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1. IEVADS

Lupas Skeltne ar/bez auksléju Skeltnes un izoléta aukslgju skeltne
(LS/LS+AS/AS) ir iedzimts defekts, kas skar virsliipu, alveolaro loku, zobu
Skilsanos un aukslgju sapliisanu dazadas pakapés. Liipas un auksl&ju veidoSanas
ir vairaku procesu rezultats, kas ietver $iinu proliferaciju, $tnu diferenciaciju,
§tnu adhéziju un apoptozi. Problémas jebkura no Siem procesiem var veicinat
Skeltnu veidosanos. LS/LS+AS/AS ir viens no visbiezak sastopamajiem
defektiem jaundzimuso vidii (Mooney and Siegel, 2002). Aukslgju skeltne (AS)
un lipas $keltne ar liipas un aukslgju Skeltni (LS/LS+AS) etiologiski tiek
uzskatitas ka atSkirigas, kas var€tu tikt izskaidrots ar to, ka liipas un auksl&ju
attistiba notiek dazados embriologiskas attistibas periodos (Murray, 2002).
Aprékinata LS/LS+AS prevalence visa pasaule varie¢ no 1/300 Iidz 1/2500
dzimugajiem, bet AS prevalence ir aptuveni 1/500 dzimusajiem, kas varig
atkariba no geografiska regiona un dazadas etniskas piederibas (Stanier and
Moore, 2004).

Nesindromalo LS/LS+AS/AS etiologiju nosaka daudzu genétisko
faktoru mijiedarbiba ar ar€jas vides faktoriem. Divdesmit procentiem no
LS/LS+AS/AS pacientiem dazadas populacijas ir pozitiva LS/LS+AS/AS
gimenes vésture un dvinu pétijumi atklaja, ka LS/LS+AS/AS konkordances
limenis starp monozigotiskiem (MZ) dviniem ir 60%, bet starp dizigotiskiem
(DZ) dviniem - 10% (Murray, 2002). Sobrid daudzi géni tiek uzskatiti ka
iespgjamie nesindromalo LS/LS+AS/AS kandidatgéni, pamatojoties uz
saistibas un asociacijas pétijumiem dazadas populacijas. Argjas vides faktoru
ietekme un to mijiedarbiba ar dazadiem géniem, kas iesaistiti embriogen&zg, ari
ir nozimigi faktori LS/LS+AS/AS attistiba (Stanier and Moore, 2004).

Aptuveni 30% gadijumu LS/LS+AS/AS izraisa dazadi zinami
monogeénie sindromi vai hromosomalas aberacijas, savukart nesindromalas

LS/LS+AS/AS  (~70%) ir kompleksa patologija, kura iesaistiti daudzi



genétiskie faktori (Schutte and Murray, 1999). Nesen veikti pétijjumi ir
izvirzijusi hipotézi, ka 2-14 géni varétu biit izraisosie faktori LS/LS+AS/AS
attistiba (Scliekelman and Slatkin, 2002).

Loti daudzi p&tfjumi ir veltiti tam, lai identificétu génus, kas var€tu biit
iesaistiti LS/LS+AS/AS etiologija. Lai atklatu kandidatgénus un lokusus, kas
iesaistiti nesindromalo LS/LS+AS vai AS veidosanas procesa, visa pasaulg ir
veikti dazadi plasa genoma saistibas (genome-wide linkage screens) un plasa
genoma asociacijas analizes (genome-wide association studies), ka ar1 génu
kartéSana (fine mapping). Neseni p&tijumi atklaja un apstiprindja tadus regionus
ka 1p21-p31, 1932, 2p13, 3q27-28, 4921-q26, 8q24, 9921, 10q25.3, 12pll,
14921-24, 16g24 un 17922 (Marazita et al., 2004, Riley et al., 2007a, Marazita
et al., 2009, Birnbaum et al., 2009, Mangold et al., 2009, 2010). Tomér,
neskatoties uz to, ka ir pétiti un atklati neskaitami iesp&jamie LS/LS+AS/AS
kandidatgeéni, vienigi /RF6 géna ietekme ir pieradita, analiz€jot daudzas
populacijas un tiek uzskatits, ka /RF'6 géns ir atbildigs par 12%-18% no visiem
nesindromalo LS/LS+AS/AS gadijumiem (Zucchero et al., 2004). Sie rezultati
ir replicéti dazadas populacijas, apstiprinot JRF6 géna nozimi LS/LS+AS/AS
etiologija atskirigas etniskas grupas (Marazita et al., 2009). Vairak ka 20
nesindromalo LS/LS+AS/AS kandidatgénu sekvengsana, lai identificétu
mutacijas, atklaja, ka tikai 2%-6% no visiem analiz&tajiem individiem, ir
mutacijas FOXEI, GLI2, JAG2, LHXS8, MSXI, MSX2, SATB2, SKI, SPRY2,
TBXI10 genos (Vieira et al., 2005; Jezewski et al., 2003). Neseni pétijuma
rezultati atklaja, ka FGF signalceli var ietekmét ~ 3%-5% no visiem
nesindromalo LS/LS+AS/AS gadfjumiem (Riley et al.,, 2007b). Literatdra ir
pieejami dati, ka ir analiz&ti arT citi géni, piem., TGFA, BCL3, PVR un PVRL?2
g&ni, bet iegiitie rezultati ir pretrunigi genétiski dazadas populacijas (Carreno et
al., 2002, Pezzetti et al., 2007, Martinelli et al., 1998, Fujita et al., 2004).

Ir veikti dazadi eksperimenti ar knockout dzivnieku modeliem, lai

atklatu jaunus LS/LS+AS/AS kandidatgénus. P&tijumi ar caliem un pelém



identificgja dazus loti svarigus signalcelus, pieméram, Fgf signalcelus un to
nozimi sejas morfogengzé un virslipas attistiba (Trumpp et al., 1999).
P&tfjumos ar peleém atklaja divus Wnt génus (WNT3 un WNT9B), kas ir iesaistiti
sejas morfogenézé un LS+AS attistiba (Juriloff et al, 2001, 2004, 2005,
Brugmann et al., 2007).

Ir veikti arT pétjjumi, ka rezultata tiek uzskatits, ka individiem ar
LS/LS+AS/AS, ir paaugstinats sirds-asinsvadu slimibu un audz&ju saslimstibas
un mirstibas risks, salidzinot ar veseliem individiem. Tiek uzskatits ari, ka
individiem ar nesindromalam LS/LS+AS/AS, ir paaugstinats epilepsijas,
pneimonijas, aspiracijas u.c. mirstibas risks no, ka arf ir paaugstinats pasnavibu
risks (Christensen et al., 2004).

Neskatoties uz to, ka musdienas ir iesp&ja kirurgiski labot $o defektu,
lupas Skeltne ar/bez aukslgju Skeltnes un izoléta auksl&ju skeltne ir kluvusi par
vienu no svarigam sabiedribas veselibas problémam visa pasaulg, tadél ir loti
svarigi pétit un noskaidrot mehanismus, kas iesaistiti LS/LS+AS/AS etiologija.

Misu pétijuma iegltie rezultati atklaja loti augstu saistibu starp
FGFRI, WNT3, SKI, BMP4 un IRF6 géniem un nesindromalam LS/LS+AS un
AS, ki arl norada uz iespgjamo saistibu starp 19ql13 lokusu un
nesindromalajam LS/LS+AS. Sie rezultati turpina apstiprinat mingto génu
nozimi nesindromalo liipas ar/bez auksl&ju Skeltnu un izol&tas auksl&ju Skeltnes
attistiba eiropieSiem.

Sis ir pirmais tik liela méroga pétijums, kas ir veltits nesindromalo
LS/LS+AS/AS kandidatgeénu analizei Latvija. P&tljuma iegiitie rezultati ir véra
nemams ieguldijums §is sarezgitas patologijas izpratné un iespgjamo génu

ietekmes izveérté$ana slimibas izraisisana.



1.1. Promocijas darba mérki

Veikt kandidatgénu pétijumu, lai noskaidrotu, kuri géni ir iesaistiti

nesindromalo liipas Skeltnes ar/bez aukslgju Skeltpu un izolétas aukslgju

Skeltnes attistiba.

1.2. Promocijas darba uzdevumi

Meérka sasniegSanai tika izvirziti sekojosi darba uzdevumi:

1.

Atlastt iesp&amos kandidatgénus, kas varétu but iesaistiti
nesindromalo lipas ar/bez auksl&ju skeltnpu un izolétas auksl&ju
Skeltnes etiologija, un veikt atlasito genétisko markieru genotip&sanu.
Veikt gadijuma-kontroles analizi, lai noteiktu, vai gen&tiskajam
variacijam analizétajos génos ir saistiba ar nesindromalam LS/LS+AS
un AS.

Veikt haplotipu analizi, lai atklatu haplotipus, kam ir riska vai
aizsargajoss efekts nesindromalo LS/LS+A un AS attistiba, salidzinot
ar kontroles populaciju.

Veikt gimenu asociacijas analizi, analiz€jot gen&tiskos markierus
BCL3, PVR, PVRL2, CLPTM1, BMP4 un IRF6 génos, lai noveértétu
nobidi no informativas aléles parmantoSanas lidzsvara triadés ar
transmisijas disekvilibracijas testu (TDT).

Veikt BCL3 géna piecu SNP (rs7257231, rs10401176, rs8103315,
rs1979377 un rs2927456) salidzinoSo analizi Brazilijas nesindromalo
lupas Skeltnes ar/bez auksl&ju Skeltnu un izolétas auksléju Skeltnes

pacientiem un kontroles populacijai.

1.3. Darba hipoteze
Atskirigi géni un gendtiskie markieri ir iesaistiti nesindromalo ldpas
ar/bez auksl&ju Skeltnu un izolétas auksl&ju Skeltnes attistiba Latvijas

populacija, salidzinot ar citam Eiropas izcelsmes populacijam.



1.4. Darba zinatniska novitate

Sis ir pirmais tik liela méroga pétijums, kas ir veltits nesindromalo
LS/LS+AS/AS kandidatgénu analizei Latvija.

Misu pétfjuma iegilitie rezultati pirmo reizi paradija SKI, WNT3,
BMP4, IRF6 un FGFRI génu nozimi nesindromalo LS/LS+AS/AS attistiba
Latvijas populacija. legiitie rezultati var tikt izmantoti turpmakiem p&tjjumiem,
lai noskaidrotu dazadu génu savstarpg&jo mijiedarbibu un génu mijiedarbibu ar
dazadiem argjas vides faktoriem, tadgjadi palidzot izprast §Is sarezgitas

patologijas veido$anas mehanismus.

2. MATERIALI UN METODES

2.1. Analizetas personas

Pétijuma tika ieklauti pacienti ar nesindromalu lipas keltni (LS),
pacienti ar nesindromalu lipas $keltni un aukslgju Skeltni (LS+A), pacienti ar
nesindromalu aukslgju $keltni (AS), bez vecuma ierobeZojuma, bez dzimuma
ierobezojuma un Eiropas izcelsmes. Pacientu p&tamaja grupa netika ieklauti
pacienti ar sindromalu LS/LS+AS/AS vai kadu citu diagnosticétu iedzimtu
patologiju, ka arT pacienti no b&mu namiem. Kontroles grupa tika ieklauti
savstarpgji neradnieciski, randomi atlasiti individi, bez pozitivas liipas skeltnes
ar/bez auksl&ju Skeltnes vai izol&tas auksl&ju Skeltnes gimenes anamnézes, bez
vecuma ierobezojuma, bez dzimuma ierobezojuma un Eiropas izcelsmes.
Individi ar dazadam diagnosticétam iedzimtam patologijam un adopt&ti individi
tika izslégti no kontroles grupas.

Pétfjums tika veikts ar Latvijas Centralas medicinas &tikas komitejas
atlauju. Pirms materialu ievaksSanas vai jebkadas manipulacijas ar ievakto

materialu, visas pétijuma iesaistitas personas parakstija piekriSanas formu par



dalibu pétjjuma. Gadijuma, ja kada persona bija jaundaka par 18 gadiem,
piekriSanas formu parakstija personas vecaki.

Pacienti un vigu vecaki tika iesaistiti pétijumd Rigas Stradipa
universitates Stomatologijas institita Rigas Lipu, auksl&ju un sejas Skeltpu
centra.

Kontroles grupu sastadija 190 individi, kas tika iesaistiti p&tijuma
Latvijas Biomedicinas pétjjumu un studiju centra Valsts ledzivotaju genoma
datu bazes ietvaros, un 293 individi, kas tika ieklauti p&tjjuma no Rigas
Stradina universitates Molekularas genétikas zinatniskas laboratorijas datu
bazes.

Gadijuma-kontroles saistibas analizes veikSanai tika analizéti 661
individs no Latvijas populacijas, no kuriem 178 individi bija pacienti ar
nesindromalu liipas Skeltni ar/bez auksl&ju $keltni un izolétu auksl&ju Skeltni
(LS/LS+AS/AS), un 483 individi bija kontroles grupa. No visiem 178
nesindromalo LS/LS+AS/AS pacientiem, 135 pacienti bija ar nesindromalu
LS/LS+AS (36 pacienti ar LS, 99 pacienti ar LS+AS) un 43 pacientiem bija
nesindromala auksl&ju $keltne (AS).

Transmisijas disekvilibracijas tests (TDT) tika veikts 122 triadém (122
pacientiem un to abiem vecakiem, kopa 366 personam) Latvijas populacija. No
122 triadém, 89 triades bija 89 nesindromalo LS/LS+A pacienti un to abi
vecaki (kopa 267 personas), bet 33 triades bija 33 pacienti ar nesindromalu
auksl&ju skeltni un to abi vecaki (kopa 99 personas).

Papildus tika analizéti 606 DNS paraugi no Brazilijas populacijas, no
kuriem 338 paraugi bija nesindromalo LS/LS+AS/AS pacientu DNS paraugi un
268 kontroles grupas DNS paraugi. Pacientu grupa tika ieklauti pacienti ar
nesindromalu Iiipas 8keltni (LS), pacienti ar nesindromalu lipas $keltni un
aukslgju skeltni (LS+AS), pacienti ar nesindromalu aukslgju $keltni (AS), bez
vecuma ierobezojuma, bez dzimuma ierobezojuma un Eiropas izcelsmes,

izsledzot pacientus ar sindromalu LS/LS+AS/AS un kadu citu diagnosticétu



iedzimtu patologiju. Kontroles grupa tika ieklauti savstarp&ji neradnieciski un
veseli individi, bez pozitivas ltipas/ar bez auksl&ju $keltnes vai izol&tas auksl&ju
Skeltnes gimenes anamnézes, bez vecuma ierobeZojuma, bez dzimuma
izsledzot individus ar dazadam

ierobezojuma un Eiropas izcelsmes,

diagnosticétam iedzimtam patologijam. No visiem 338 nesindromalo
LS/LS+AS/AS pacientiem, 294 pacienti bija ar nesindromalu LS/LS+AS un 44
pacienti - ar nesindromalu aukslgju Skeltni (AS). Paraugi no Brazilijas
populacijas tika iegliti Dental Clinics of the Hospital of Rehabilitation and
Craniofacial Anomalies and Bauru Dental School, University of Sdo Paulo,

Bauru, SP, Brazil. Pétijums tika veikts ar viet€jas &tikas komitejas atlauju. Visi

pétijuma iesaistitie dalibnieki parakstija piekriSanas formu dalibai p&tjjuma.

2.2. DNS izdaliSana
Genomiska DNS no nesindromalo LS/LS+AS/AS pacientiem, to
vecakiem un kontroles grupas tika ieglita no venozajam asinim vai siekalam,

izmantojot standarta fenola-hloroforma metodi, veicot taja nelielas izmainas.

2.3. Genotipésana ar APEX-2 metodi
Lai pétijuma tiktu ieklauti SNP ar minoras alélés frekvenci (MAF) >
0,05 un 1* = 0,8, tika atlasits 651 tagSNP interes€josajos rajonos, pamatojoties
uz HapMap Phase II datiem, izmantojot HapMap CEU ka references
populaciju. Kopa tika atlasiti vairaki SNP katra interes€josa géna, ieskaitot 10
kb no interes€josa géna upstream vai downstream dalas.
Genotip&sanai atlasito SNP saraksts un to lokalizacija géna redzama

2.3.1. tabula.

2.3.1. tabula
Pétijuma ieklautie kandidatgeni un to lokusi
Géns/Lokuss Hromosomala lokalizacija Genotipeto SNP” skaits
MTHFR 1p36.3 11
LHXS 1p31.1 9
COL11A1 1p21 48
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2.3.1. tabulas turpinajums

Géns/Lokuss Hromosomala lokalizacija Genotip&to SNP skaits
SKI 1q22-q24 20
IRF6 1932.3-g41 11
TGFA 2p13 41
FNI 2q34 30
MSXxlI 4p16.3-pl6.1 15
FGF2 4q26-q27° 20
FGFI 5q31 35
MSX2 5q34-935 6
EDNI 6p24.1 15
COL1142 6p21.3 22
FGFRI 8pll1.2-pll.1 12
FOXEI 9922 4
TBX10 11q13.2 10
MMP3 119223 8
MMPI3 119223 20
PVRLI 119233 19
COL241 12q13.11 33
SPRY2 13g31.1 3
BMP4 14q22-q23 4
TGFB3 14q24 8
JAG2 14932 11
MMP25 16p13.3 7
MMP2 16q13-q21 21
CDHI 16¢22.1 14
RARA 17921 5
WNT3 17g21 17
WNT9B 17921 12
TIMP2 17925 26
‘OFCII’ 18q217 27
BCL3 19q13.1-q13.2 4
PVRL2 19q13.2 13
CLPTM1 19q13.2-q13.3" 8
BMP2 20p12 25
MMP9 20q11.2-q13.1 6
TIMP3 22q12.3"" 38
TBX22 Xq21.1 7
TIMPI Xpll1.3-p11.23 6

~ SNP - viena nukleotida polimorfisms (single nucleotide polymorphism);

" ieklaujot NUDTG6 génu;

" iek]aujot SMAD2 un SMAD4 genus;

" ieklaujot 4POC2 génu;

""" ieklaujot SYN3 génu

Visu 651 genétisko markieru genotipéSana 44 génos tika veikta,

pamatojoties uz publicgto standarta protokolu (Krjutskov et al., 2008).
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2.4. Genotipésana ar TagMan tehnologiju
Tris markieri BMP4 géna, seSi markieri 19q13 lokusa un septini
markieri /RF6 géna tika atlasiti, pamatojoties uz nesen publicétiem p&tijumiem
par apstiprinatiem saistibas un asociacijas analizes rezultatiem ar
nesindromalam LS/LS+AS un AS. Detalizéta informacija par atlasitajiem SNP

ir redzama 2.4.1. tabula.

2.4.1. tabula
Atlasitie SNP genotipéSanai ar TagMan zondém
SNP~ Hromosomala Géns SNP lokalizacija géna Alele* MAF#**
lokalizacija
rs1957860 14: 53499105 BMP4 ~6 kb downstream no géna C/T 0.383
rs17563 14: 53487272 BMP4 5. eksons A/G 0.373
152071047 14: 53488161 BMP4 4. introns G/A 0.406
rs35385129 | 19: 49854029 PVR 6. eksons C/A 0.164
PVR/ ~20 kb downstream no PVR G/A 0.476
BCL3 gene un ~62 kb upstream no

rs10421283 | 19: 49881333 BCL3 géna
1s2927438 19: 49933947 BCL3 ~10 kb upstream no géna G/A 0.190
rs419010 19: 50060160 PVRL?2 1. introns T/C 0.484
152075620 19: 50171877 CLPTM1 6. introns A/G 0.362
rs875255 19: 50185475 CLPTM1 11. introns G/C 0.428
rs4844880 1: 207937539 IRF6 ~88 kb upstream no géna T/A 0.355
rs2013162 1: 208035307 IRF6 4. eksons C/A 0.403
rs861019 1: 208042009 IRF6 1. introns A/G 0.399
rs2073487 1: 208043269 IRF6 1. introns T/C 0.402
rs642961 1: 208055893 IRF6 ~10 kb downstream no géna G/A 0.175
rs658860 1: 208057172 IRF6 ~11 kb downstream no géna C/T 0.181
1s2235371 1: 208030703 IRF6 6. eksons C/T 0.138

~ SNP - viena nukleotida polimorfisms (single nucleotide polymorphism);
* Majora aléle ir noradita pirma; ** Minoras al€les frekvence no http://www.ncbi.nlm.nih.gov

GenotipeSana tika veikta ar TaqgMan zondeém (Applied Biosystems,
USA), izmantojot reala laika PCR iekartas 7500 Real-Time PCR System un
ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, ASV). Visas reakcijas

tika veiktas p&c razotdja ieteikta standarta protokola.
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2.5. GenotipéSana ar MALDI-TOF tehnologiju

Astoni SNP (2.5.1. attéls) tika atlasiti, lai vienm&rigi nosegtu visu

BCL3 génu ~ ar 1 kb distanci, nemot véra pieejamo informaciju par alglu

frekvencém (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez).

15/4

7257231

rs§103:13

rs11671085 152927456

I ||

510401176 152927457

151379377

-_-_I_-T-_I___

152306148

2.5.1. attels. BCL3 gena uzbiive un pétijuma atlasito SNP aptuvena
lokalizacija. Vertikalas linijas nozimeé aptuveno SNP lokalizaciju BCL3 gena.
Melnie taisnstiri apzimeé eksonus. Linijas, kas savieno taisnstiirus, apzimé

intronus.

Genotipésana tika veikta ar MALDI-TOF tehnologijas palidzibu,

izmantojot reagentu komplektu Bruker Daltonics genostrep 96 kit 10x96

(Bruker Daltonics, Vacija), veicot nelielas izmainas to sastava.

Detalizeta informacija par pétijjuma ieklautajiem SNP redzama 2.5.1.

tabula.
2.5.1. tabula
Atlasitie SNP BCL3 géna
SNP~ Hromosomala SNP lokalizacija Algle* MAF**
lokalizacija géna
rs7257231 19: 49944279 1. introns T/A 0.276
rs10401176 19: 49945331 1. introns G/A 0.160
rs8103315 19: 49946008 1. introns G/T 0.054
1s2927457 19: 49948787 2. introns T/G 0.051
rs11671085 19: 49949647 2. introns C/T Nav zinama
rs1979377 19: 49950842 2. introns G/T 0.187
1s2927456 19: 49952054 3. introns C/T 0.130
152306148 19: 49953271 6. introns C/T Nav zinama

~ SNP - viena nukleotida polimorfisms (single nucleotide polymorphism);
* Majora aléle ir noradita pirma; ** Minoras al€les frekvence no http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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2.6. Datu statistiska analize

Visiem analiz&tajiem markieriem tika parbaudits, vai ir novirze no
Hardija-Veinberga lidzsvara, izmantojot standarta % testu ar 1 brivibas pakapi
(df=1). Al€lu frekvences atSkiribas starp pacientiem un kontrolem tika
novértdtas katram analizétajam markierim, izmantojot standarta % testu ar 1
brivibas pakapi (df=1). Tika aprékinata izredZzu attieciba (OR) un 95%
ticamibas intervals (CI), izmantojot standarta Xz testu, izmantojot t.s.
multiplikativo  (multiplicative) modeli. Rezultatu statistiskas ticamibas
izvért€Sanai tika noteikts bitiskuma limenis o=0,05. Haplotipu analize tika
veikta, izmantojot 7 testu ar slido3d loga metodes un LD bloka anlizes
palidzibu. legiito datu statistiskai apstadei tika izmantota PLINK v.1.07
programmatira (Purcell et al., 2007). Lai korig€tu multiplas testé$anas kladu,
tika izmantota Bonferroni korekcijas metode (0,05/analizéto markieru skaits,
piemérojot konkrétai analizéSanas metodei).

Veicot datu statistisko analizi, nesindromalo lipas ar/bez aukslgju
Skeltnu un izoletas auksl&ju skeltnes pacienti tika iedaliti 2 grupas - viena grupa
tika ieklauti nesindromalu aukslgju Skeltnu (AS) pacienti, otrd grupa - pacienti
ar nesindromalu lipas Skeltni (LS) un pacienti ar nesindromalu liipas $keltni ar

aukslgju skeltni (LS+AS), jo tiek uzskatits, ka LS un LS/AS iedzimst kopa.

14



3. REZULTATI

Saja nodala rezultati ir atspoguloti, pamatojoties uz izmantotajam
genotipéSanas metodém. Kopuma tika izmantotas tris dazadas genotip&Sanas

tehnologijas.

3.1. GenotipéSana, izmantojot APEX-2 metodi

Sesi simti piecdesmit viens markieris 44 génos tika analizEts 106
pacientiem ar liipas Skeltni un lGpas Skeltni kopa ar aukslgju skeltni
(LS/LS+AS), 29 pacientiem ar aukslgju $keltni (AS) un 182 veseliem un
neradnieciskiem individiem, kas tika izmantoti ka kontroles kopa.

3.1.1. tabula ir atspoguloti visi markieri, kas saglabaja statistiski
ticamu saistibu ar nesindromalam LS/LS+AS un AS péc multiplas testésanas
korekcijas.

Tika atklata Joti augsta saistiba starp SNP rs16824948, kas ir lokalizgts
SKI géna, un nesindromalo LS/LS+AS fenotipu, kur aléle T bija saistita ar
paaugstinatu LS/LS+AS risku (p-vért. = 0,0013x10™*; OR = 6,376; 95% CI =
4,039-10,07). Atklata saistiba saglabajas ari péc Bonferroni korekcijas
piemeroSanas.

SNP rs11655598, kas atrodas WNT3 géna, uzradija loti augstu saistibu
(p-vert. = 0,0053x10™""; OR = 5,925; 95% CI = 3,593-9,772) ar nesindromalo
LS/LS+AS, to saglabajot arT péc multiplas testesanas korekcijas. Aléle G bija
saistita ar paaugstinatu nesindromalo LS/LS+AS risku.

Tika aklats, ka arT FGFRI géna SNP rs7829058 alele C, ir saistita ar
paaugstinatu risku attistities nesindromalam LS/LS+AS (p-vért. = 0,0024x107;
OR =17,991; 95% CI = 3,435-18,59).

Visaugstaka saistiba starp analiz&tajiem markieriem un nesindromalu
AS tika atklata SNP rs11655598, lokalizéts WNT3 géna, kur aléle G bija
asociéta ar paaugstinitu nesindromalo AS risku (p-vért. = 0,0039x10™""; OR =

9,495; 95% CI =4,879-18,34).
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SNP rs16824948 SKI géna uzradija loti augstu saistibu (p-vért. =
0,0011x10'7; OR = 6,777; 95% CI = 3,577-12,84) ar nesindromalo AS, to
saglabajot arT p&c multiplas testéSanas korekcijas. Aléle T bija saistita ar
paaugstinatu nesindromalo AS risku.

Tika atklats, ka rs7829058, kas atrodas FGFRI géna ir saistits ar
paaugstinatu nesindromalo AS risku (p-vert = 0,0002x10'6; OR = 13,16; 95%
CI =4,93-35,1), kur aléle C uzradija saistibu ar paaugstinatu risku attistities §Sim

Skeltnes fenotipam.

3.1.1. tabula
Nozimigakie gadijuma-kontroles asocidcijas analizes rezultati un to saistiba ar LS/LS+AS un
AS
Géns SNP Alg- MAF"” p-vert. OR"™ 95% CI*
les” Gadij. | Kontr.
LS/LS+AS
SKI rs16824948 | C/T 0,382 0,088 0,0013x10™" 6,376 4,039-10,07
FGFRI | 157829058 G/C 0,137 0,019 0,0024x107 7,991 3,435-18,59
WNT3 rs11655598 | C/G 0,307 0,069 0,0053x10™"" 5,925 3,593-9,772
AS
SKI rs16824948 | C/T 0,397 0,088 0,0011x10” 6,777 3,577-12,84
FGFRI | 157829058 G/C 0,207 0,019 0,0002x10°° 13,16 4,93-35,1
WNT3 rs11655598 | C/G 0,414 0,069 0,0039x10™"" 9,459 4,879-18,34

" SNP - viena nukleotida polimorfisms (single nucleotide polymorphism); * Majora aléle ir noradita
pirma; ~ MAF - minoras aléles frekvence; ~ OR - izredzu attieciba (odds ratio); ™ 95% CI - 95%
ticamibas intervals (confidence interval)

Haplotipu asociacijas analize tika veikta, izmantojot divus dazadus
principus. SKI, WNT3 un FGFRI génu haplotipu analize tika veikta, piemé&rojot
divu 1idz piecu SNP slidosa loga principu. Sie géni tika izvéleti haplotipu
analizei, jo tika atklats, veicot gadijuma-kontroles saistibas analizi, ka SNP, kas
atrodas $ajos génos, ir saistiti ar nesindromalam LS/LS+AS un AS. Otrais
haplotipu analizes princips bija veikt visu génu haplotipu analizi, veicot LD
bloku analizi.

3.1.2. tabula un 3.1.3. tabula atspoguloti labakie SK/ géna haplotipu

saistibas analizes rezultati (p vért. <0,0001), izmantojot slidosa loga principu.
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Visaugstaka saistiba ar LS/LS+AS tika atklata deviniem haplotipiem

SKI géna, no kuriem visi haplotipi bija saistiti ar paaugstinatu LS/LS+AS risku.

3.1.2. tabula

Labikie SKT géna haplotipu analizes rezultati un to saistiba ar nesindromalam LS/LS+AS

**SNP 1 SNP 2 SNP 3 SNP 4 SNP 5 Frekvence p-vert.
Gadij. | Kontr.
15262683 152460000 | rs263533 1s16824948 | rs903910 * * *
T G T T C 0,112 | 0,001 | 0,0172x10°
152460000 | rs263533 s16824948 | 1s903910 154648625 | * * *
G T T C T 0,109 | 0,003 | 0,0106x10”
15263533 rs16824948 | 15903910 rs4648625 | 156673129 | * * *
C T C T * 0,13 0,003 | 0,0132x10°
C T C * * 0,137 | 0,003 | 0,0034x10°
C T * * * 0,291 | 0,079 | 0,0176x10°
rs16824948 | 15903910 rs4648625 | rs6673129 | rs12045693 | * * *
T C T C A 0,116 | 0,003 | 0,0282x10°
T C T C * 0,134 | 0,007 | 0,0092x10”
T C T * * 0,228 | 0,013 | 0,0062x10™"
T C * * * 0,233 | 0,014 | 0,0392x10™"

*Tuksa $tina; **SNP - viena nukleotida polimorfisms (single nucleotide polymorphism)

Analizes rezultata tika atklata loti augsta saistiba starp septiniem SK/

géna haplotipiem un nesindromalu aukslgju Skeltni. Visi haplotipi uzradija

saisTtbu ar paaugstinatu AS risku.

3.1.3. tabula

Labakie SKT géna haplotipu analizes rezultiti un to saistiba ar nesindromalu AS

**SNP 1 SNP 2 SNP 3 SNP 4 SNP 5 Frekvence p-vert.
Gadij. | Kontr.
52460000 | rs263533 1316824948 | rs260507 1s903910 | * * *
G T T C C 0,261 | 0,004 | 0,0029x10™"
G T T C * 0,203 | 0,007 | 0,0136x10™"
15263533 1316824948 | 15260507 1$903910 154648625 | * * *
T T C C T 0,218 | 0,008 | 0,0034x10™"
T T C C * 0,219 | 0,008 | 0,0061x10™"
1316824948 | rs260507 1$903910 54648625 | 1s6673129 | * * *
T C C T C 0,219 [ 0,006 | 0,0045x10"
T C C T * 0,218 | 0,006 | 0,0075x10"
T C C * * 0,22 0,007 | 0,0126x10"
*Tuksa Stina; **SNP - viena nukleotida polimorfisms (single nucleotide polymorphism)
3.1.4. tabula ir paraditi labakie FGFRI géna haplotipu analizes

rezultati (p vért. <0,0001).
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Mgs atklajam visaugstako saistibu starp diviem FGFRI haplotipiem
un nesindromalam LS/LS+AS. Abi haplotipi bija saistiti ar paaugstinatu
nesindromalo LS/LS+AS risku. Veicot haplotipu saistibas analizi, tika atklats,
ka tris haplotipi FGFRI géna ari ir saistiti ar paaugstinatu nesindromalo AS

risku.
3.1.4. tabula

Labikie FGFRI géna haplotipu analizes rezultati un to saistiba ar nesindromalam LS/LS+AS

un AS
**SNP 1 SNP 2 SNP 3 SNP 4 SNP 5 Frekvence p-vert.
Gadij. | Kontr.
LS/LS+AS
156996321 rs7829058 rs13279569 | * * * * *
G C G * * 0,138 0,019 0,0185x107
1rs7829058 rs13279569 | rs328300 * * * * *
C G * * * 0,147 0,019 0,0045x107
AS
156996321 rs7829058 rs13279569 | rs328300 * * * *
G C * T * 0,106 0,003 0,0026x10*
G C * * * 0,165 0,018 0,0021x10*
* rs7829058 rs13279569 | rs328300 * * * *
C G * * * 0,185 0,019 0,0331x10”
*Tuksa Stina; **SNP - viena nukleotida polimorfisms (single nucleotide polymorphism)
3.1.5. tabula ir paraditi WNT3 géna haplotipu analizes labakie
rezultati.
Veicot haplotipu analizi WNT3 géna, visaugstaka saistiba tika atklata
starp Cetriem 3T géna haplotipiem un nesindromalam LS/LS+AS un pieciem &1
géna haplotipiem ar nesindromalu aukslgju skeltni. Visi haplotipi bija saistiti ar
paaugstinatu risku atfistities nesindromalam LS/LS+AS vai AS.
3.1.5. tabula
Labiakie WNT3 géna haplotipu analizes rezultati un to saistiba ar nesindromalam LS/LS+AS
un AS
**SNP 1 SNP 2 SNP 3 SNP 4 SNP 5 Frekvence p-vert.
Gadij. | Kontr.
LS/LS+AS
15199496 rs11658976 | rs11655598 | rs12452064 | rs199494 * * *
G A G G A 0,277 | 0,063 | 0,0248x10™"
rs11658976 | rs11655598 | rs12452064 | rs199494 rs7218567 | * * *
A G G A C 0,274 | 0,064 0,0084x10”
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3.1.5. tabulas turpinajums

SNP 1 SNP 2 SNP 3 SNP 4 SNP 5 Frekvence p-vert.
Gadij. | Kontr.
1511655598 | rs12452064 | rs199494 157218567 | rs111769 | * * *

G G A C T 0,29 0,07 0,0034x10”
G G * * * 0,289 | 0,068 | 0,0098x10°
AS

rs11658976 | rs11655598 | rs12452064 | rs199494 157218567 | * * *

A G * * * 0,383 | 0,064 | 0,0078x10°
1511655598 | rs12452064 | rs199494 157218567 | rs111769 | * * *

G G A C T 0,411 | 0,07 0,0006x10”
G G A C * 0,404 | 0,069 | 0,0366x10"°
G G A * * 0,402 | 0,068 | 0,0041x10°
G G * * * 0,416 | 0,069 | 0,0049x10"°

*Tuksa $tina; **SNP - viena nukleotida polimorfisms (single nucleotide polymorphism)

Veicot visu analizé€to génu haplotipu saistibas analizi, izmantojot LD
bloku analizi, kopa tika izveidoti 114 dazadi haplobloki saistiba ar
nesindromalam LS/LS+AS un 111 haplotbloki saistiba ar nesindromalam AS.
Analizes rezultata tika atklats, ka tikai viens haplotips FGFI géna uzradija
saistibu (p vért <0,0001) ar nesindromalam LS/LS+AS, bet netika atklata
nozimiga saistiba ar nesindromalam AS.

3.1.6. tabula ir redzams haplotips 1rs34002-rs250092-rs34010-
rs250103-rs34013 (TGGAT), kas uzradija nozimigu saistibu ar paaugstinatu
nesindromalo LS/LS+AS risku.

3.1.6. tabula
FGF1I gena LD bloku haplotipu analizes rezultati saistiba ar nesindromalam LS/LS+AS
**SNP SNP 2 SNP 3 SNP 4 SNP 5 Frekvence p-vert.
1 Gadij. Kontr.
rs34002 | 15250092 | rs34010 rs250103 | rs34013 * * *
T G G A T 0,105 0,001 0,0082x10”
T G T A T 0,222 0,359 0,0007

*Tuksa $tina; **SNP - viena nukleotida polimorfisms (single nucleotide polymorphism)

3.2. Genotipésana ar MALDI-TOF tehnologiju
3.2.1. BCL3 gens
Pétijuma ietvaros tika atlasiti astoni markieri, lai veiktu to

genotipéSanu, izmantojot MALDI-TOF tehnologiju, no kuriem tris SNP
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(rs2927457, rs11671085 un rs2306148) tika atklati ka neinformativi, 1idz ar to
tie netika ieklauti turpmakaja analizg.

Lai veiktu gadijuma-kontroles asociacijas analizi Latvijas populacija,
129 nesindromalo LS/LS+AS pacientiem, 39 nesindromalo AS pacientiem un
335 savstarpgji neradnieciskiem un veseliem individiem tika analiz&ti pieci
BCL3 géna SNP. Sie markieri tika genotipéti ari cita Eiropas izcelsmes
populacija - analize tika izmantoti 606 individi no Brazilijas populacijas (294
nesindromalo LS/LS+AS pacienti, 44 nesindromalo AS pacienti un 268
savstarpgji neradnieciski un veseli individi bez pozitivas LS/LS+AS vai AS
gimenes anamnézes, Eiropas izcelsmes). P&tfjuma ietvaros tika veikts ari
transmisijas disekvilibracijas tests (TDT), analiz&jot 109 triades (pacients kopa
ar abiem vecakiem) Latvijas populacija, no kuriem 85 pacienti un vinu vecaki
tika iek]auti nesindromalo LS/LS+AS grupa un 24 triades - nesindromalo AS
grupa.

3.2.1. tabula ir att€loti gadijuma-kontroles saistibas analizes rezultati
Latvijas populacija ar nesindromalam LS/LS+AS un AS, bet 3.2.2. tabula ir
redzami gadijuma-kontroles asociacijas rezultati ar nesindromalam LS/LS+AS
un AS Brazilijas populacija.

P&tfjuma ietvaros netika atklata nozimiga saistiba starp analiz&tajiem
BCL3 géna markieriem un nesindromalajam LS/LS+AS un AS ne Latvijas, ne
Brazilijas populacija. Tika atklata tikai Joti vaja saistiba starp SNP rs10401176
un nesindromalam LS/LS+AS Latvijas populacija (p-vért. = 0,042; OR =
0,609; 95% CI = 0,377-0,986), kur aléle A bija saistita ar samazinatu

LS/LS+AS risku, bet T saistiba izzuda péc Bonferroni korekcijas piem@rosanas.

3.2.1. tabula
BCL3 gena gadijuma-kontroles analizes rezultiti saistiba ar nesindromilim LS/LS+AS un
AS Latvijas populacija

Gens SNP” Algles” MAF"™ p-vert. OR"™ 95% CI*
Gadij. | Kontr.
LS/LS+AS
BCL3 | 157257231 AT 0,165 | 0,181 0,5976 | 0,897 0,6-1,341
BCL3 | 1510401176 G/A 0,1 0,154 0,042 0,609 0,377-0,986
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3.2.1. tabulas turpinajums

Géns SNP Algles MAF p-vert. OR 95% CI
Gadij. Kontr.
BCL3 rs8103315 G/T 0,1 0,075 0,23 1,375 0,816-2,317
BCL3 rs1979377 T/G 0,096 0,108 0,6148 0,878 0,53-1,456
BCL3 152927456 C/T 0,057 0,073 0,391 0,758 0,403-1,43
AS

BCL3 1s7257231 A/T 0,129 0,181 0,3079 0,672 0,311-1,45
BCL3 rs10401176 G/A 0,097 0,154 0,2254 0,588 0,247-1,401
BCL3 rs8103315 G/T 0,032 0,075 0,2134 0,413 0,098-1,74
BCL3 rs1979377 T/G 0,048 0,108 0,1426 0,422 0,129-1,383
BCL3 152927456 C/T 0,016 0,073 0,0886 0,208 0,028-1,531

SNP - viena nukleotida polimorfisms (single nucleotide polymorphism); " Majora aléle ir noradita
pirma; ~ MAF - minoras aléles frekvence, " OR - izredzu attieciba (odds ratio), ™ 95% CI - 95%
ticamibas intervals (confidence interval)

3.2.2. tabula
BCL3 gena gadijuma-kontroles analizes rezultati saistiba ar nesindromalam LS/LS+A un AS
Brazilijas populacija

Gens SNP” Algles” MAF™ p-vert. OR 95% CI*
Gadij. | Kontr.
LS/LS+AS
BCL3 | 157257231 AT 0,277 | 0,302 04013 [ 0,884 | 0,663-1,179
BCL3 | 1510401176 G/A 0,125 | 0,117 0,72 1,076 | 0,72-1,608
BCL3 | rs8103315 G/T 0,109 | 0,094 04713 | 1,174 | 0,759-1,817
BCL3 | 152927456 /T 0,111 | 0,078 0,0929 | 1,478 0,935-2,337
AS

BCL3 | 157257231 AT 0,274 | 0,302 0,6075 | 0,871 0,514-1,475
BCL3 | 1510401176 G/A 0,191 | 0,117 0,0707 | 1,773 0,947-3,319
BCL3 | rs8103315 G/T 0,155 | 0,094 0,1016 [ 1,76 0,888-3,486
BCL3 | 152927456 /T 0,095 | 0,078 0,603 1,242 0,548-2,815

SNP - viena nukleotida polimorfisms (single nucleotide polymorphism); * Majora aléle ir noradita
pirma; ~ MAF - minoras aléles frekvence, " OR - izredzu attieciba (odds ratio), ™ 95% CI - 95%
ticamibas intervals (confidence interval)

Haplotipu saistibas analize tika veikta, lai atklatu jebkadu iesp&jamo
saistibu starp haplotipiem BCL3 géna un nesindromalam LS/LS+AS un AS
Latvijas vai Brazilijas populacija.

Tika atklats, ka Latvijas populacija ¢etri BCL3 géna haplotipi uzradija
Joti augstu saistibu ar paaugstinatu nesindromalo LS/LS+AS risku (sk. 3.2.3.

tabulu).
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3.2.3. tabula
Labakie BCL3 géna haplotipu analizes rezultati saistiba ar nesindromalam LS/LS+AS
Latvijas populacija

**SNP 1 SNP 2 SNP 3 SNP 4 SNP 5 Frekvence p-vert.
Gadij. Kontr.

1s7257231 rs10401176 | rs8103315 rs1979377 152927456 * * *
A G T T T 0,101 0,034 0,0007
1s7257231 rs10401176 | rs8103315 rs1979377 * * * *
A G T T * 0,099 0,039 0,0005
1s7257231 rs10401176 | rs8103315 * * * * *
A G T * * 0,098 0,038 0,0006
rs10401176 | rs8103315 rs1979377 * * * * *
G T T * * 0,096 0,039 0,0009

*Tuksa Stina; **SNP - viena nukleotida polimorfisms (single nucleotide polymorphism)

Analizgjot BCL3 géna haplotipus Latvijas populacija, tika atklata
haplotipa rs7257231-rs10401176 (TA) vaja saistiba ar nesindromalam AS (p-
vert. = 0.0345), noradot uz ta iesp&amo saistibu ar samazinatu nesindromalo
AS risku (rezultati nav attgloti).

Haplotipu analize Brazilijas populacija atklaja, ka haplotipi
rs10401176-rs810315 (GG) (p-veért. = 0,0078), rs7257231-rs10401176-
rs810315 (TAG) (p-vert. = 0,0321) un rs10401176-rs810315-rs2927456 (GGC)
(p-vért. = 0,0357) ir asociéti ar nesindromalam AS, bet ne ar nesindromalam
LS/LS+AS (rezultati nav atteloti).

Veicot parmantoto un neparmantoto alélu attiecibas kalkulaciju starp
nesindromalo LS/LS+AS un AS pacientiem un to vecakiem transmisijas
disekvilibracijas testa ietvaros, netika atklata saistiba starp analiz€tajiem
markieriem un kadu no Skeltnes fenotipiem (rezultati nav att€loti) Latvijas

populacija.

3.3. Genotipésana ar TagMan tehnologiju
3.3.1. 19q13 lokuss
Saja pétijuma tika analizéti septini 19q13 lokusa, kas sastav no PVR,

BCL3, PVRL2 un CMPTM]I géniem, markieri. Tika veikta visu septinu SNP
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gadijuma-kontroles saistibas analize 86 nesindromalo LS/LS+AS pacientiem,
27 pacientiem ar nesindromalam AS un 148 savstarpgji neradnieciskiem un
veseliem individiem no Latvijas populacijas. Transmisijas disekvilibracijas
tests (TDT) tika veikts 66 triadém (pacientam un abiem vecakiem), no kuriem
52 pacienti un to vecaki tika iedaliti LS/LS+AS grupa un 14 triades -
nesindromalo AS grupa.

P&tfjuma ietvaros netika atklata nozimiga saistiba starp analiz&tajiem
19q13 lokusa markieriem un nesindromalam LS/LS+AS vai AS (rezultati nav
atteloti).

Veicot haplotipu saistibas analizi, netika atklata nozimiga saistiba
starp haplotipiem 19q13 lokusa un nesindromalam LS/LS+AS Latvijas
populacija. Haplotipi rs419010-rs2075620 (CG) (p-vert. = 0,0156), rs419010-
1s2075620-rs875255 (CGC) (p-vert. = 0,0161), 1s2927438-rs419010-
1s2075620-rs875255 (GCGC) (p-vért. = 0,0279) un 1s2927438-rs419010-
152075620 (CGC) (p-vért. = 0,0305) uzradija vaju saistibu ar izol&tu aukslgju
$keltni, kur visi iepriek$mingtie etri haplotipi bija saistiti ar paaugstinatu AS
risku.

Tika veikts transmisijas disekvilibracijas tests, lai noskaidrotu
parmantoto un neparmantoto alglu attiecibu starp nesindromalo LS/LS+AS un
AS pacientiem un to vecakiem Latvijas populacija. Nenozimiga asociacija tika
atklata tikai starp BCL3 géna SNP 1s10421283 (p-vért. = 0,0477) un
nesindromalam LS/LS+AS, bet ne nesindromalam AS, tomér novérota saistiba

izzuda p&c Bonferroni korekcijas piemérosanas.

3.3.2. BMP4 gens
Lai veiktu gadijuma-kontroles asociacijas analizi Latvijas populacija,
127 nesindromalo LS/LS+AS pacientiem, 37 nesindromalo AS pacientiem un
190 savstarp€ji neradnieciskiem un veseliem individiem tika analiz&ti tris

BMP4 géna markieri. P&tljuma ietvaros tika veikts arT transmisijas

23



disekvilibracijas tests (TDT), analiz&jot 65 triades, no kuram 38 triades tika
ieklautas nesindromalo LS/LS+AS grupa un 27 triades - nesindromilo AS
grupa.

Visaugstaka saistiba starp analiz&tajiem markieriem un nesindromalu
LS/LS+AS tika atklata SNP rs2071047, kur aléle A bija asociéta ar samazinatu
nesindromalo LS/LS+AS risku (p-vért. = 0,0087; OR = 0,63; 95% CI = 0,446-
0,891). Atklata saistiba saglabajas arT pec Bonferroni korekcijas piemérosanas.
SNP rs17563 uzradija nenozimigu asociaciju (p-vért. = 0,0178; OR = 0,666;
95% CI = 0,476-0,933) ar nesindromalam LS/LS+AS, kas izzuda péc multiplas
test€Sanas korigé€sanas. Netika atklata saistiba starp analiz&tajiem BMP4 géna
markieriem un nesindromalam aukslgju skeltném.

Haplotipu saistibas analize tika piemérota, lai atklatu jebkadu papildus
iespgjamo saistibu starp BMP4 génu un nesindromalam LS/LS+AS vai AS
Latvijas populacija.

Tika atklats, ka haplotips rs17563-rs2071047 (AA) (p-vert. = 0,0087)
ir saistits ar samazinatu nesindromalo LS/LS+AS risku. Papildus divi haplotipi
rs2071047-rs1957860 (AC) (p-vert. = 0,0165) un 1s17563-rs2071047-
rs1957860) (AAC) (p-vért. = 0,0184) atkldja saistibu ar nesindromalam
LS/LS+AS, bet $aja gadijuma novérota saistiba tika atklata ka aizsargajoss
efekts saistiba ar nesindromalam LS/LS+AS.

Haplotipu analize neatkldja nekadu nozimigu saistibu starp BMP4
génu un nesindromalam AS (rezultati nav attgloti).

Veicot parmantoto un neparmantoto alélu attiecibas kalkulaciju starp
nesindromalo LS/LS+AS un AS pacientiem un to vecakiem transmisijas
disekvilibracijas testa ietvaros Latvijas populacija, tika atklata nenozimiga
saistiba starp SNP rs1957860 (p vért. = 0,0455; OR = 3,0; 95% CI = 0,968-
9,302) un AS. Neviens analizétais markieris neatklaja saistibu ar LS/LS+AS

(rezultati nav attéloti).
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3.3.3. IRF6 gens

P&tfjuma tika veikta gadijuma-kontroles saistibas analize, analizgjot
IRF6 géna septinus markierus 85 nesindromidlo LS/LS+AS pacientiem, 27
pacientiem ar nesindromalim AS un 148 savstarpgji neradnieciskiem un
veseliem individiem no Latvijas populacijas. Transmisijas disekvilibracijas
tests (TDT) tika veikts 63 triadém, no kuram 49 triades tika iedalitas
LS/LS+AS grupa un 14 triades - nesindromalo AS grupa.

Visaugstaka saistiba starp analiz&tajiem markieriem un nesindromalu
LS/LS+AS tika atklata SNP rs658860, kur aléle T bija asociéta ar samazinatu
nesindromalo LS/LS+AS risku (p-vért.= 0,0244x107; OR = 0,412; 95% CI =
0,272-0,625). Atklata saistiba saglabdja nozimigumu ari péc Bonferroni
korekcijas pieméroSanas. SNP rs642961 uzradija nozimigu saistibu (p-vért. =
0,0019; OR = 2,141; 95% CI = 1,315-3,488) ar nesindromalam LS/LS+AS, kas
neizzuda arT péc multiplas testé@$anas korigéSanas piemérosanas. Aléle G bija
saistita ar samazinatu LS/LS+AS risku. Lidzigi rezultati tika iegiti, salidzinot
SNP 15658860 ar nesindromalam AS (p-vert. = 0,0378x10'5; OR =0,412; 95%
CI = 0,036-0,289), kur algle T bija saistita ar samazinatu AS risku, saglabajot
nozimigo saistibu arT p&c Bonferroni korekcijas.

Tika veikta ari haplotipu saistibas analize, lai atklatu jebkadu papildus
iespgjamo saistibu starp IRF6 génu un nesindromalam LS/LS+AS vai AS
Latvijas populacija.

Petijuma tika atklata augsta saistiba starp devipiem J/RF6 g€na
haplotipiem un nesindromalam LS/LS+AS, no kuriem septini haplotipi atklaja
saistibu ar paaugstinatu LS/LS+AS risku, bet divi haplotipi - ar samazinatu
LS/LS+AS risku.

3.3.3.1. tabula ir attéloti labakie /RF6 géna haplotipu asociacijas
analizes rezultati (p-vért. <0,001) ar nesindromalam LS/LS+AS.

Pétijuma ietvaros tika atklata loti augsta divu IRF6 géna haplotipu
saistiba ar nesindromalu AS, kur haplotips rs642961-rs658860 (GT) (p-vért. =
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0,0378x107) bija asociéts ar paaugstinatu nesindromalo AS risku, bet haplotips
1$642961-1s658860 (GC) (p-vért. = 0,0195x10™) uzradija saistibu ar
samazinatu risku attistities nesindromalam auksl&ju Skeltném.

3.3.3.2. tabula ir redzami labakie /RF'6 g€na haplotipu asociacijas

analizes rezultati (p-vért. <0,001) ar nesindromalam AS.
3.3.3.1. tabula

Labakie IRF6 gena haplotipu saistibas analizes rezultati saistiba ar nesindromalam
LS/LS+AS Latvijas populacija

SNP 1 SNP 2 SNP 3 SNP 4 SNP 5 Frekvence p-vert.
Gadij. Kontr.

152013162 | rs861019 | rs2073487 | rs642961 | rs658860 | * * *

C G T G C 0,006 | 0,184 0,0155x10°
A A C G C 0 0,13 0,0114x10™*
C A * * * 0,265 | 0,14 0,0009
1s861019 | rs2073487 | rs642961 | rs658860 | * * * *

G T G C * 0,006 | 0,185 0,0131x10°
A C G C * 0 0,13 0,0113x10™*
152073487 | rs642961 | rs658860 | * * * * *

T G C * * 0,006 | 0,187 0,0078x10°
C G C * * 0 0,131 0,0085x10™
1s642961 | rs658860 | * * * * * *

G C * * * 0,006 | 0,318 0,0093x10"
G T * * * 0,747 | 0,549 0,0244x10°

*Tuksa Stina; **SNP - viena nukleotida polimorfisms (single nucleotide polymorphism)

3.3.3.2. tabula
Labakie IRF6 gena haplotipu saistibas analizes rezultati saistiba ar nesindromalam AS
Latvijas populacija

SNP 1 SNP 2 SNP 3 SNP 4 SNP 5 Frekvence p-vert.
Gadij. Kontr.

rs2013162 | rs861019 rs2073487 | rs642961 | rs658860 | * * *
C G T G C 0 0,20 0,0004
C A T G T 0,058 | 0,004 0,001
A A C G T 0,481 | 0,26 0,0013
rs861019 rs2073487 | rs642961 rs658860 | * * * *
G T G C * 0 0,199 0,0004
A C G T * 0,481 | 0,259 0,0013
rs2073487 | rs642961 rs658860 * * * * *
T G C * * 0 0,196 0,0005
C G T * * 0,481 | 0,255 0,001
1s642961 rs658860 * * * * * *
G T * * * 0,923 | 0,549 0,0378x10°
G C * * * 0 0,318 0,0195x10*

*Tuksa Stina; **SNP - viena nukleotida polimorfisms (single nucleotide polymorphism)
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Tika veikts arT transmisijas disekvilibracijas tests, ka rezultata tika
atklata asociacija starp nesindromalu AS un SNP 15642961 (p-vért. = 0,0039;
OR = 0,091; 95% CI = 0,012-0,704), tomér, piem&rojot multiplas testéSanas
korekciju, novérota saistiba izzuda. Tika atklata vaja saistiba starp rs658860 (p-
vért. = 0,0067; OR = 0,1; 95% CI = 0,013-0,781) un nesindromalu AS, kas
izzuda p&c multiplas testéSanas korekcijas piemérosanas. Abi markieri uzradija
saistibu ar samazinatu AS risku. Tika atklats, ka abi iepriek§mingtie markieri ir
saistiti arT ar paaugstinatu nesindromalo LS/LS+AS risku (rs642961 (p-vért. =
0,0035; OR = 3,143; 95% CI = 1,343-7,357), rs658860 (p-veért. = 0,0054; OR =
3,0; 95% CI = 1,275-7,057)) ari péc Bonferroni korekcijas piemérosanas.
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4. DISKUSIJA

Daudzi géni ir iesaistiti un regulé kraniofaciala regiona veido$anos.
Dazadi augSanas faktori (pieméram, FGFs, TGFs, PDGFs, EGFs, BMPs un to
attiecigie receptori), signalmolekulas (pieméram, WNT, SHH un to attiecigie
receptori), $inu adh&zijas molekulas (pieméram, PVRL1) un transkripcijas
faktori (pieméram, MSX, DLX, LHX, PRRX un BARX un to attiecigie
receptori) var bit iesaistiti nesindromalo liipas ar/bez auksl&ju Skeltpu un
izol&tu auksl&ju Skeltnes attTstiba.

Cilveka fibroblastu augsanas faktori (human fibroblast growth factors)
(FGFs) un to stnu virsmas receptori (FGFRs) pieder pie signalmolekulu
gimenes, kam ir Joti liela nozime dazados embriogenézes un audu homeostazes
procesos (Itoh un Ornitz, 2004; Chen un Deng, 2005; Dailey et al., 2005;
Eswarakumar et al., 2005; Krivicka-Uzkurele et al., 2008). Riley u.c. (2007a)
sava pétjjuma ietvaros veica plasa genoma saistibas analizi (genome-wide
linkage scan), analiz€jot 220 nesindromalo liipas ar/bez auksl&ju Skeltpu
pacientus un to radiniekus no Filipinam, ka rezultata atklaja jaunu rajonu
(8p11-23), kas iesp&jams ir iesaistits nesindromalo lipas ar/bez auksl&ju
Skeltnu attistiba. Tiek uzskatits, ka géni, kas atrodas $aja regiona, ieskaitot
FGFRI génu, kas atrodas 8p12, ir iespgjamie nesindromalo LS/LS+AS vai AS
kandidatgéni. Daudzas populacijas ir analiz&tas genétiskas variacijas FGFRI
géna saistiba ar nesindromalam LS/LS+AS vai AS, bet atklatie rezultati ir
pretrunigi starp dazadam populacijam un rasém (Riley, 2007a, 2007b; Menezes
et al., 2008; Mostowska, 2010; Butali, 2011; Wang, 2011). Misu pé&tijuma,
veicot gadijuma-kontroles asociacijas analizi, analiz&jot genétiskos markierus
FGFRI gena, tika atklats, ka viens markieris $aja géna (rs7829058) uzrada
statistiski nozimigu saistibu gan ar nesindromalam LS/LS+AS (p-vert. =
0,0024x10'5; OR = 7,991; 95% CI = 3,435-18,59), gan ar nesindromalu
aukslgju 8keltni (p-value = 0,0002x10°; OR = 13,16; 95% CI = 4,93-35,1),

turklat novérota saistiba neizzuda arT péc Bonferroni korekcijas piemérosanas.
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Mgs veicam arl FGFRI géna haplotipu analizi un atklajam nozimigu saistibu
starp haplotipiem $aja géna un nesindromalu aukslgju Skeltni (AS). Cita
pétijuma, lai palielinatu p&tamo paraugkopu, mes apvienojam Latvijas
populacijas paraugkopu ar paraugkopu no Igaunijas un Lietuvas. Rezultati
atklaja, ka SNP 1s7829058 ir saistits ar nesindromalam LS/LS+AS, bet
novérota saistiba izzuda péc korig€Sanas ar Bonferroni metodi (p-vért. =
0,0137; OR = 1,457; 95% CI = 1,079-1,968) (Nikopensius et al., 2011). Veicot
FGF1 géna SNP analizi, tika atklats, ka SNP rs34010 (p-vért. = 0,0002; OR =
0,485; 95% CI = 0,331-0,71) ir saistits ar aizsargdjoSu efektu pret
nesindromalam LS/LS+AS, bet atklata asociacija izzuda, piemérojot Bonferroni
korekciju. Salidzinot izolétas auksl&ju Skeltnes pacientus ar kontroles
paraugiem, més atklajam, ka SNP rs34016, kas lokalizets FGF'] géna, ir saistits
ar paaugstinatu AS risku (p-vért. = 0,006, OR = 2,934; 95% CI = 1,322-6,512),
kaut arT ST noverota asociacija nesaglabajas pé&c multiplas test€Sanas
korig€Sanas. FGF1 géna haplotipu analize atkldja saistibu ar nesindromalam
LS/LS+AS, bet ne ar nesindromalam AS. Riley u.c. (2007a) veica pétijumu,
kura, veicot gan saistibas (l/inkage), gan asociacijas (association) analizi, tika
atklata saistiba ar markieriem FGFRI géna (recesivo daudzpunktu HLOD =
1.07). Tas pats autors, tikai citd p&tfjuma (2007b) veica 12 génu (FGFRI,
FGFR2, FGFR3, FGF2, FGF3, FGF4, FGF7, FGFS8, FGF9, FGF10, FGF18,
and NUDT6) kodgjoso regionu sekven&$anu un veica asociacijas analizi Aiovas
un Filipinu populacijam, ka arT izmantoja proteinu struktiiras analizi, lai
noteiktu aminoskabju variantu iesp&jamo funkciju. Mingtaja pétijjuma tika
identificétas dazas mutacijas, kas iesp&jams varétu izraisit LS/LS+AS vai AS,
ieskaitot nomsense mutaciju R609X FGFRI géna un missense variantus
FGFRI1, FGFR2 un FGFR3 génos. FGFRI variaciju strukturala analize atklaja,
ka identificétas mutacijas varétu pasliktinat proteinu funkciju caur dazadiem
mehanismiem. ST pétfjuma ietvaros tika veikta arT SNP genotip&sana, atklajot

saistibu starp nesindromalam LS+AS un SNP rs13317, kas lokalozéts FGFRI
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géna (p-vert. = 0,03). Lidzigs pétijums tika veikts, veicot gadijuma-kontroles
analizi Brazilijas populacija (Menezes et al., 2008), ka rezultata tika dal&ji
apstiprinati Riley et al. (2007b) pétfjuma rezultati. Saja p&tijuma tika atklats, ka
dazi géni, to skaita arT FGFRI géns, uzrada vaju saistibu ar nesindromalam
LS+AS ar vai bez kadam zobu anomalijam. Menezes et al. (2008) pé&tijuma tika
noteiktas katra analizéta markiera al€lu frekvencu atskiribas starp pacientiem
un kontrolém, izdalot dazadus Skeltnu subfenotipus un aprékinot OR un 95%
CI. Tika atklata vaja saistiba starp SNP rs13317 un vienpus€ju labas puses
LS+AS kopa ar zobu agenézi. Mostowska et al. (2010) veiktaja pétfjuma
Polijas populacija tika analizéti géni, kas kodé transkripcijas faktorus, tadi ka
FGFI10 un FGFRI. Tika analizéti FGFRI géna divi SNP (rs6987534 un
rs328300), lai noteiktu to saistibu ar kadu no Skeltnes fenotipiem, bet neviens
no abiem markieriem neatklaja saistibu ar nesindromalam LS/LS+AS vai AS.
Abi Sie markieri tika analiz&ti arT misu pétfjjuma, bet arT m&s neatklajam
nozimigu saistibu starp kadu no Siem markieriem un nesindromalam
LS/LS+AS vai AS Latvijas populacija. Vienigais pieradijums tam, ka Sie
markieri varétu biit iesaistiti nesindromalo LS/LS+AS vai AS etiologija miisu
analiz&taja populacija, bija haplotipu saistibas analizes rezultati, kur FGFRI
géna haplotipi, ieskaitot abus iepriek§ min&tos SNP, uzradija saistibu ar
paaugstinatu nesindromalo LS/LS+AS un AS risku. Loti [idzigi rezultati, kadi
tika iegliti miisu pétljuma, tika atklati Wang et al. (2011) p&tijuma, analiz&jot
SNP desmit fibroblastu augSanas faktoru un to receptoru kod€joSos génus
(ieskaitot FGF2 un FGFRI génus) triadém no Azijas un Merilendas, analiz&jot
bérnus ar nesindromalam LS/LS+AS un to vecakus. P&tijuma tika atklata
FGFRI géna saistiba ar nesindromalam LS/LS+AS, veicot gan saistibas
(linkage), gan transmisijas disekvilibarcijas testu (transmission disequilibrium
test), tadgjadi apstiprinot citu pé&tnieku atklato asociaciju. Savukart, veicot
FGFRI géna tris SNP haplotipu (rs6987534, rs6474354 un rs10958700)

saistibas analizi, tika atklata saistiba starp pacientiem ar nesindromalam
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LS/LS+AS un to vecakiem Azijas populacija, kas ir Joti lidzigi misu FGFRI
géna haplotipu saistibas analizes rezultatiem Latvijas populacija. Negativa
saistiba tika atklata Butali et al. (2011) p&tijuma, kur autors veica asociacijas
analizi un tieSo FGFRI un FGFR2 génu sekvené$anu Nigérijas populacija.
legiitie rezultati var€tu tikt izskaidrojami ar to, ka pastav atkiribas starp
géniem, kas ir iesaistiti Skeltnu attistiba, ka ari starp Skeltnpu sastopamibas
biezumu starp rasém, turklat péc literatlira pieejamiem datiem var secinat, ka
Afrika LS/LS+AS/AS sastopamibas biezums ir relativi zemaks ka citas
populécijas.

SKI géns ir protoonkogéns, kas ir iesaistits centralas nervu sistémas un
skeleta muskulu attistiba, ka ari tas ir iesaistits dazadu kraniofacialo struktiiru
attistiba (Berk et al., 1997). Kopuma nav daudz p&tjjumu par SK/ génu un ta
iespgjamo nozimi LS/LS+AS/AS attisiba. Vieira et al. (2005) pétijuma tika
anaizgti 20 dazadi kandidatgéni Filipinu populacija, veicot $o génu tieSo
sekvengsanu individiem ar LS/LS+AS vai AS, ka rezultata tika atklats, ka dazas
punktveida mutacijas FOXEI, GLI2, JAG2, LHXS, MSXI1, MSX2, SATB2,
SPRY2, TBXI10 un SKI génos var izraisit nesindromalo LS/LS+AS attistibu,
papildus ieglitie nelidzsvarotas saistibas analizes rezultati apstiprindja, ka
genétiskajam variacijam MSX2, SKI vai JAG2 génos vai to regiona ap Siem
géniem ir nozime nesindromalo LS/LS+AS etiologija. Cita pétijuma, lai
identificétu genétiskas variacijas SKI géna un noskaidrotu iesp&amo saistibu
starp SKI géna polimorfismiem un LS/LS+AS risku, Lu ar kolggiem (2005)
atkartoti sekvengja (resekvengja) $o génu. PEtijuma tika identificéts jauns
polimorfisms (257C>G), kas lokalizéts 1. eksona, atklajot ta saistibu ar
samazinatu LS/LS+AS risku (OR = 0,6; 95% CI = 0,3-1,0) Kalifornijas
populacija. Sis SNP atrodas Joti tuvu promotera rajonam, lidz ar to iesp&jams,
ka polimorfisms atrodas nelidzsvarotaja saistiba ar polimorfismiem upstream
regulatorajos rajonos. Misu pétijuma tika analizéti divdesmit markieri SK/

géna, lokalizéti 1q22-q24, lai noskaidrotu to iesp&jamo saistibu ar
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nesindromalam LS/LS+AS vai AS. Tika atklata SNP rs16824948 nozimiga
saistiba ar nesindromalam LS/LS+AS (p-vert. = 0,0013x10'14; OR =6,37; 95%
CI =4,039-1,07) un nesindromalu AS (p-vert. = 0,001 1x10'7; OR =6,777; 95%
CI = 3,577-12,84), kur aléle T bija saistita ar paaugstinatu nesindromalo
LS/LS+AS un AS risku, turklat saglabajot nozimigo saistibu arT péc multiplas
test€Sanas korekcijas. M@s veicam arT haplotipu saistibas analizi, kas atklaja
lidzigus rezultatus. Tomér citd pétijuma, palielinot paraugkopas apjomu un
apvienojot igaunu un lietuvieSu paraugkopas ar Latvijas paraugkopu, netika
atklata nozimiga saistiba (p-vért. <0,05) starp analizEtajiem markieriem SK/
géna un nesindromalam LS/LS+AS, bet SNP 1512562937 uzradija vaju saistibu
ar nesindromalu AS (p-vert. = 0,0143; OR = 0,534; 95% CI = 0,321-0,889), kas
izzuda, piemérojot Bonferroni korekciju (Nikopensius et al., 2010; Nikopensius
et al., 2011). Musu pétfjuma iegitie rezultati apstiprina citu autoru p&tjjumos
novéroto SKI géna iesp&jamo nozimi nesindromalo Skeltnu etiologija, bet ir
nepiecieSami papildus p&tijumi, lai atkarotu Sos rezultatus ari citas populacijas.
Ir atklats, ka Wnt signalceliem ir izSkiro$a nozime galvaskausa un
sejas attistiba, turklat tris neseni p&tijjumi atklaja, ka gen&tiskas variacijas
WNT3 un WNT9B génos varétu biit saistitas ar LS/LS+AS vai AS dazadas
populacijas  (Chiquet, 2008; Menezes, 2010; Mostowska, 2012). Misu
pétijuma tika analizgti divdesmit devini viena nukleotida polimorfismi WNT3
un WNT9B genos, lokalizéti 17921, lai atklatu iesp&amo saistibu ar
nesindromalam LS/LS+AS un AS Latvijas populacija, veicot gadijuma-
kontroles saistibas analizi. WNT3 géna viens markieris (rs11655598) uzradija
nozimigu saistibu gan ar nesindromalam LS/LS+AS (p-vért = 0,0053x10™""; OR
=5,925; 95% CI = 3,593-9,772), gan ar nesindromalu AS (p-vert = 0,0039x10°
. OR = 9,495; 95% CI = 4,879-18,34), novérota saistiba saglabajas ari p&c
Bonferroni korekcijas. Arl veikta haplotipu saistibas analize atklaja lidzigus
rezultatus. Chiquet et al. (2008) sava pétljuma analizgja trisdesmit astonus SNP

septinos WNT gimenes génos (WNT3, WNT3A, WNT5A, WNT7A, WNTS8A,
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WNT9B un WNTI1) Hispanu un Eiropas amerikanu populacijas, atklajot, ka
SNP tris génos (WNT34, WNT5A un WNTII) ir nozimigi saistiti ar
nesindromalam LS/LS+AS arT péc multiplas testéSanas korekcijas, turklat tika
atklats, ka arT daudzi haplotipi WNT gimenes g&nos ir saistiti ar nesindromalam
LS/LS+AS. Menezes et al. (2010) sava pétljuma veica trispadsmit SNP
genotipéSanu seSos WNT geénos (WNT3, WNT3A4, WNT5A, WNT8A, WNT9B and
WNT11), pamatojoties uz Chiquet et al. (2008) iepricks€jiem publicétajiem
pétifjumiem par WNT génu gimenes iesp&jamo nozimi nesindromalo ldpas
ar/bez aukslgju skeltnu attistiba cilvékiem un Juriloff et al. (2005), Juriloff et al.
(2006), Lan et al. (2006) veiktajiem pétijumiem ar dzivnieku modeliem, lai
parbauditu saistibu starp genétiskajiem markieriem $ajos génos un dazadiem
LS/LS+AS un AS subfenotipiem Brazilijas populacija. Vigu pétijuma tika
LS/LS+AS/AS un LS+AS risku. SNP 15142167, kas lokalizéts WNT3 géna
5°UTR, atklaja saistibu ar nesindromalam LS/LS+AS/AS (p-vért. = 0,0003; OR
= 1,61; 95% = 1,29-2,02), LS+AS (p-vért = 0,001; OR = 1,6; 95% CI = 1,26-
2,02) un vienpus&ju LS+AS (p-vért. = 0,002; OR = 1,65; 95% = 1,27-2,13). Ari
WNT3 géna SNP 159890413 atklaja saistibu ar nesindromalam LS/LS+AS/AS
(p-vért. = 0,03; OR = 1,46; 95% CI = 1,12-1,74), ar LS+AS (p-vért = 0,02; OR
= 1,46; 95% CI = 1,16-1,84) un vienpusg&ju LS+AS (p-vért. = 0,04; OR = 1,46;
95% CI = 1,13-1,89), bet SNP rs142167 WNT3 géna uzradija saistibu ar
“nepilnigi bilateralu” skeltnes subfenotipu (p-vért. = 0,03; OR = 1,57; 95% CI
= 1,17-2,11). Ar1 haplotipu saistibas analize apstiprinaja ieprieksgja analizé
atklato saistibu. Mes analizéjam divus SNP (rs111769 un rs2165846), kas ari
bija ieklauti ieprieks aprakstitajos citu autoru pétjjumos (Chiquet et al., 2008;
Menezes et al.,, 2010), un més atklajam, ka SNP rs111769 ir saistits ar
nesindromalu auksl&ju Skeltni, lai gan novérota saistiba izzuda péc Bonferroni
korekcijas pieméroSanas (p-veért. = 0,0195; OR = 1,931; 95% CI = 1,105-
3,374). Mostowska et al. (2012) sava pétijuma analizgja Cetrpadsmit SNP seSos
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WNT génos (WNT3, WNT3A, WNT5A, WNTS8A, WNT9B un WNTII), ka
rezultata tika atklats, ka viens WNT3 géna SNP (rs3809857) atklaja ievérojamu
asociaciju ar nesindromalam LS/LS+AS, kur aléle T bija saistita ar samazinatu
§1 Skeltpu veida risku Polijas populacija (p-vért. = 0,015; OR = 0,492; 95% CI
= 0,276-0,879). Ar1 haplotipu saistibas analize atkldja nozimigu saistibu starp
WNT3 géna polimorfismiem un nesindromalam LS/LS+AS. Tris SNP
(rs12452064, rs2165846 un rs4968282), kas tika analizéti Polijas populacija,
tika ieklauti arT misu petijuma. SNP rs4968282 atklaja vaju saistibu (p-vert. =
0,0444; OR = 0,654; 95% CI = 0,431-0,991) ar nesindromalam LS/LS+AS
milsu pétitaja populacija, bet novérota saistiba izzuda p&c multiplas testéSanas
korekcijas piemérosanas. Japiemin, ka SNP rs4968282 neatklaja saistibu ar
nesindromalam LS/LS+AS Polijas populacija. Neviens no tris analizétajiem
markieriem neuzradija saistibu ar nesindromalu aukslgju Skeltni ne Latvijas, ne
Polijas populacija (p-vért. >0,05). Cita pétjjuma, apvienojot Latvijas
paraugkopu ar Lietuvas un Igaunijas paraugkopu, SNP rs11653738, kas
lokalizéts WNT3 géna, atklaja saistibu ar nesindromalu AS (p-veért. = 0,0064;
OR = 1,518; 95% CI = 1,123-2,053), bet novérota asociacija izzuda péc
multiplas testéSanas korekcijas pieméroSanas (Nikopensius et al., 2010).
WNT9B géna divi SNPs (rs4968282 un rs1105127) atklaja saistibu ar
nesindromalam LS/LS+AS (attiecigi p-vért. = 0,0013; OR = 0,688; 95% CI =
0,548-0,865 un p-vért. = 0,0377; OR = 1,239; 95% CI = 1,012-1,518), bet
atklata saistiba izuda p&c Bonferroni korekcijas piemérosanas (Nikopensius et
al.,, 2011). Misu pétijuma rezultati apstiprina, ka WNT3 géns ir viens no
nesindromalo LS/LS+AS/AS izraisosajiem géniem eiropiesiem.

Gan saistibas analize (linkage analysis), gan asociacijas analize
dazadas populacijas atklaja nozimigu saistibu starp LS/LS+AS/AS un 19q13
lokusu, sauktu arT par OFC3 (orofacialo 3) lokusu, kas sastav no tadiem géniem
ka PVR, PVRL2, BCL3 un CLPTM], bet iegiitie rezultati ir pretrunigi (Stanier
and Moore, 2004; Wyszynski et al., 1997; Martinelli et al., 1998; Beaty et al.,
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2001; Fujita et al., 2004; Morkuniene et al., 2007; Park et al., 2009). Miisu
pétijuma tika analiz&ti SNP BCL3, CLPTM1, PVR un PVRL2 génos, analizgjot
gan gimenes, gan atsevi$kus individus, salidzinot tos ar kontroles paraugkopu
no Latvijas populacijas, lai atklatu iesp&amo sistibu ar nesindromalam
LS/LS+AS un AS. Papildus pétijuma tika analizéti ari BCL3 géna polimorfismi
nesindromalo LS/LS+AS un AS pacientiem un kontroles kopai no Brazilijas
populacijas. P&tijuma rezultata netika atklata nozimiga saistiba ne ar
LS/LS+AS, ne ar AS un analizétajiem markieriem 19q13 lokusa ne Latvijas, ne
Brazilijas populacija. Vieniga iesp&jama saistiba tika atklata starp BCL3 géna
SNP 158103315 (p-vért. = 0,0396; OR = 0,245; 95% CI = 0,058-1,04) un
nesindromalu auksl&ju sSkeltni un starp BCL3 géna SNP rs4803750 (p-veért. =
0,0449; OR = 0,496; 95% CI = 0,247-0,996) un nesindromala, LS/LS+AS, bet
atklata saistiba izzuda p&c Bonferroni korekcijas piemé&roSanas. Haplotipu
saistibas analize BCL3 géna atkldja nozimigu saistibu ar nesindromalam
LS/LS+AS Latvijas populacija un vaju saistibu ar nesindromalu AS Brazilijas
populacija. Neskatoties uz to, ka tika atklata pozitiva saistiba starp BCL3 géna
haplotipiem un nesindromalam LS/LS+AS un AS, netika atklata saistiba starp
analizétajiem markieriem un nesindromala LS/LS+A vai AS, veicot gadfjuma-
kontroles saistibas analizi, kas varétu nozimét to, ka iesp&jams haplotipiem $aja
géna ir kada funkcionala nozime, kas ir janoskaidro. Skaidrojot ieglitos
rezultatus Brazilijas populacija, japiemin, ka rezultati nav parsteidzosi, jo citu
autoru pétfjumos iegiitie rezultati ir lidzigi. Kada pétijjuma, analiz&jot braziju
gimenes, netika atklata nekada parmantoto al€lu novirze no normas, lidz ar to
netika atklata saistiba starp BCL3 génu un nesindromalam liipas ar/bez aukslgju
Skeltném (Gaspar et al., 2002). Japiemin, ka gimenu p&tijjumi un to asociacijas
analize, piemé&ram, transmisijas disekvilibracijas tests (TDT) ir precizaka
metode ka vienkars$i gadijuma-kontroles saistibas analize, 1idz ar to, ja §is
analizes ietvaros tiek atklata kada pozitiva saistiba starp markieriem un slimibu,

tad novérotajai saistibai ir lielaka nozime. Sava p@tfjuma ietvaros mes veicam
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ar1 TDT analizi, lai noteiktu 19q13 lokusa iesp&jamo saistibu ar nesindromalam
LS/LS+AS un AS. Rezultata tikai SNP rs10421283 $aja géna atklaja vaju
saistibu (p-vért. = 0,0477) ar nesindromalam LS/LS+AS, bet ne ar AS. Miisu
pétijuma rezultati ir lidzigi citu autoru p&tijumu rezultatiem, kur tika novérots
BCL3 géna alglu parmantojamibas ekscess no vecakiem (Maestri et al., 1997,
Park et al., 2009). Warrington et al. (2006) pétija 19q13 lokusu un atklaja
saistibu starp nesindromalam lupas ar/bez aukslgju Skeltném un PVR génu
divas dazadas populacijas - Aiovas un Dienvidamerikas populacijas, 1 saistiba
saglabajas arT péc multiplas testé8anas korigéSanas pieméro$anas. Sava
pétijuma mes neatklajam nozimigu saistibu starp markieriem PVR un PVRL?2
génos un nesindromalam LS/LS+AS vai AS Latvijas populacija, lidzigi ka citu
autoru pétjjumos Danijas un Italijas populacija (Warrington et al., 2006;
Pezzetti et al., 2007). Cita pétijuma, apvienojot Latvijas paraugkopu ar Lietuvas
un Igaunijas paraugkopu, divi markieri PVRL2 géna (rs519113 un rs2075642)
uzradija saistibu ar nesindromalam LS/LS+AS, bet atklata saistiba izzuda péc
Bonferroni korekcijas (attiecigi p-vért. = 0,0039; OR = 0,702; 95% CI = 0,552-
0,894 un p-veért. = 0,0206; OR = 1,347; 95% CI = 1,046-1,733) (Nikopensius et
al., 2011). PVRL2 géna SNP rs6859 un CLPTM1 géna divi SNP rs5127 un
1516979595 atkldja saistibu ar nesindromalu AS, bet saistiba izzuda péc
multiplas testéSanas korekcijas piemeéroSanas (attiecigi p-veért. = 0,0472; OR =
1,35; 95% CI = 1,003-1,816, p-value = 0,0146; OR = 1,494; 95% CI = 1,081-
2,064, p-vert. = 0,0288; OR = 1,457; 95% CI = 1,038-2,046) (Nikopensius et
al., 2010). No miisu pétijuma rezultatiem un citu autoru pétijjumiem més varam
spriest, ka, ja 19q13 lokusam tie$am ir nozime nesindromalo LS/LS+AS vai AS
attistiba, tad tikai ka zemas penetrances vai ka modificgjoSam lokusam.

Ir atrodami vairaki pétfjumi saistiba ar BMP4 géna pozitivu saistibu ar
nesindromalam LS/LS+AS vai AS. Marazita et al. (2004) veiktas 13 genomu
skanu meta analizes rezultata tika identificéti sesi rajoni piecas hromosomas ar

HLODs >3.2, viens no Siem atklatajiem rajoniem 14q21-25, kas noradija uz
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iesp&jamo saistibu ar nesindromalam lGpas ar/bez auksléju skeltném.
Pamatojoties uz o pétijumu, Lin et al. (2008) veica gadijuma-kontroles analizi,
genotip&jot BMP4 géna polimorfismus un atklaja saistibu starp 538T/C
polimorfismu (rs17563) un nesindromalam LS/LS+AS Kinas populacija.
P&tfjuma rezultati atklaja, ka 538C al€les nesgji bija saistiti ar paaugstinatu
nesindromalo LS/LS+AS risku, salidzinot ar individiem, kas nebija §is aléles
nesgji (p-vert. = 0,005; OR = 1,52; 95% CI = 1,13-2,03). 2009. gada tika veikts
petijums, kur tika veikta BMP4 géna mutaciju analize, kas atklaja, ka
individiem ar dazadiem liipas un orbicularis oris muskula (OOM) defektiem ir
kadas §1 géna mutacijas, bet neviena mutacija netika atklata vairak ka 500
kontroles paraugiem. ST pétfjuma rezultati apstiprina BMP4 géna iespg&jamo
nozimi nesindromalo lupas ar/bez auksl&ju Skeltnu patogenézeé (Suzuki et al.,
2009). Suazo et al. (2010) p&tijuma ietvaros analiz&ja saistibu starp BMP4 géna
tris SNP (rs762642, rs2855532 un rs1957860) un nesindromalam LS/LS+AS,
analiz&jot 150 savstarpgji neradnieciskas triades Ciles populacija. legitie
rezultati neatklaja nozimigu nobidi no parmantoto un neparmantoto al&lu
attiecibas, veicot katra SNP analizi atseviski, bet, veicot haplotipu saistibas
analizi, tika atklats, ka haplotipi rs1957860-rs762642 (T-T (p-vért. = 0.018) un
C-T (p-vért. = 0.015)) ir saistiti ar nesindromalam LS/LS+AS. Pé&tijuma autors
uzskata, ka, neskatoties uz atklato pozitivo saistibu starp haplotipiem un
nesindromalam $keltnem, saistitajiem haplotipiem visticamak nav nekada
funkcionala efekta uz BMP4 ekspresiju vai proteTnu aktivitati, bet iesp&jams
haplotipi atrodas nelidzsvarotaja saistiba ar §1 géna polimorfismiem, tadgjadi
iesaistoties nesindromalo LS/LS+AS/AS attistiba. Sie pétijuma rezultati
apstiprina BMP4 géna nozimi nesindromalo liipas ar/bez auksl&ju Skeltnu
etiologija Ciles populacija. Misu pétfjuma, veicot gadfjuma-kontroles saistibas
analizi, tika atklata saistiba starp genétiskajam variacijam BMP4 géna un
nesindromalam LS/LS+AS, bet ne ar nesindromalu AS. Nozimigaka saistiba ar

LS/LS+AS tika atklata starp nesindromalam LS/LS+AS un SNP 152071047,
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kas atrodas 4. intrond, kur aléle A bija saistita ar samazinatu LS/LS+AS risku
(p-vért. = 0,0087; OR = 0,63; 95% CI = 0,446-0,891). Atklata saistina neizzuda
arT pec Bonferroni korekcijas. SNP rs17563, lokalizéts 5. eksona, uzradija vaju
(p-vert. = 0,0178; OR = 0,666; 95% CI = 0,476-0,933) ar nesindromalam
LS/LS+AS, kur algle A bija saistita ar samazinatu LS/LS+AS risku. Ari
haplotipu saistibas analize atklaja Iidzigus rezultatus. Netika atklata saistiba
starp haplotipiem BMP4 géna un nesindromalu auksl&u Skeltni, bet divi
haplotipi Saja géna atklaja savu saisttbu ka aizsargdjosu efektu pret
nesindromalam LS/LS+AS. Transmisijas disekvilibracijas tests atkldja pretgjus
rezultatus, kadi tika iegliti gadijuma-kontroles saistibas analizes rezultata. TDT
testa ietvaros netika atklata saistiba starp markieriem BMP4 géna un
LS/LS+AS, bet SNP 151957860, kas ir lokalizéts ~ 6kb downstream no géna,
atklaja vaju saistibu ar nesindromalu aukslgju skeltni (p-vért. = 0,0455; OR =
3,0; 95% CI = 0,968-9,302). Musu pétjjuma iegiitie rezultati apstiprina
ieprieksgjos pétijumus, ka BMP4 génam ir nozime nesindromalo LS/LS+AS un
AS etiologija, visticamak ar atkirigu ietekmi starp dazadam populacijam un
ras€ém. Misu pétijuma rezultati norada, ka BMP4 géns varétu biit iesaistits
nesindromalo AS attistiba, bet tam vartu bt aizsargdjoss efekts saistiba ar
nesindromalo LS/LS+AS attistibu.

Ir Joti daudzi pétijumi saistiba ar /RF'6 génu ka vienu no galvenajiem
géniem, kas varétu bt iesaistiti nesindromalo LS/LS+AS/AS atfistiba. Miisu
pétijuma ietvaros tika atklata nozimiga saistiba starp /RF6 g€na viena
nukleotida polimorfismiem un nesindromalam LS/LS+AS un AS. Nozimigaka
saistiba ar LS/LS+AS un AS tika atklata starp SNP rs658860 un rs642961, abi
lokalizéti ~10-11 kb downstream no IRF6 géna. Atklata saistiba tika
apstiprinata gan ar gadijuma-kontroles saistibas analizi, gan ar haplotipu
saistibas analizi, gan ar transmisijas disekvilibracijas testu. Nesena pétfjjuma
tika atklata saistiba starp /RF6 génu SNP rs2235371, lokalizéts 6. eksona,
Kinas populacija, kur TDT and HHRR (kaplotype-based haplotype relative
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risk) analize atklaja saistibu ar nesindromali lapas $keltni (LS) (Li et al., 2012).
Iepriek§ minétais SNP tika analizéts arT miisu pétijuma, bet iegiitie rezultati
neatklja saistibu ar LS/LS+AS vai AS. legiitie rezultati varétu tikt skaidroti ar
to, ka sava pétijuma ietvaros més neiedalijam individus ar izolétu liipas Skeltni
atseviSska grupa, veicot gadijuma-kontroles saistibas analizi. lesp&jams, SNP
1s2235371 bitu atklajis asociaciju ar LS Latvijas populacija, bet pétijuma
ieklauto individu ar lapas $keltni skaits bija loti neliels, lai to varétu parbaudit.
Ir pienemts iedalit individus ar liipas $keltni un individus ar liipas $keltni un
aukslgju skeltni viena grupa, jo tiek uzskatits, ka abiem fenotipiem ir viena
genétiska etiologija, turpreti auksléju Skeltnei - cita genétiska etiologija
(Harville, 2005), tom&r neseni pétjjumu rezultati liecina, ka liipas Skeltne un
ltipas un aukslgju Skeltnes tomér varétu bt ka atseviskas vienibas, kam ir
atSkiriga etiologija un patogenéze (Jugessur et al., 2011). Lidzigs pétijums tika
veikts Hondiiras populacija (Larrabee et al., 2011), kur tika analiz&ti divi SNP -
1s642961 un rs2235371. ST pétijuma ietvaros tika atklata saistiba starp SNP
1s2235371 un nesindromalam LS/LS+AS gan veicot gadijuma-kontroles
saistibas analizi (p-vért. = 0,01), gan gimenu saistibas analizi (p-vért. = 0,01),
bet netika atklata saistiba ar SNP rs642961, kas tiek uzskatits ka potenciali
biologiski nozimigs faktors /RF6 ekspresija un funkcijas nodrosinasana (Pan et
al., 2010). ST p&tifjuma rezultati ir pretrunigi ar misu pétijuma rezultatiem, ka
arT ar Shi et al. (2011) veikto pétfjumu, kur abi iepriek§ min&tie SNP tika
anlizeéti Kinas populacija. legitie rezultati var atskirties, jo dazados pétjjumos
tika analiz€tas dazadas populacijas. Ir pétfjumi, kas uzskata, ka atSkirigas
populacijas var ietekm&t dazadi /RF6 géna polimorfismi. Cita petjjuma
apvienojot Latvijas paraugkopu ar Lietuvas un Igaunijas paraugkopu un veicot
gadijuma-kontroles saistibas analizi, SNP rs17389541 atklaja saistibu ar
nesindromalu auksl&ju $keltni (p-vért. = 0,0006; OR = 1,726; 95% CI = 1,263-

2,358), atklata saistiba tika apstiprinata ar ar haplotipu saistibas analizi. Sis ir
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jauns atklajums saistiba ar JRF6 géna ietekmi nesindromalo AS atfistiba, bet ir
nepiecieSami papildus p&tijumi citas populacijas, lai to apstiprinatu.

Tas, ka pétfjuma ietvaros neizdevas atklat saistibu starp tiem gé€niem un
tajos esoSajiem SNP, kas tiek uzskatiti ka iesp&jamie kandidatgéni jau daudzus
gadus, ka, pieméram, MSX! géns, un nesindromalam LS/LS+AS un AS, var bit
saistita ar al€lu vai lokusu heterogenitati Skeltnu veido$anas etiologija.
Japiemin ar, ka analiz€jamo individu skaits ir neliels, ka arT atlasito SNP skaits
katra géna var but parak mazs, lai butu parklats viss géns. Visbeidzot, sava
petljuma mes analiz§jam atseviSskus génus, bet ne to savstarpgjo saistibu vai
saistibu starp g€niem un apkartgjas vides faktoriem, kas ari var€tu bit loti
nozimigs faktors LS/LS+AS/AS attistiba. Misu nakotnes plani ir veikt
petijumus, lai noskaidrotu dazadu génu mijiedarbibu ar dazadiem argjas vides
faktoriem, ka arT to ietekmi nesindromalo liipas ar/bez auksl&ju Skeltnpu un
izol&tas auksl&ju skeltnes etiologija.

Misu pétijuma rezultati norada, ka FGFRI, WNT3, SKI, BMP4 un
IRF6 géni ir iesaistiti nesindromalo LS/LS+AS un AS attistiba, ka ari atklaj
iespgjamo saistibu starp 19q13 lokusu un nesindromalam LS/LS+AS un AS.
Neskatoties uz atklatajiem rezultatiem, ir nepiecieSams identificét potenciali
funkcionalos variantus génos, kas uzradija nozimigu saistibu ar nesindromalam
LS/LS+AS vai AS, veiot $o rezultatu atkartojamibu citds populacijas, bet ne
tikai dazadas Eiropas populacijas.

Oponenti var diskutet, ka gandriz visi pétjjuma analizétie SNP atrodas
intronos vai starpgé€nu rajonos un nemaina transkripcijas faktoru piesaistes
vietas vai tiem nav potenicali kaitigs efekts. Tom&r mums ir janem véra, ka Sie
SNP, iesp&jams neitrali, var atrasties nelidzsvarotaja saistiba ar kadu no
etiologiskajiem variantiem, kas varétu izskaidrot misu pétijjuma iegltos
rezultatus. Papildus jamin arT tas, ka, daudzi literattira pieejami GWAS pétfjumi
norada, ka SNP, kas ir saistiti ar kadu no slimibam, tiek uzskatiti ka

funkcionali.
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Izdarot secindgjumu par miisu p&tjjumu, varam teikt, ka nesindromalas
LS/LS+AS/AS ir loti kompleksa patologija, ka ari ir vél Joti daudz
nenoskaidrotu génu, kas iesaistiti pétitas patologijas izraisiSana, bet tom&r tikai
daziem géniem ir liela nozime nesindromalo llipas ar/bez aukslgju skeltnu un

izol&tas auksl&ju skeltnes attistiba.
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SECINAJUMI

Pamatojoties uz iepriek§ noteiktajiem parametriem, tika atlasiti 675
genétiskie markieri ¢etrdesmit piecos kandidatgénos, kas varétu but
iesaistiti nesindromalo liGpas ar/bez auksléju Skeltpu un izol&tas
aukslgju skeltnes etiologija.

Gadijuma-kontroles saistibas analizes rezultati atklaja, ka genétiskas
variacijas SKI, FGFRI, WNT3 un [RF6 genos ir saistitas gan ar
nesindromalam LS/LS+AS, gan ar nesindromalam aukslgju $keltném
(AS) Latvijas populacija. legiitie rezultati atklaja, ka gengtiskajam
nesindromalo LS/LS+AS attistibu.

Tika atklata nozimiga saistiba starp haplotipiem SKI, FGFRI, WNT3
un IRF6 génos un nesindromalam LS/LS+AS un AS, ka ari starp
haplotipiem BMP4 géna un nesindromalam LS/LS+AS.

Gimenu asociacijas analizes rezultati atkldaja nozimigu saistibu starp
IRF6 génu un nesindromalam LS/LS+AS un AS.

BCL3 géna salidzino$a analize atklaja saistibu starp BCL3 géna

haplotipiem un nesindromalu AS Brazilijas populacija.
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