugos. Nevienam pacientam netika atrasts
HHV-6 genoms tikai asinis, un tikai vienam HHV-6 genoms netika atrasts ne asinis,

ne audos (1. tabula).
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8.attels. HHV-6 specifiskas amplifikacijas produkta elektroforézes analize 1,7%
agarozes géla. 1. Negativa tidens kontrole, 2.-3.; 5.-6.; 8.-9.; 11. Vairogdziedzera audi
paraugi, kuri satur HHV-6 genoma secibu (258 bp) 4., 7., 10. Asins paraugi, kuri
nesatur HHV-6 genoma secibu. 12.Kontrole, kas nesatur HHV-6 virusa secibu. 13.
Pozitiva kontrole. 14. Markieris pUC19 DNA/Mspl (Hpall), (MBI Fermantas,
Lietuva).
Figure 8. Electrophoretic analysis of HHV-6 specific amplification product in 1.7%
agarose gel. 1.Negative water control, 2.-3.; 5.-6.; 8.-9.; 11. Thyroid tissue samples
with HHV-6 genome sequence (258 bp). 4., 7., 10. Blood DNA samples without
HHV-6 genome sequence. 12.Control sample without HHV-6 viral sequence.13.
Positive control. 14. Marker (pUC19 DNA/Mspl (Hpall), (MBI Fermantas,
Lithuania).

1. Tabula
HHV-6 genoma sekvences klatbiitne asins un audu DNS paraugos pacientiem ar AIT.

Table 1

Presence of HHV-6 sequence in whole blood and thyroid tissue DNA of patients with
AIT.

HHV-6 genoma sekvences AIT pacientu paraugi
sadalijums paraugos (n=52)
HHV-6 tikai asins paraugos 0
HHV-6 asins un audu 25
paraugos
HHV-6 tikai audu paragos 26
Paraugi, kuros nav HHV-6
genoms 1
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3.1.3. HHV-6 virusa tipeSana

Ar nPCR metodi noteiktajiem HHV-6 pozitivajiem paraugiem, veica virusa
veida (HHV-6A vai HHV-6B) noteiksanu. To parbaudija ar nPCR ieprieks noteiktajos

pozitivajos paraugos. Visos paraugos detekteja HHV-6B virusa secibu.

9. Attels.HHV-6A un HHV-6B specifiskas amplifikacijas produkta elektroforézes
analize 1,7% agarozes gg€la. 1., 8.Negativa Gdens kontrole. 2.-6.; 11. Vairogdziedzera
audu DNS paraugi, kas satur HHV-6B virusa secibu (423 bp). 7.Kontrole, kas nesatur
HHV-6 virusa secibu 9. Poztiva kontrole HHV-6A (195 bp.) 11. Pozitiva kontrole
HHV-6B (423 bp). 10. Markieris (pUC19DNA/Mspl (Hpall)).

Figure 9.Electrophoretic analysis of HHV-6A and HHV-6B specific amplification
product in 1.7% agarose gel. 1., 8. Negative water control. 2.-6.; 11. Thyroid tissue
samples with viral HHV-6B sequence(423 bp). 7. Control sample without HHV-6
viral sequence. 9. Positive control ofHHV-6A(195 bp). 10. Marker
(pPUC19DNA/Mspl (Hpall)). 11. Positive control of HHV-6B (423 bp).

3.1.4. Aktivas HHV-6 infekcijas noteiksana

U79/80 pozitivi bija 24/51 (47%) vairogdziedzera audu paraugi pacientiem ar
AIT. Neviens no periféro asinu mononuklearo $tinu paraugiem nebija HHV-6 U79/80

mRNS pozitivs.

37



10. attels. U79/80 specifiskas amplifikacijas produkta elektroforézes analize 1,7%
agarozes géla.l. Pozitiva kontrole, 2. Negativa tdens kontrole, 3., 6., 10. U79/80
pozitivi vairogdziedzera audu paraugi. 4.-5.; 7.-9. U79/80 negativi vairogdziedzeru
audu paraugi. 11. Negativa tdens kontrole. 12. Kontrole, kas nesatur HHV-6 virusa
secibu.

Figure 10. Electrophoretic analysis of U79/80 specific amplification product in 1.7%
agarose gel. 1.Positive control.2. Negative water control. 3., 6., 10. U79/80 positive
thyroid tissue samples. 4.-5.; 7.-9. U79/80 negative thyroid tissue samples. 11..

Negative water control. 12 Control sample without HHV-6 viral sequence.

3.1.5. HHV-6 virusa slodzes noteik§ana pacientiem ar AIT

HHV-6 virusa slodze tika noteikta ar reala laika polimerazes k&des reakciju
(Real-Time PCR) asins un vairogdziedzeru audu paraugos, kuriem tika veikta ieksgja
praimeréSana (nPCR). Tikai divos asins paraugos no 26 varg€ja noteikt virusa slodzi
(46 un 181 kopijas/1x10° 179 sinam), paréjie asins paraugi bija zem detekcijas limita
izmantotaja komplekta (5 kopijas uz reakciju, saskana ar razotaja protokolu); turprett
visos HHV-6 pozitivajos vairogdziedzera audu paraugos virusa slodze bija nosakama

(mediana 1110 IQR: 271-2027 kopijas/1x10° §iinam).

Virusa slodze pie aktivas infekcijas bija lielaka ka pacientiem pie latentas
infekcijas(mediana 2147 IQR: 971-4188 pie aktivas pret 551 IQR: 145-1589

kopijas/1x10° stinam pie latentas infekcijas).
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3.1.6. Specifisko anti-HHV-6 1gG klases antivielu klatbiitnes noteik§ana

Lai gan ne visi asins paraugi uzradija HHV-6 genoma sekvences klatbiitni,

98% (51/52) bija pozitivi uz anti- HHV-6 IgG klases antivielam.
3.1.7. Vairogdziedzeru audu histologiska izmekléSana pacientiem ar AIT

Mikroskopiska izmekléSana atklaj plasu parenhimas infiltraciju ar
mononukleariem iekaisuma infiltratiem, kas satur mazus limfocitus, plazmas Stinas un
labi attistitus germinalos centrus. Vairogdziedzera folikuli ir mazi, pilditi ar blivu
granularo citoplazmu- sauktas par Hurthle Sinam. Daziem pacientiem novérojama
parenhimala atrofija un fibroze. Intraepiteliali limfociti bija reti redzami. DaZos
vairogdziedzera folikulos vargja noverot lielus intrafolikularu makrofagu

sakopojumus un koloida zudumu.

Vairogdziedzera parenhimas mikroskopiskie izmekl&jumi uzradija dazadas
folikularo bojajumu un degeneracijas stadijas, kas izpaudas ka folikulu un $tnu
formas izmainas, samazinata koloidala Skiduma krasoSanas, plaSa limfocitara
infiltracija, blakus esoSo folikulu saaugSana un neliela intersticiala fibroze.

Pie diagnozes makrofolikulara koloidala struma, vairogdziedzera folikuli sastavéja
galvenokart no vairak vai mazak saplacinatiem tirocitiem (folikulara epitélija), kur
dazam $inam bija palielinati vai parklajas, un koloida centralas masas ar dazadu
krasojumu. (11. a,b un 12. Attéls). Mikrofolikularas koloidalas strumas un folikularas
adenomas gadijumos (13. attéls) tika noveroti vairogdziedzera folikuli ar kubveida
epitéliju gredzenveida izkartojuma, tie bija neliela izméra un samazinatos daudzumos.
Preparatos vargja noverot ar1 viegla krasojuma vakuoliz&tas $iinas ar polimorfiskiem,
fragment&tiem vai piknotiskiem kodoliem, kas morfoligiski raksturo tirocitu $iinu
bojaeju (11. a,b un 13. attela). Pie redzamas pamatnes slana parafolikularas stnas (C-
Stinas), kas ir arpus lumena. Ap folikuliem un parenhimalajam $tinam un koloida
verojama limfoido $tinu migracija (12. Attels), ka ari tas ir redzamas intersticija AIT
pacientu preparatos. Bojajumi variéja no sakotnéjam izmainam parenhima lidz
fibrozes progresam ap atlieku folikuliem un fibrotiskam saistaudu kartam, kas satur

kapilaru tiklu (11.b un 13.att&ls).

39



o}

11. Attels (a,b). Dazadu stadiju folikulari bojajumi un limfocitara infiltracija
vairogdziedzer1 pacientiem ar AIT.

Figure. 11. Different stages of follicular damage and lymphoid infiltration in thyroid
glands of patients diagnosed with autoimmune thyroiditis.

Dilatacija un normalas folikulu formas zudums, saplacinats epitélijs un samazinata
koloida krasoSanas dazos folikulos, saistaudu fibroze, makrofolikulara koloidala
struma (a); blakus esoSo folikulu saaugsSana, fokala nekroze un fibrotiskas saistaudu
joslas intersticialos saistaudos (b); F-folikularas $tinas, Pf- parafolikularas stinas, L-

limfoidalas $tnas, Ct- fibrozes joslas saistaudos, Fc-fibrociti, C-koloids, Bv-asinsvadi;
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vidgja biezuma griezumi (0.5 um), gaismas mikroskops Leica DM 5000B, x100,

Westzlar, Vacija.

12. Attels. Vairogdziedzera struktiira pacientam, kas diagnosticéts ar AIT un
makrofolikularu koloidalu strumu.

Figure 12. Thyroid gland of patient diagnosed with autoimmune thyroiditis and
macrofollicular colloid struma.

Vairogdziedzera folikuli ar saplacinatu folikularo epit€liju un saruku$am parenhimas
sinam ar piknotiskiem vai fragment&tiem kodoliem. Folikulara koloida limfocitara

migracija; videji plani griezumi (0.5 um), gaismas mikroskops Leica DM 5000B,

x100, Westzlar, Vacija.
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13. Attels. Vairogdziedzera struktiira pacientam, kas diagnosticéts ar AIT un
folikularo adenomu.

Figure 13. Thyroid gland of patient diagnosed with autoimmune thyroiditis and
follicular adenoma.

Redzami atrofiski un mazi folikuli ar lielu daudzumu kubveida un zemu
daudzkartainu epiteliju un limfoidalam siinam. Koloida reducésanas; fokalas nekrozes
un intersticialas fibrozes joslas. F- folikularas Stnas,L- limfoidalas $tinas; vid&ji plani

griezumi (0.5 um), gaismas mikroskops Leica DM 5000B, x100, Westzlar, Vacija.

3.2.Molekularie virusologijas, imunologijas un histologijasrezultati kontroles

grupas un autopsiju materialu paraugos

3.2.1. HHV-6 virusa genoma klatbiitnes noteik§ana autopsiju materialos

HHV-6 genoma sekvence tika atrasta 23 no 30 (77%) DNS paraugos, kas tika
izdaliti no kontroles grupas autopsiju materiala: 8 (34%) gadijjumos no asinim un
audiem, 9 (39%) tikai dziedzeraudos un 6 (26%) tikai no asins DNS paraugiem.

2. Tabula

HHV-6 genoma sekvences klatbiitne kontroles grupas autopsiju materiala.
Table 2

Presence of HHV-6 sequence in control group’s autopsy material.

HHV-6 genoma sekvences Kontroles grupas paraugi
sadalijums paraugos (n=30)
HHV-6 tikai asins paraugos 6
HHV-6 asins un audu 8
paraugos
HHV-6 tikai audu paragos 9
Paraugi, kuros nav HHV-6
genoms !
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3.2.2. Aktivas HHV-6 infekcijas noteikSana

Lai noskaidrotu, vai kada no kontroles grupas autopsiju paraugiem ir aktiva
HHV-6 infekcija, ar reversas transkripcijas polimerazes k&des reakciju tika noteikts
HHV-6 mRNS. Kontroles grupas autopsiju paraugos U79/80 pozitivs bija 1/17 (6%)

paraugiem.
3.2.3.HHV-6 virusa slodzes noteik§ana

Tikai vienam pacientam no kontroles grupas bija aktiva HHV-6 virusa

infekcija ar virusa slodzi 4511 kopijas/1x10 ® §tinam.
3.2.4.Kontroles grupas autopsiju materialu histologiska izmekléSana

Kontroles grupas autopsiju vairogdziedzeru audu histologiskajos preparatos

nenovéroja patologiskas izmainas.

3.2.5.Autoantivielu noteik§ana praktiskiveseliem asins donoriem
Paraugiem no prakstiski veseliem asins donoriem tika veikti ELISA testi uz
autoantivielu noteikSanu. Nevienam no veseliem donoriem neuzradijasTPO, TG un

TSH receptoru autoantivielas.

3.3. Pacientu un kontroles grupas individu salidzino$a analize.

Veicot ELISA testus pret tircoglobulinu (TG), tireoperoksidazi (TPO) un TSH
receptoriem,visiem pacientiem ar AIT tie bija pozitivi, savukart nevienam no

veseliem donoriemneuzradijas autoantivielas pret TPO, TG un TSH receptoriem.
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14. attels. Vairogdziedzera specifisko autoantivielu klatbiitne kontroles grupai un
pacientiem ar autoimiino tireoiditu (AIT).

Figure 14. Presence of thyroid-specific auto-antibodies in control group and patients
with AIT.

Salidzinot ar kontroles grupu, persistentas HHV-6 infekcijas klatbiitne

pacientiem ar AIT bija ieverojami lielaka (p=0.0031), attiecigi 69% un 31%.

44



30 4

25
m
=
$ 20 M Pacientiar AIT (n=52)
w
'g M Kontroles grupa (n=30)
g .
B 15 7
'
=
T 10 7
=
h
5 -
(0]
> o = &
1;:95? 'b‘:’% ,f_-‘.'.'r“"’l"s:I {p{\
"t:;' Q?’ QI:'E.-
9 Q 3 @
o t‘:} \}f} ;
q:t&“'u o .:,‘1"\‘7 i
3 * o o
& & @ e
(& 45 "y
".‘l% Q‘D !b Q&?
2 = B
> & N3 &
& fo & <
&
3

15. attels. AIT pacientu un kontroles grupas HHV-6 genoma sekvences klatbatnes
salidzinajums asinis un audos.

Figure 15. Comparison of HHV-6 genome presence in control group and patients with
AlT.

HHV-6 genoma sekvence tika atrasta 25 (48%) pacientiem gan audu, gan
asins DNS paraugos un 8 (27%) kontroles grupas pacientiem (p=0.0395)DNS tikai
audu paraugos tika atrasta 26 (51%) AIT pacientiem, un 9 (30%) paraugos no
kontroles grupasNevienam AIT pacientam netika atrasts HHV-6 genoms tikai asinfs,
savukart no kontroles grupas to atrada 6 (20%) paraugos. Viena parauga no pacienta
ar AIT un septinos kontroles grupas paraugos netika noteikta HHV-6 genoma
klatbiitne.

Analizéjot mRNS, HHV-6 aktivas infekcijas (U79/80) biezums bija
ievérojami lielaks  AIT vairogdziedzera audu paraugos (24/51 (47%) salidzinot ar
1/17 (6%); p=0.0028) kontroles grupas pacientiem.
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16. attels. U79/80 pozitivi paraugi kontroles grupa un vairogdziedzera audos

pacientiem ar AIT.

Figure 16. U79/80 positive samples in control group and patients with AIT.

Vidgja HHV-6 virusa slodze, salidzinot aktivas un latentas infekcijas
pacientus, bija augstaka pacientiem ar aktivu virusa infekciju (2147 IQR: 971-4188
pret 551 IQR: 145-1589 kopijas/1x10°® $tnam). Vienam individam no kontroles
grupas ar aktivu HHV-6 infekciju virala slodze bija 4511 kopijas/1x10° §Ginam.
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4. DISKUSIJA

Vairakos pétijumos ir minéta iesp&jama HHV-6 infekcijas loma AIT
izraisiSana.

Thomas et al. (2008), petot pec-operaciju vairogdziedzeru audu paraugus
pacientiem ar autoimiinam vairogdziedzera slimibam, ar PCR metodi konstatgja
HHV-6 klatbiitni 2 no 15 (13.3%) Hasimoto tireoidita pacientiem, savukart ta
klatbiitne netika atrasta neviena audu parauga pacientiem ar Greivsa slimibu.

Si pétijuma rezultati atspogulo ievérojami lielaku persistentas HHV-6
infekcijas klatbuitne pacientiem ar AIT (51/52, 98%), salidzinot ar kontroles grupu
(23/30, 77%), (p=0.0031).

Neviens no veseliem asins donoriem neuzradija vairogdziedzera specifiskas
autoantivielas, apstiprinot to, ka §is antivielas visbiezak ir raksturigas pacientiem ar
AIT.

Saja pétijuma 51 pacientam tika atrasta HHV-6 genomiska sekvence
vairogdziedzeru audu DNS, savukart 26 iegitie asins DNS paraugi bija HHV-6
negativi, bet visiem tika konstat&tas anti-HHV-6 1gG klases antivielas.

legiitie dati liecina par arkartigi zemu viralo slodzi asinis, ko nevar noteikt pat
ar nPCR metodi, lai gan nevar izslégtiesp&ju, ka pastav citas HHV-6 persistentas
infekcijas atraSanas vietas organisma. Ari Chen T., Hudnall D. 2006. gada pétijuma
informacija par herpesvirusu anatomiskajam atraSanas vietam organisma atbalsta Sos
rezultatus, arl vini neatrada HHV-6 asinis 5/6 post mortem individiem, lai gan to
noteica dazados organisma audos, taja skaita vairogdziedzerT.

ST petfjuma rezultati paradija, ka 26/52 (48%) pacientu HHV-6
genomiska sekvence ir tikai vairogdziedzeru audu DNS paraugos, kas varétu liecinat
par HHV-6 persitentu infekciju vairogdziedzeri. Ari reala laika PCR iegiitie rezultati
uzrada to, ka HHV-6 virusa slodze ir augstaka vairogdziedzeru audu paraugos neka
asinis, lai gan nevarétu izslégt iesp&ju, ka HHV-6 DNS klatbiitne ir limfocitisko audu
infiltratos.

HHV-6 U79/80 mRNS klatbiitni atrada tikai vairogdziedzeru audu
paraugos, neviena no periféro asinu paraugiem to neatrada, kas atbalsta iesp&jamibu,

ka HHV-6 ir saistits ar AIT attistibu.
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Lai gan HHV-6 viralas slodzesmedianabija liclaka vairogdziedzeru audu
paraugos pacientiem ar aktivu infekciju (mediana2147 IQR: 971-4188 kopijas/1x10°
Sinam) ka pacientiem ar latentu infekciju (mediana 551 IQR: 145-
1589kopijas/1x10%iinam), virusa slodze, salidzinot ar citam aktivam injekcijam, ir
saméra zema prieks aktivas virusa infekcijas. To varétu skaidrot ar HHV-6 izplatibas
taktiku no Stinas uz S§tnu -Viruss spgj parvietoties no Siinas uz Siinu nenonakot
arpusiiinu vidé. ST metode ne tikai lauj virusam atri izplatities, bet arT izvairities no
imiinsistémas $tinam un izraisit infekciju, $1 izplatibas taktika ir kopiga visam
herpesvirussu infekcijam.

Zhen et al. (2005)paradija, ka U51 spgj pastiprinat vezikulara stomatita virusa
G proteina (VSV-G) ieks€jo Stnu sapliiSanas aktivitati, minot iesp&u, ka US51
pozitivais efekts uz HHV-6 replikaciju varétu rasties ka sekas U51 sp€jas pastiprinat
no Siinas uz Stinu izplatibu Sim Stinu asoci€tam cilvéka herpesvirusam. Tas ar1 varétu
izskaidrot arkartigi zemo viralo slodzi asins paraugos, jo virioni neizklist asins
plusma.

Izmainas vairogdziedzeru folikulos, to sienu struktiira un, visbeidzot, HHV-6
pozitivo intrafolikularo $tinu izskata, dod jaunus ieskatus, lai saprastu un identificétu
visu Stinu veidus, kas piedalas virusa izplatiba. Izmainas vairogdziedzeru folikulos, to
sienu struktiira un, visbeidzot, HHV-6 pozitivo intrafolikularo §tnu izskata, dod
jaunus ieskatus, lai saprastu un identific€tu visu Stinu veidus, kas piedalas virusa
izplatiba. Sie atklajumi norada uz HHV-6 saistibu AIT attistiba, bet ir nepiecieSsama
turpmaka izpéte.

Isegawa Y. et al. 1998. gada aprakstija divus génus (U12 un U51),
kurus satur HHV-6 un, kuri kodé ar G proteinu saistitos receptoru (GCR) paredzamos
homologus uz $tinu virsmas. Proteini, kurus kodé U12 un U51 géni, var tikt ekspreséti
uz epitelialo un dazu periféro asinu mononuklearo Siinu populaciju virsmas, kas
padara tas par potencialu iemeslu, kapéc tiek ierosinats autoimunitates process un
saimnieka organisma GCR ka auto-reaktivo T un B limfocitu mérki.

Ka arf, in vitro HHV-6 specifiskais GCR var mijiedarboties ar citokinu
signalcelu, izraisot RANTES lejupregulaciju. Abi Sie fakti padara Ul2 un US51
proteinus ka idealus objektussava magistra darba, lai pétitu HHV-6 lomu AIT

attistiba.
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5. SECINAJUMI

HHV-6 genoma secibas klatbiitne ir biezak sastopamavairogdziedzera
audos pacientiem ar AIT neka kontroles grupas individiem, tadel nevar
izslegt §1s virusinfekcijas saistibu ar autoimiina tireoidita attistibu.

HHV-6 genoms ir sastopams vairak vairogdziedzeru audos ka asinis, kas
varetu noradit uz persistentas infekcijas atrasanas vietu.

Virusa slodze ir lielaka vairogdziedzeru audu paraugos pacientiem ar AIT,
un ir detektéta HHV-6 U79/80 génu ckspressija, kas liecina par aktivas
infekcijas norisi audos, kas varétu liecinat par nozimigu HHV-6 lomu AIT
etiogeneze.

Pacientiem, kuriem veica HHV-6 virusa tipéSanu, visos paraugos atrada
HHV-6B virusu, kas liecina par to, ka Latvija tas ir izplatitaks ka HHV-
6A.

49



PATEICIBAS

Vélos izteikt lielu pateicibu mana darba vaditajam Maksimam Cistjakovam un
vadosal pétniecei Alinai Sultanovai par veltito laiku, ieguldito darbu un palidzibu
darba izstrades koordinéSanaun praktisko iemanu apgtSana laboratorija.

Pateicos institita direktora p.i. izpilditajai un vadoSai pé&tniecei Modrai
Murovskai par iesp&ju veikt So darbu un stradatRSU A. Kirhens$teina Mikrobiologijas
un Virusologijas institiitalaboratorija.

RSU A. Kirhensteina Mikrobiologijas un Virusologijas institita Bakalaura
darbs wveikts wvalsts pétijumu programmas ,,Biomedicina sabiedribas veselibai
(BIOMEDICINE)” projekta ,,Inovativu infekcijas procesa regulacijas un modulacijas
strat€giju izveide” ietvaros.

50



10.

11.

12.

13.

LITERATURAS SARAKSTS

Adams M.J., Lefkowitz E.J., King A.M., Bamford D.H. 2012.Ratification vote
on taxonomic proposals to the International Committee on Taxonomy of
Viruses,Arch Virol 157:1411-1422

Agut H., Bonnafous P., Gautheret-Dejean A. 2015. Laboratory and clinical
aspects of human herpesvirus 6 infections- Clin Microbiol Rev., 28(2):313-35.
Antonelli A., Ferrari S.M., Corrado A., Di Domenicantonio A. et al. 2015.
Autoimmune thyroid disorders-Autoimmunity Reviews 14(2):174-180
Bandobashi K., Daibata M., Kamioka M., Tanaka Y. et al. 1997., Human
herpesvirus 6 (HHV-6)-positive Burkitt's lymphoma: establishment of a novel
cell line infected with HHV-6- Blood, 90(3):1200-7.

Becerra A., Gibson L., Stern L., Calvo-Calle J.M. 2014. Immuneresponse to
HHV-6 and implications for immunotherapy- Curr.Opin.Virol., 0: 154-161.
Bindra A. et Braunstein G.D. 2006. Thyroiditis-Am Fam Physician,
73(10):1769-1776

Bressollette- Bodin C., Nguyen T.V., llliaquer M., Besse B. et al. 2014.
Quantification of two viral transcripts by real time PCR to investigate human
herpesvirus type 6 active infection-J ClinVirol. 59(2):94-9.

Cappa M., Bizzarri C., Crea F. 2011. Autoimmune Thyroid Diseases in
Children- Journal of Thyroid Research, Article ID 675703, 13 pages

Carbone 1., Lazzarotto T., lanni M., Porcellini E. et al. 2014. Herpes virus in
Alzheimer's disease: relation to progression of the disease- PubMed,
35(1):122-9.

Caselli E., Zatelli M.C., Rizzo R., Benedetti S. et al. 2012. Virologic and
Immunologic Evidence Supporting an Association between HHV-6 and
Hashimoto's Thyroiditis- PLoS Pathog, 8(10): €1002951

Chen T. et Hudnall D. 2006. Anatomical mapping of human herpesvirus
reservoirs of infection- Modern Pathology, 19, 726737

De Bolle L., Naesens L., De Clercq E. 2005. Update on Human Herpesvirus 6
Biology, Clinical Features, and Therapy- Clin Microbiol Rev., 18(1): 217-245
Fatourechi V. 2012. Thyroid dermopathy and acropachy- Best Practice &

Research Clinical Endocrinology & Metabolism, 26(4):553-65.
51


javascript:__doLinkPostBack('','ss~~JN%20%22Autoimmunity%20Reviews%22%7C%7Csl~~rl','');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24380721
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fatourechi%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22863396

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Fujita M., Takahashi A., Imaizumi H., Hayashi M. et al. 2015. Drug-induced
Liver Injury with HHV-6 Reactivation- Intern Med 54: 1219-1222.

Gorniak R.J., Young G.S., Wiese D.E., Marty F.M. et al. 2006. MR imaging
of human herpesvirus-6-associated encephalitis in 4 patients with anterograde
amnesia after allogeneic hematopoietic stem-cell transplantation- AJNR Am J
Neuroradiol 27:887-91.

Hill J.A., Sedlak R.H., Jerome K.R. 2014. Past, present, and future
perspectives on the diagnosis of Roseolovirus infections- Opinion in Virology,
9:84-90

lannaci G., Luise R., Sapere P., Coluccino V. et al. 2013. Fibrous Variant of
Hashimoto’s Thyroiditis as a Diagnostic Pitfall in Thyroid Pathology- Case
Reports in Endocrinology, Volume 2013 Article ID 308908, 5 pages

Iddah M., Macharia B., 2013. Autoimmune Thyroid Disorders- ISRN
Endocrinology- Volume 2013 (2013), Article ID 509764,10.1155/509764
Isegawa Y.,Mukai T., Nakano K., Kagawa M. et al. 1999. Comparison of the
Complete DNA Sequences of Human Herpesvirus 6 Variants A and B-
Journal of Virology, 8053-8063.

Isegawa Y., Ping Z., Nakano K., Sugimoto N. et al. 1998.Human Herpesvirus
6 Open Reading Frame U12 Encodes a Functional -Chemokine Receptor- J
Virol., 72(7): 6104-6112.

Jenkins F., Hoffman L. 2000. Infectious causes of cancer: targets for
intervention Goedert J.J. Overview of Herpesviruses, Ed. 2000,Humana Press,
33-43 pp.

Kaufer B., Flamand L. 2014. Chromosomally integrated HHV-6: impact on
virus, cell and organismal biology- Current Opinion in Virology, 9:111-118
Krueger G., Ablashi D. 2006. Human Herpesvirus-6 : General Virology,
Epidemiology and Clinical Pathology, Ed.: 2nd ed. Amsterdam : Elsevier
Science.

Kuo T., Wang C., Badakhshan T., Chilukuri S. et al. 2014. Review: The
challenges and opportunities for the development of a T-cell epitope-based

herpes simplex vaccine- Vaccine. 32, 6733-6745.

52



25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Lamoth F., Jayet P.Y., Aubert J.D., Rotman S. et al. 2008. Case report: human
herpesvirus 6 reactivation associated with colitis in a lung transplant recipient-
J Med Virol., 80(10):1804-7.

Lea J., Ganttb S., 2013. Human Herpesvirus 6, 7 and 8 in Solid Organ
Transplantation- American Journal of Transplantation 2013; 13: 128-137
Leroy B., Gillet L., Vanderplasschen A., Wattiez R. 2016. Structural
Proteomics of Herpesviruses- Viruses (1999-4915). Vol. 8 Issue 2, p1-17. 17p.
Luiz H.V., Gongalves D., Silva T.N., Nascimento l.et al. 2014. 1gG4-related
Hashimoto's thyroiditis--a new variant of a well known disease- Arq Bras
Endocrinol Metabol., 58(8):862-8

Lusso P. 2006. HHV-6 and the immune system: mechanisms of
immunomodulation and viral escape- Journal of Clinical Virology, 37 Suppl
1:54-10.

Lyall E.G., Cubie H.A. 1995. Human herpesvirus-6 DNA in the saliva of
paediatric oncology patients and controls- Journal of Medical Virology, vol
47, no. 4, pp. 317-22.

Milbradt J., Auerochs S., Korn K., Marschall M. 2009. Sensitivity of human
herpesvirus 6 and other human herpesviruses to the broad- spectrum
antiinfective drug artesunate- Institute for Clinical and Molecular Virology,
46(1):24-8.

Pirags V.Beérzina A., Dzivite 1., Marga M. et al. 2002. Vairogdziedzera
slimibu diagnostika un arstéSana. Riga, Latvijas endokrinologu asociacija 19-
20; 28; 43-44

R. R. Razonable, 2013. Human Herpesviruses 6, 7 and 8 in Solid Organ
Transplant Recipients- American Journal of Transplantation, 13: 67—78
Ranganathan R., Thiagarajan B. 2015. Hasimoto’s thyroiditis a review- Online
Journal of Otolaryngology, Volume 5 Issue 3.5

Razonable R., Paya C. 2003. The Impact of Human Herpesvirus-6 and -7
Infection on the Outcome of Liver Transplantation- Liver Transplantation,
Volume 8, Issue 8

Sattentau Q. 2008.Avoiding the void: cell-to-cell spread of human viruses- Nat
Rev Microbiol., 6(11):815-26.

53


javascript:__doLinkPostBack('','mdb~~a9h%7C%7Cjdb~~a9hjnh%7C%7Css~~JN%20%22Viruses%20%281999-4915%29%22%7C%7Csl~~jh','');

37.

38.

39.

40.

41.

42,

43.

44,

Schirmer E.C., Wyatt L.S.,Yamanishi K., Rodriguez W.J. et al. 1991.
Differentiation between two distinct classes of viruses now classified as
human herpesvirus 6- Proc Natl Acad Sci U S A., 88(13): 5922-5926.

Siddon A., Lozovatsky L., Mohamed A., Hudnall S.D. 2012. Human
herpesvirus 6 positive Reed-Sternberg cells in nodular sclerosis Hodgkin
lymphoma- Br J Haematol., 158(5):635-43.

Tesini B.L., Epstein L.G., Caserta M.T. 2014. Clinical impact of primary
infection with roseoloviruses- Current Opinion in Virology, 9:91-96

Thomas D., Karachaliou F., Kallergi K., Vlachopapadopoulou E. et al. 2008.
Herpes virus antibodies seroprevalence in children with autoimmune thyroid
disease- Endocrine, 33(2):171-175.

Unnikrishnan A G. Hashitoxicosis: A clinical perspective. Thyroid Res Pract,
10, Suppl S1:5-6

Vandamme A.M., Fransen K., Debaisieux L., Marissens D. et al. 1995.
Standardisation of primers and an algorithm for HIV-1 diagnostic PCR
evaluated in patients harbouring strains of diverse geographical origin. The
Belgian AIDS Reference Laboratories. - J Virol Methods. 51(2-3): 305-16.
Yagasaki H., Kato M., Shimizu N., Shichino H. et al. 2010. Autoimmune
hemolytic anemia and autoimmune neutropenia in a child with
erythroblastopenia of childhood (TEC) caused by human herpesvirus-6 (HHV-
6)- Annals of hematology, 90(7):851-2.

Yamanishi K., Okuno T., Shiraki K., Takahashi M. et al. 1988. Identification
of human herpesvirus-6 as a causal agent for exanthem subitum- Lancet,
14;1(8594):1065-7.

54



DOKUMENTARA LAPA

Bakalaura darbs ,HHV-6 iespgjama loma vairogdziedzera autoimiino slimibu

attistiba” izstradats Augusta Kirhensteina Mikrobiologijas un virusologijas institttita.

Ar savu parakstu apliecinu, ka p€tijums veikts patstavigi, izmantoti tikai taja

noraditie informacijas avoti un iesniegta darba elektroniska kopija atbilst izdrukai.

Autors: Ildze Ventina 01.06.2016.

Rekomendg@ju darbu aizstavésanai

Vaditajs: Mag.biol. Maksims Cistjakovs 01.06.2016.

Recenzents: Dr. Med. Liene Nikitina-Zake

Darbs iesniegts Mikrobiologijas un biotehnologijas katedra 01.06.2016.
Metodike:

Darbs aizstavets kursa darbu gala parbaudijuma komisijas sedé 08.06.2016.

Komisijas sekretare:

55


http://www.rsu.lv/petnieciba/petniecibas-organizesana/struktura/instituti-un-laboratorijas/augusta-kirhensteina-mikrobiologijas-un-virusologijas-instituts/par-institutu

	SATURS
	anotācija
	SUMMARY
	APZĪMĒJUMU SARAKSTS
	IEVADS
	1. LITERATŪRAS APSKATS
	1.1. Cilvēka herpesvīrusu klasifikācija un HHV-6 atklāšana
	1.2. Cilvēka herpesvīrusu morfoloģijaun replikācijas cikls
	1.2.1 Cilvēka herpesvīrusu struktūra
	1.2.2. HHV-6 genoma struktūra
	1.2.3 HHV-6 replikācijas cikls

	1.3. HHV-6 raksturojums
	1.3.1. Šūnu tropisms
	1.3.2. Hromosomāli integrētais HHV-6
	1.3.3. HHV-6A un HHV-6B
	1.3.4 Transmisija
	1.3.5 Epidemioloģija

	1.4 HHV-6 infekcijas veidi
	1.4.1 Primāra infekcija
	1.4.2 Persistenta infekcija
	1.4.3. Latenta infekcija
	1.4.4 Aktīva infekcija

	1.5 HHV-6 ietekme uz imūnsistēmu
	1.5.1 Imūnatbilde pēc primārās infekcijas

	1.6 Klīniskās izpausmes
	1.6.1 Ar HHV-6 asociētās slimības
	1.6.2 Ar HHV-6 asociētās autoimūnās slimības

	1.7. Ar vairogdziedzeri asociētās autoimūnās slimības
	1.7.1 Hronisks autoimūns tireoidīts
	1.7.2. Greivsa slimība

	1.8. HHV-6 diagnostika un ārstēšana
	1.8.1 HHV-6 diagnostika
	1.8.2 HHV-6 ārstēšana


	2. Metodes un materiāli
	2.1. Pacienti
	2.2. Paraugu sagatavošana
	2.3. DNS izdalīšana no asinīm un audiem
	2.3.1. DNS koncentrācijas noteikšana
	2.3.2. DNS kvalitātes pārbaude
	2.4. HHV-6 genoma secības klātbūtnes noteikšana
	2.5. HHV-6 genoma tipēšana
	2.5. RNS izdalīšana no asinīmun audiem
	2.6. Elektroforēze agarozes gēlā
	2.7. ELISA (Enzyme- Linked Immunosorbent Assay)
	2.8. HHV-6 slodzes noteikšana
	2.9. Gaismas mikroskopija
	2.10. Izmantotie materiāli, reaģenti un iekārtas

	3. REZULTĀTI
	3.1.Molekulārie virusoloģijas, imunoloģijas un histoloģijasrezultāti pacientiem ar AIT
	3.2.Molekulārie virusoloģijas, imunoloģijas un histoloģijasrezultāti kontroles grupas un autopsiju materiālu paraugos
	3.3. Pacientu un kontroles grupas indivīdu salīdzinošā analīze.

	4. DISKUSIJA
	5. SECINĀJUMI
	PATEICĪBAS
	LITERATŪRAS SARAKSTS

