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ANOTACIJA

Cilveka organisma neatdaliti viens no otra notiek endobiotiku un ksenobiotiku
metabolisma celi. Olbaltumvielas, kas iesaistitas Sajos celos, ir loti daudz, sakot ar
fermentiem, kuriem tieSais substrats ir endobiotikis vai ksenobiotikis, turpinot ar
olbaltumvielam, kas regulé Sos fermentus kodgjoso génu darbibu, un olbaltumvielam,
kas iesaistitas $o vielu transporta $tina un organisma (transporta olbaltumvielas,
receptori). Galvenie atindéSanas procesi cilvéka organisma notiek aknas, un, ja tie ir
izmainiti, tas var izraisit aknu un citu organu bojajumu. Promocijas darba tika
apskatiti divi biezakie aknu bojajuma izraisitaji un to sekas — alkohola izraisits aknu
toksisks bojajums un C virushepatita izraisits hronisks aknu bojajums.

Petijuma tika ieklauti 60 pacienti ar akiitu toksisku alkohola izraisitu hepatitu
un tika analiz€ti pacientu biokimiskie raditaji, ka ar1 génu GSTM1, GSTT1, GSTAL,
GSTP1, MTHFR, UGT1A1, NAT2 un ALDH2 funkcionalie polimorfismi un to saistiba
ar biokimiskajiem raditajiem. Tika noskaidrots, ka sievietém akiitam alkohola
izraisitam hepatitam ir smagaka kliniska norise. Akiita toksiska hepatita smagumu var
noteikt, izmantojot protrombina laiku, un papildus tradicionalajiem raditajiem butu
nepiecieSams noteikt sarmaino fosfatazi.

Analizgjot genétiskos markierus, akiita toksiska hepatita pacientiem biezak
bija sastopams GSTT1 nulles genotips, bet savukart pacientiem, kuri mira no toksiska
aknu bojajuma, biezak bija 1enu acetiléSanu nosakosas al€les. Léna acetiléSana
(nosaka géna NAT2 kod@&tais enzims) ari ir saistita ar augstakiem aknu bojajumu
raksturojoSajiem biokimiskajiem raditajiem (GGT un sarmainas fosfatazes Itmeni).

Petijuma tika ieklauti 233 pacienti ar hronisku C virushepatitu, 162 pacienti
sanéma antiviralo terapiju. P&tijuma grupa tika analiz&ti morfologiskie, biokimiskie
un genétiskie faktori (GSTT1, GSTM1, UGT1A1, CCR5, SERPINA1, ATP7B, HFE
geénos esosie polimorfismi). Tika noskaidrots, ka papildus esoSajiem biokimiskajiem
raditajiem pacientiem terapijas efektivitati palidz prognozet hialuronskabe un
citokeratina—18 Iimenis. No genétiskajiem markieriem virushepatita C klinisko gaitu

ietekm& GSTM1 géna nulles genotips, CCR5 géna un SERPINAL polimorfismi.



ANNOTATION

Endo— and xenobiotic metabolism pathways are not separated in the human
body. Proteins involved in these pathways are including many proteins starting with
the enzymes, which direct substrate are endo— or xenobiotic, followed by proteins,
that regulates enzyme and their coding gene activity and proteins involved in the
transport of these substances in the cell and the body (transport proteins receptors).
The main detoxification processes in the human body are ongoing in the liver, and if
they are changed, it can cause liver and other organ damage. The thesis are discussed
two most common causes of liver injury and its consequences — alcohol induced liver
toxicity and hepatitis C virus—induced chronic liver damage.

Study subjects comprised 60 patients with acute alcohol induced hepatitis.
Eight genetic markers of the genes UGT1Al, GSTAL, GSTP1, NAT2, GSTT1 and
GSTM1 were genotyped. There were analysed biochemical markers and their
association with clinical outcome of toxic hepatitis as well as with analysed genetic
markers. In our study was proved that female gender is risk factor for alcohol toxic
hepatitis. Prothrombin and alkaline phosphatise could be used as markers for severity
of hepatitis. GSTT1 null genotype was identified as a risk allele for alcohol toxic
hepatitis progression. GSTT1 null genotype was found to correlate negatively with the
level of prothrombin and positively with hyaluronic acid. For patients who died of
toxic liver damage more frequent slow acetylation encoding alleles (NAT2 gene) were
found, that were associated also with higher levels of GGT and alkaline phosphatase.

There were 233 patients included in the study with chronic viral hepatitis C,
162 of them received antiviral therapy. In the case group morphological, biochemical
and genetic factors (polymorphisms in genes GSTT1, GSTM1, UGT1Al, CCR5,
SERPINAL, ATP7B, HFE) were analysed. There was discovered that higher levels of
hyaluronic acid and GGT, leukocyte count and more progressed fibrosis are
associated with lower possibility to reach sustained viral response. Hyaluronic acid
and cytokeratine—18 should be included in non-invasive tests in order to predict
sustained viral response. From analysed genetic markers clinical outcome of chronic
viral hepatitis C were influenced by GSTM1 null genotype and polymorphisms in the
CCR5 and SERPINAL genes.
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DARBA LIETOTIE SAISINAJUMI

ADH — alkohola dehidrogenaze

ALAT —alaninaminotransferaze

ALDH — acetaldehiddehidrogenaze

AntiHCV — antivielas pret hepatita C virusu

ASAT — aspartataminotrsnferaze

BETA — regresijas koeficients

BKUS — Bérnu Kliniska universitates slimnica

Cl195% - 95% ticamibas intervals (confidence interval 95%)
CVH - C virushepatits

dbSNP — SNP datubaze http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/

DNS — dezoksiribonukleinskabe

ELISA — enzimu imtinabsorbcijas tests (enzyme—linked immunosorbent assay)
GGT — gamma—glutamiltransferaze

GST — glutationa S transferaze

GSTA — glutationa S transferaze alfa klase

GSTM - glutationa S transferaze mi klase

GSTP — glutationa S transferaze pi klase

GSTT — glutationa S transferaze teta klase

HAI — histologiskas aktivitates indekss

HCV — hepatita C viruss

HIV — cilvéka imtindeficita viruss (human imunodeficiency virus)
lg A — imiinglobulins A

INR — starptautiskais standartiz&tais raditajs (international normalized ratio)
Kb — kilobaze

MAF — retakas aléles biezums (minor allele frequency)

MTHFR — metiléntetrahidrofolata reduktaze

NAD — nikotinamida adenina dinukleotids

NADH — nikotinamida adenina dinukleotida reducgta forma
OMIM — tieSsaistes datubaze pazimém, kuras iedzimst péc Mendela likumiem
(Online Mendelian Inheritance of Man ) — www.omim.org

OR — izredZu attieciba (0dds ratio)

p — p veértiba



PCR — polimerazes k&des reakcija (polymerase chain reaction)

PKUS — Paula Stradina Kliniska universitates slimnica

RAKUS — Rigas Austrumu Kliniska universitates slimnica

RFLP — restrikcijas fragmentu garuma analize (restriction fragment length
polymorphism analysis)

RNS — ribonukleinskabe

SVR —noturiga virusologiska atbilde (sustained virological response)

y* — hi kvadrats



1. IEVADS

1.1. Zinatniska darba aktualitate un novitate

Cilvéka organisma neatdaliti viens no otra notiek endobiotiku (organisma,
normala metabolisma gadijuma veidotu vielu, piem&ram, bilirubina) un ksenobiotiku
(no arvides uzpemtas vielas, pieméram, medikamenti, uztura lietoti produkti)
metabolisma celi. Olbaltumviclas, kas iesaistitas $ajos celos, ir oti daudz un dazadas,
sakot ar fermentiem, kuriem tieSais substrats ir endobiotikis vai ksenobiotikis, turpinot
ar olbaltumvielam, kas regule Sos fermentus kod&joso geénu darbibu, un
olbaltumvielam, kas iesaistitas $o vielu transportd $tina un organisma (transporta
olbaltumvielas, receptori) [Omiecinski, 2011].

Cilveka organisma galvenie atindéSanas procesi notiek aknas, kas pasarga
Citas organisma $tinas un ari pasas aknu $tinas N0 endo— un ksenobiotiku tie$as un ari
netieSas kaitigds ietekmes, piemé&ram, oksidativa stresa. Ja tiek izmainits to
metabolisms aknas, tas var ietekm& aknu bojajuma veidoSanos un slimibas talako
attistibu, tai skaita reakciju uz terapiju.

Vieni no biezakajiem aknu bojajuma izraisitajiem ir alkohols un hepatita C
viruss (HCV) gan Latvija, gan pasaulé (Slimibu profilakses un kontroles centra un
Pasaules veselibas organizacijas dati). Alkohols un hepatita Cviruss izraisa gan akiitu
aknu bojajumu, gan hronisku. P&tfjuma tika ieklauti akita toksiska alkohola hepatita
un hroniska C virushepatita (CVH) pacienti. Analizgjot iesaistito enzimu kodg&joso
génu funkcionalos polimorfismus akiita alkohola toksiska hepatita un hroniska CVH
gadijuma, bltu iesp&jams atrast genétiskos markierus, kas lautu precizak prognozét
slimibu gaitu. Latvija nav veikti genétiskie petijumi, akita toksiska hepatita pacientu
grupa, bet veiktajos hroniska CVH pacientu grupa ir analiz&ti citi genétiskie markieri

[Eglite, 2011; Jéruma, 2012; Tolmane, 2012a].

1.1.1. AKkiits toksisks alkohola hepatits

Akiita toksiska alkohola izraisita hepatita izpéte ir nozimiga, jo ir saistita ar
augstu mirstibu stacionara ~65% [Mathurin, 2003a]. Paslaik ir zinami vairaki riska

faktori, kas ietekmé aknu bojajuma smaguma pakapi akita alkohola izraisita toksiska
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hepatita gadijuma, piemé&ram, lietota alkohola daudzums, ta piedevas, uzturs vai ta
trikums, ka ari dzimums — smagak tas izpauzas sievietém [Stewart, 2001]. Akatam
toksiskam alkohola izraisitam hepatitam ir nozimiga vieta saslimstibas un mirstibas
statistika ar1 Latvija. Analiz€jot mirstibas raditajus, miruSo skaitu uz 100 000
iedzivotajiem, kuru naves iemels bijis alkohols (gan ilgstosa ta lietoSana, gan arl
nejausas saindé$anas gadijumos), ir vérojama saslimstibas pieaugSana 2006. gada
(471 miruso 2006. gada, salidzino$i — 2005. gada — 371, 2004. gada — 338 (Centralas
statistikas parvaldes dati)), ko ir izraisijusi plasa saind@Sanas ar nelegalo alkoholu
Austrumeiropa, tai skaita ar1 Latvija, kuru, iesp€ams, ir izraisijusi saind€Sanas ar
poliheksametilén-guanidina hidrohloridu (Polyhexamethyleneguanidine
hydrochloride) [Ostapenko, 2011], bet Sis toksiskais piejaukums nelegalajam
alkoholam Latvija laboratoriski netika identificéts.

Akits alkohola izraisits toksisks hepatits attistas ilgstoSas alkohola lietoSanas,
lielu alkohola devu lietosanas gadijuma, vai no dazadam, piedevam nelegalajam
alkohola. Ka arT tapéc, ka individam ir samazinatas alkohola atind€Sanas spg&jas, ko
nosaka gan genétiski faktori (ties$i alkohola metabolisma iesaistitie enzimi un netiesi
iesaistitie enzimi, kas samazina oksidativo stresu $iina, kas veidojies alkohola
lictoSanas rezultata) vai negenétiskie faktori (alkohola daudzums, uzturs u.c.).

Alkohola metabolisms organisma ierosina daudzas biokimiskas reakcijas, kas
izraisa alkoholikiem raksturigos audu bojajumus un slimibas. To iemesls ir hipoksija
aknu audos, dazadu toksisku savienojumu veidoSanas, brivo skabekla radikalu
formesanas un izmainas Stinas oksidéSanas — reducéSanas statusa, kas rada oksidativo
stresu $tinas un vélak rada to bojajumu [Zakhari, 2006]. Lai noveérstu brivo skabekla
radikalu veidoto $iinas bojajumu, $iinas darbojas vairaki aizsargmehanismi: mehaniski
un biokimiski. Mehanisko aizsardzibu veido $iinu un organoidu membranas. Bet
bioktmisko aizsardzibu veido reparacijas mehanismi, antioksidanti, enzimi
(superoksidismutaze, katalaze, peroksidaze u.c.) un mazmolekulari antioksidanti
(glutations, urinskabe, bilirubins, histidina dipeptids, lipoilskabe u.c.) [Kohen, 2002].

Akiita toksiska hepatita kliniska smaguma noveértésanai Eiropa tiek izmantotas
vairakas skalas, kas ieklauj biokimiskos raditajus, pieméram, bilirubina limeni,
protrombina laika/ INR attiecibu, kreatinina/urinvielas attiecibu, leikocitu skaitu,
albumina Iimeni, pacienta vecumu [Mathurin, 2012]. Latvijas Patentu valdé 2012.
gada ir registréts patents "Akuta alkohola hepatita gaitas prognoze$anas panémiens"”
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(LV14471B), kas iesaka izmantot endogéno endotoksinu serdes IgA antivielu
koncentraciju noteikSanu ar ELISA metodi, konstat&jot endogéno serdes endotoksinu
IgA antivielu ltmeni seruma 410 AMU/ml un augstak, kas prognozgé pasliktinasanos
aktta alkohola hepatita gaita Iidz pat letalam iznakumam, ka art 2009. gada izdotais
patents, kas iesaka izmantot citohromu C alkohola hepatita gaitas prognozéSanai
(LV13855B) — ta palielinasanas virs 1,1 ng/ml saistama ar akuta toksiska hepatita
klinisko simptomu pieaugumu vai terapijas neefektivitati.

Gengtisko faktoru analizes rezultati alkohola izraisita aknu bojajuma gadijuma
ir pretrunigi [STICKEL, 2006], tap&c darba tika planots izpétit glutationa metabolisma
iesaistito enzimu kodgjoso génu (GSTT1, GSTM1, GSTAL, GSTP1) polimorfismu,
bilirubina metabolisma iesaistito enzimu kod€josa géna UGT1Al, homocisteina
vielmaina iesaistita metiléntetrafolatreduktazes (MTHFR) kod&josa géna MTHFR,
alkohola metabolisma iesaistita acetaldehiddehidrogenazes kod&josa ALDH2 géna un
N-acetilésana iesaistita kodgjosa géna (NAT2) polimorfismus saistiba ar akitu

toksisku alkohola izraisttu hepatitu.

1.1.2. Hronisks C virushepatits

Paslaik pasaulé varétu but ~3% (~130-210 miljonu) iedzivotaju, kuriem ir
CVH. Latvija plaSakais populacijas petijums, lai noskaidrotu CVH prevalenci Latvija,
tika veikts 2008. gada. Taja tika noskaidrots, ka HVC antivielas (anti-HCV) ir
sastopamas 2,4%, bet RNS 1,7% Latvijas iedzivotaju, kas nozimé, ka Latvija ir
aptuveni 39 000 CVH pacientu [Tolmane, 2012a; Tolmane, 2011].

CVH izraisa hepatita C viruss (HCV), kuram ir zinami 6 genotipi un vairaki
apakstipi [Simmonds, 2005]. Visbiezak sastopamais ir 1. genotips. Virusa genotipam
ir loma slimibas progreséSana, ka ar1 atbildes reakcija uz antiviralo terapiju, kaut gan
preciza ta loma nav zinama [Poynard, 2003b].

3/4 CVH pacientu akataja infekcijas perioda nav nekadu kliniski
izteiktu  hepatitam  raksturigu  simptomu. Apméram 80% slimnieku akdtais
hepatits pariet hroniska forma, kas var progresét, ja CVH netika arstéts, tad
1/4 hronisko pacientu 15-20 gadu laika attistas aknu ciroze vai vézis. Hronisks
CVH raksturojas ar dazadas smaguma pakapes aknu iekaisuma un fibrozes

progreséSanu neatkarigi no HCV genotipa un virusa slodzes [EASL, 2011]. Ka riska
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faktori tiek minéti alkohola lietoSana [Omiecinski, 2011], cukura diabéts [White,
2008], lielaks vecums, kad notikusi inficé$anas, ko—infekcija ar cilvéka imiindeficita
virusu (HIV) vai citiem hepatotropiem virusiem. Atkariba no dazadu faktoru
kombinacijam un nearstéSanas gadjjuma ~10-40% pacientu attistas aknu ciroze
[Afdhal, 2004] un ~4% pacientu iestdajas nave no cirozes izraisitam komplikacijam
[Thompson Coon, 2007].

Hroniska CVH antiviralas terapijas mérkis ir virusa eradikacija, kurai
vajadz€tu noverst slimibas talaku attistibu un komplikaciju veidosanos. Veiksmiga
terapija ir, ja tiek sasniegta noturiga virusologiska atbilde (SVR — sustained viral
response) — 24 nedg€las péc terapijas beigam nav nosakams HCV RNS asinis [Ghany,
2011].

Standarta terapijai visiem virusa genotipiem tiek kombinéts pegil€tais
interferons un ribavirins [EASL, 2011] — noturiga Vvirusologiska atbilde tiek sasniegta
40-50% pacientu ar 1. genotipu, un ~80% ar 2. un 3. genotipu [Ghany, 2011].

Latvija, tapat ka pasaulg, standarta antivirala terapija sastav no ribavirina un
pegiléta interferona 2a vai 2b kombinacijas [EASL, 2011; Zalu agentiras
rekomendacijas, 2005]. Antiviralo terapiju ietekmg&josie faktori ir gan no virusa
genotipa atkarigi, gan pacienta gen&tiskiem markieriem (pieméram, IL28B [EASL,
2011; Ghany, 2011]), gan citiem pacienta faktoriem — svars [Bressler, 2003], alkohola
lietosana [Anand, 2006], insulina rezistence [Romero—Gomez, 2005], aknu bojajuma
pakape un citi [Manns, 2006].

Hroniska CVH atbildes reakcija uz antiviralo terapiju ir atkariga arT no aknu
Stnu iekaisuma, kuru var ietekmét génu polimorfismi, kas ir saistiti ar dazadu
mikroelementu vielmainas izmainam, pieméram, dzelzs (ta metabolismu ietekme géns
HFE [Pietrangelo, 2004]), vara (ta metabolismu ietekm& géns ATP7B [Harris,
2000]), dazadu aknu enzimu sintézes izmainu (pieméram, alfa l-antitripsina, kuru
kode géns SERPINAL [Kidd, 1983]), glutationa S transferazes (pieméram, GSTT1 un
GSTM1), mazmolekularie antioksidanti (piem&ram, bilirubins un ta metabolismu
ietekmgjosais géns UGT1Al [Bosma, 1995; Datta, 2012]), un receptori uz leikocitu
virsmas, kas ietekme& imumitati (piem&ram, hemokina CC receptors, kuru kodé géns
CCR5 [Katsounas, 2012]). Pétijuma tika noteiktas So génu polimorfismu ietekme uz
hroniska CVH klinisko gaitu.
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1.2.  Sadarbibas partneri

Darbs tika izstradats RSU Molekularas genétikas zinatniskaja laboratorija,
sadarbojoties ar SIA Rigas Austrumu kliniskas universitates slimnicas stacionaru
Latvijas Infektologijas centrs un APP Latvijas Biomedicinas pétijjumu un studiju

centru.

1.3.  Darba struktiira un apjoms

Promocijas darbs ir uzrakstits latviesu valoda. Darba ir 112 lappuses.
Literattras saraksta ir autoru un autoru kolektivu darbi. Promocijas darbs ir uzrakstits

ar 12. izméra simboliem un 1,5 rindu atstarpém, satur 22 tabulas un 6 att&lus.
1.4. Etiskie apsvérumi
Atlauju veikt p€tijumu izsniegusi RSU medicinas &tikas komiteja un LR
Centralas Etikas komiteja (skatit pielikuma 1)
1.5. Zinatniska darba izvirzita hipoteze

Endo- un ksenobiotiku metabolisma iesaistito enzimu aktivitates izmainas, ko
izraisa funkcionali polimorfismi to kod€josajos g€nos, un to savstarp€ja mijiedarbiba
ietekmé akiita toksiska hepatita un hroniska C virushepatita attistibu un gaitu, ka ar1

atbildes reakciju uz medikamentozo (t.sk. antiviralo) terapiju.

1.6. Zinatniska darba merkis

Noskaidrot genétiskos un negenétiskos riska faktorus, kas ietekmé akata
toksisku alkohola hepatita un hroniska C virushepatita prognozi un terapijas

iznakumu.
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1.7. Zinatniska darba mérka sasniegSanai nepiecieSamie pétijumu uzdevumi

Darba mérka sasniegSanai nepiecieSams veikt sekojosus darba uzdevumus:

1)

2)

3)

4)

5)

Izveidot pacientu grupas: akiita alkohola toksiska hepatita un hroniska C
virushepatita grupa. No pacientu slimibas v&sturém un ambulatorajam
karttm apkopot pacientu slimibu un tas smagumu raksturojoSos
biokimiskos un morfologiskos raditajus. Atlasit atbilstosas kontroles
grupas katrai no pacientu grupam.

Noteikt negenétiskos riska faktorus, kas ietekmé akiita toksiska alkohola
hepatita klinisko gaitu, analiz€jot biokimiskos datus, kas raksturo slimibas
gaitu.

Noteikt génu GSTT1, GSTM1, GSTAL, GSTP1, MTHFR, UGT1A1, NAT2
un ALDH2 funkcionalos polimorfismus akiita toksiska hepatita pacientiem
un atbilstoSajai kontroles grupai, to asociaciju ar biokimiskajiem
raditajiem un slimibas klinisko gaitu.

Noteikt faktorus, kas ietekmé hroniska CVH klinisko gaitu un antiviralas
terapijas efektivitati, analiz&ot biokTmiskos, morfologiskos un citus
raditajus no pacientu ambulatorajam karteém.

Noteikt génu GSTT1, GSTM1, UGT1A1, CCR5, HFE, ATP7B, SERPINAL
polimorfismus hroniska CVH pacientiem un atbilstosai kontroles grupai,
analiz€t to asociaciju ar biokimiskajiem un citiem slimibas gaitu
raksturojosajiem kliniskajiem raditajiem no pacientu ambulatorajam

kartém.
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2. LITERATURAS APSKATS

Endobiotiki ir vielas, kas veidojas cilvéka organisma, bet, ja tas veidojas parak
liela daudzuma ka norma biitu nepiecieSams, tas kliist par ksenobiotikiem.
Ksenobiotiki ir ar1 vielas, kuras ir sveSas cilvéka organismam, un tiek uznpemtas no
apkartgjas vides. Cilvéka organisma neatdaliti viens no otra notiek endobiotiku un
ksenobiotiku metabolisma celi. Olbaltumvielu, kas iesaistitas $ajos celos, ir loti daudz
un dazadas, sakot ar fermentiem, kuriem tieSais substrats ir endobiotikis vai
ksenobiotikis, turpinot ar olbaltumvielam, kas regulé Sos fermentus kod&joSo génu
darbibu, un olbaltumvielam, kas iesaistitas $o vielu transporta $ina un organisma,
piem&ram transporta olbaltumvielas un receptori [Omiecinski, 2011]. Endo— un
ksenobiotiku metabolisma iesaistitos enzimus iedala [ un II fazes enzimos. Pie pirmas
fazes, galvenokart, oksidacijas enzimiem pieder citohroma P450 (CYP) enzimu
sisttma (kas izvietoti gan endoplazmatiskaja tikla, gan mitohondrijos), alkohola
dehidrogenaze (ADH), aldehiddehidrogenaze (ALDH) u.c. Pie II fazes enzimiem
pieder olbaltumvielas, kas katalizé konjugaciju, pieméram, ar glikuronskabi (enzims
UGTI1ALl), glutationu (enzimi - glutationa—S—transferazes (GST)), etikskabi
(N—acetiltransferazes (NAT)).

Izmainas So enzimu kodg€joSajos génos, ietekmé& ari organisma atind&Sanas
sp&jas un var izraisit ta bojajumu. Galvenie atindéSanas procesi notiek aknas, tapec
izmainits ksenobiotiku atindéSanas process, var pastiprinat aknu bojajumu, ka ari
ietekmét slimibas talako attistibu, tai skaita reakciju uz terapiju.

Hepatits ir aknu audu iekaisums, kliniska izpausme ir variabla, var but ari
asimptomatiska, bet biezakie simptomi ir dazadas pakapes dzelte, apetites trikums un
slikta diisa [EASL, 2012]. P&c norises ilguma izskir akiitu hepatitu, kas ilgst lidz
seSiem méneSiem, un hronisku, ja tas norit ilgak par seSiem méneSiem. VisbieZakie
hepatitu izraisitaji ir virusi, bet to var izraisit ar1 dazadas toksiskas vielas (pieméram,
alkohols, medikamenti, augi u.c.), ka arf citas infekcijas (ne hepatitu virusu izraisitas)
un autoimiinas slimibas [Mathurin, 2012]. Vieni no biezakajiem aknu bojajuma
izraisitajiem ir alkohols un HCV gan Latvija, gan pasaulé (Slimibu profilakses un
kontroles centra un Pasaules veselibas organizacijas dati). Petijuma tika ieklauti akiita

toksiska alkohola hepatita un hroniska CVH pacienti. Analiz€jot iesaistito enzimu
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kodg€joSo génu funkcionalos polimorfismus akiita toksiska alkohola hepatita un
hroniska CVH, biitu iespéjams atrast genétiskos markierus, kas lautu precizak
prognozéet slimibu gaitu. Latvija nav veikti genétiskie pétijumi, akiita toksiska hepatita
pacientu grupa, bet veiktajos hroniska CVH pacientu grupa ir analiz&ti citi genétiskie
markieri [Eglite, 2011; Jéruma, 2012; Tolmane, 2012a].

2.1. AKkiits toksisks alkohola izraisits hepatits

Akiita toksiska alkohola izraisita hepatita izp&te ir nozimiga, jo ir saistita ar
augstu mirstibu stacionara ~65% [Mathurin, 2003b]. Paslaik ir zinami vairaki riska
faktori, kas ir saistiti ar aknu bojajumu, pieméram, lietota alkohola daudzums, uzturs
vai ta trikums un dzimums — smagak tas izpauzas sievietém [Stewart, 2001]. Akttam
toksiskam alkohola izraisitam hepatitam ir nozimiga vieta ari Latvijas mirstibas
statistika. Analiz&jot miruso skaitu uz 100 000 iedzivotajiem, kuru naves iemels bijis
alkohols, gan ilgstoSa ta lietoSana, gan ar1 nejausa saind€Sanas, ir vérojams mirstibas
pieaugums 2006. gada (skatit 2.1. attélu), ko domajams ir izraisijusi plasa saindé$anas
ar nelegalo alkoholu Austrumeiropa, tai skaita ari Latvija, Kuru, iesp&jams, ir
izraisTjusi saindéSanas ar poliheksametilenguanidina hidrohloridu [Ostapenko, 2011],

toksiskais piejaukums nelegalajam alkoholam Latvija laboratoriski netika identificéts.
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2.1.att. Miruso skaits uz 100 000 iedzivotajiem, kuru naves iemesls bijis alkohols.
LR Centralas Statistikas parvaldes dati no 2002. Iidz 2009. gadam, Nacionala Veselibas dienesta dati
no 2010. lidz 2011. gadam.

Aktts alkohola izraisits toksiSks hepatits biezi attistas no toksiskajam

piedevam nelegalajam alkoholam, ilgstoSas alkohola lietoSanas, lielu alkohola
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daudzuma lietoSanas gadijuma vai ari tapéc, ka individam ir samazinatas alkohola

atindésanas sp&jas [EASL, 2012].

2.2. Alkohola (etanola) metabolisms cilvéka organisma

Cilvéka organisma sp&ja parstradat alkoholu ir, galvenokart, ir genétiski
noteikta un apméram 90% alkohola tiek metabolizéts aknas. Alkohola ietekmi uz
dazadiem audiem nosaka ta koncentracija asinis, kas liecina ari par to, cik atri
alkohols tiek absorbéts, metabolizets un izvadits no organisma. P&c alkohola
noriSanas, pirmkart, tas tick absorb&ts kungi un tievajas zarnas un ar venozajam
asinim "'nonak" aknas, kur dazadu enzimu ietekmé notiek ta metabolizeéSana. Alkohola
absorbcijas atrumu un ta koncentraciju asinis ietekm& negenétiskie faktori un
genétiskie faktori (alkohola metabolisma tieSi iesaistito enzimu — alkohola
dehidrogenazes (ADHS) un acetaldehida dehidrogenazes (ALDHS) kodgjosie géni, to
aléles). Negenétisko faktoru loma alkohola vielmaina ir liela, jo, pat salidzinot
cilvekus ar vienadu ADH genotipu, novérots, ka to alkohola izvadiSanas atrums no
organisma atSkiras pat Cetras reizes [O 'Connor, 1998].

Alkohols/ etanols tiek metaboliz€ts, galvenokart, oksidativa cela (iesaistitie
enzimi ir — ADH, citohroma P450 sistéma (CYP2E1), katalaze, ALDH), bet mazaka

meéra neoksidativa cela.

2.2.1. Alkohola oksidativais metabolisms

Alkohola oksidativais metabolisms $iinas notiek citoplazma, mitohondrijos un
peroksisomas [Zakhari, 2006]. Etanola parveidosana acetaldehida notiek gan citosola,
gan peroksisomas, gan endoplazmatiska tikla veidotos pisliSos citoplazma.
Citoplazma esosais enzims ADH katalizé etanola oksidaciju par aldehidu. Saja
reakcija iesaistas ari elektronu parneséjs — nikotinamidadenindinukleotids (NAD"),
kas reakcijas laika reducgjas, veidojot NADH. Tiek uzskatits, ka ADH celu iziet
~70% no etanola, un, galvenokart, to veic ADH I klases izoenzimi [Haseba, 2010].
Savukart peroksisomas esosa katalaze oksidé etanolu, izmantojot tidenraza peroksidu
(H20,). Endoplazmatiska tikla eso$a citohroma P450 sist€mas enzims — CYP2EL

etanola metabolisma iesaistas tikai gadijumos, kad ir palielinata etanola koncentracija,
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ka ar1 ilgstoSas alkohola lietoSanas gadijuma. Acetaldehidu talak metabolizg,
galvenokart, acetaldehiddehidrogenaze 2 (ALDH2), kas ir aktiva mitohondrijos,
veidojot acetatu un NADH.

Oksidativais process ietekmé@ elektronu parnesgju — NAD”, kas tiek reducéts ar
diviem elektroniem, veidojot NADH. Rezultata alkohola oksidéSanas procesi veido
izteikti reducétu vidi hepatocitu citosola, kas padara §is $tinas jutigas pret etanola
metabolisma blakusproduktiem (pieméram, briviem radikaliem un acetaldehidu).

Talak tiks apskatiti galvenie etanola metabolisma iesaistitie enzimi, to al€les.

ADH ir galvenais no oksidativajiem enzimiem, kas metabolizé etanolu aknas.
ADH atrodas citoplazma un sastav no divam subvienibam. Tas ir cinku saturos§s NAD
atkarigs enzims, kuram ir daudz izoenzimu — cilvékiem ir identificétas septinas ADH
izoenzimu klases, kas ir izveidotas, balstoties uz to substratiem, specifiskumu, jutibu
pret inhibitoriem, lokalizaciju, elektroforétisko migraciju un imunologiskajam
ipasibam [Jelski, 2008], pedg&ja laika ir mainita ADH izonezimu un to kod&joso génu

nomenklatiira (skatit 2.1. tabulu).

2.1. tabula

ADH nomenklatiira un izoenzimus kodgjosie géni [Edenberg, 2007]

Jauna  génu Vecais géna References Kodéta ADH Klase
nomenklatiira® nosaukums seciba” olbaltumviela

ADH1A ADH1 NM 000667 «a |

ADH1B ADH2 NM_000668 B |

ADH1C ADH3 NM_000669 v |

ADH4 ADH4 NM 000670 = I

ADH5 ADH5 NM_000671 y 1]

ADHG6 ADHG6 NM 000672 ADHG6 Vv

ADH7 ADH7 NM 000673 o v

%ggna nosaukums, kas tiek lietots saskana ar Cilvéka Genoma organizicijas (Human Genome Organisation —
HUGO) nomenklatiru  (www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/), °References géns no NCBI datubazes
(www.ncbi.nIm.nih.gov/RefSeq, GRCh37.p13).

ADH izoenzimu kodgjosie géni atrodas ~380 kb liela regiona 4. hromosomas
garaja pleca (4q21-23). Aminoskabju lidziba starp dazadiem ADH izoenzimiem ir
~60% (70% salidzinot [ un IV klasi).

ADH | klases enzimi ir dimériskas olbaltumvielas, veidotas no a, B un y

subvienibam, kuras kode ADH1A, ADH1B un ADH1C géni. 95% no aknas esoSajam

ADH ir I klases izoenzimi, tapec ari $ie enzimi tiek dévéti par "klasiskajam" alkohola
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dehidrogenazém. Etanols nav vienigais $0 enzimu substrats, jo tie iesaistas arl
bioaminu un prostaglandinu metabolisma, steroidu dehidrogenizacija, o taukskabju
oksidacija, ka ari iesaistas vitamina A (retinola) biosintéze. II klases enzimam —
ADH4 géna kodetajam izoenzimam ir nozime augstas etanola koncentracijas
gadfjuma un it ipasi hidrofoba vidé [Haseba, 2010]. Tiek uzskatits, ka ADH4 ir
atbildigs par etanola metabolismu augstas ta koncentracijas un ilgstosas lictoSanas
laika, bet $is enzims ir mazak aktivs sievietém [Haseba, 2010], kas, iesp&jams, varétu
izskaidrot sliktaku akiita etanola hepatita prognozi sievietem. III klases izoenzimi
netiek intensivi iesaistiti etanola metabolisma pat augstas ta koncentracijas, bet
iesaistas dazadu lipidu metabolisma blakusproduktu, pieméram, endogéno garo k&zu
alkoholu un aldehidu metabolisma. IV klases izoenzimi tiek ekspreséti, galvenokart,
kunga epitélija, tapec tiem ir svariga loma alkohola uzstikSanas procesa [Jelski, 2008].

ADH génos ir zinami polimorfismi/al€les, kuram ir atSkiriga sp&ja metabolizet
etanolu un zinamas ieverojamas atSkiribas biezuma starp populacijam.

ADHI1B alélu biezums ir atSkirigs starp dazadam populacijam, piem&ram,
ADH1B*1 ir sastopama galvenokart Eiropas izcelsmes un afroamerikanu populacijas,
savukart ADH1B*2 — biezakas ir Kinas un Japanas populacijas. ADH1B*2
homozigotiskiem individiem ir pat nedaudz (< 15%) augstaks alkohola izvadiSanas
atrums, salidzinot ar individiem ar ADHI1B*1 alélem. ADH1C*1 un ADH1C*2
sastopamibas biezums ir aptuveni vienads visas Eiropas izcelsmes populacijas
[Zakhari, 2006].

Lai noveértetu individa sp&ju metabolizet etanolu, ir svariga I klases biezak
sastopamo al€lu kombinacija. Par atskaites jeb references sp&ju metaboliz€t etanolu
tiek uzskatits individs, kur$ ir homozigotisks pec ADH1B*1 un ADH1C*1 alglem.
70% no etanola tiek metabolizéts ar I klases enzimu palidzibu, bet attiecigi 30% ar
ADH4 enzimu lidzdalibu [Edenberg, 2007]. Salidzinot individus, kuriem ir vienads
svars un alkohola koncentracija asinis, ir novérots, ka individiem, kuri ir
homozigotiski péc ADH1B*1 un ADH1C*2 alélem, etanola metaboliz&sanas spgja ir
tikai 80% no references metabolizéSanas spgjas, bet homozigotiem peéc ADH1B*2 un
ADH1C*1 alelém etanola oksidésanas spgjas ir 8 reizes augstakas, bet ADH1B*3 un
ADH1C*1 — gandriz divas reizes augstakas oksidéSanas sp&jas [Edenberg, 2007;

Lee, 2006]. Sie etanola metabolisma raditaji ir aptuveni, pienemot, ka abas aléles tick
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vienadi ekspresétas, bet génu ekspresiju ietekmé ne tikai minétas al€les, bet ari
negengétiskie faktori.

Lai gan ADH génu un to polimorfismu ietekme uz alkohola/ etanola
Metabolismu ir pieradita, tomér to saistiba ar alkohola izraisitu aknu slimibu joprojam
ir pretruniga [Stickel, 2012; STICKEL, 2006].

Citohroma P450 sist€tmas izoenzimi darbojas endoplazmatiska tikla
membranas veidotos pusliSos (vezikulas), svarigakais no izoenzimiem etanola
metabolisma ir CYP2E1. CYP2EL1 aktivitati ietekmé hroniska alkohola lieto§ana, un
tam ir nozime liela etanola daudzuma gadijuma, etanolu parvérSot acetaldehida, ka ari
tas ir galvenais enzims, kas nosaka etanola metabolismu audos, kuros ADH
koncentracija ir zema vai nav vispar, pieméram, smadzenés. CYP2E1 darbibas
rezultata veidojas brivie skabekla radikali (reactive oxygen species), ieskaitot
hidroksietil-, superoksida jonus, hidroksilgrupu radikalus, kas paaugstina audu
bojajuma risku.

CYP2EL géns atrodas 10. hromosoma, ta aktivitati ietekmé& ne tikai dazadas
géna aléles, bet ari aptaukoSanas, badoSanas, aknu disfunkcija, ka ari etanola
lictoSana, medikamentu lietoSana (pieméram, disulfirama un hlormetiazola) vai uztura
esosi izotiocianati [Marchand, 1999]. Visvairak pétitas CYP2EL aléles ir 5’ géna
regiona (rs3813867 un rs2031920 — veido Rsal restrikcijas saitu) un 6. introna esosa
alele (rs6413432 — veido Dral restrikcijas saitu). Rsal restrikcijas saitu veidojosa aléle
tiek uzskatita par c1 vai normas variantu (wild type) al&li, un, ja restrikcijas saits tiek
zaudéts, tad c2 aleli. ST aléle tiek saistita ar 10x lielaku transkripcijas aktivitati,
paaugstinatu veidotas olbaltumvielas daudzumu, un paaugstinatu enzimatisko
aktivitati [Druesne—Pecollo, 2009], c2 aléle ir sastopama ~20-25% Azijas individu un
< 10% eiropiesu izcelsmes individiem un ka |oti reta, netika ieklauta Saja petjjuma.

Katalaze ir enzims, kuru kodgjosais géns ekspres€jas peroksisomas. Katalaze
spgj oksidet etanolu tdenraza peroksida klatbiitne, veidojot sistému, piemé&ram,
enzimu kompleksu NADPH oksidazi vai enzimu — ksantinoksidazi. Salidzinot ar
diviem iepriekSming&tajiem celiem, $im ir loti maza loma etanola oksidacija, iznemot
badosanas stavokli [Handler, 1990].

ALDH enzimi ir iesaistiti daudzu endogénu un eksogénu substratu
metabolisma, tai skaita ari etanola metabolisma veidota acetaldehida parvérSana
acetata. Lai gan aknas tiek ekspreséti vairaki ALDH veidi, tomér izoenzims —
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ALDH2, kas darbojas mitohondrijos un kuru kodé géns ALDHZ, ir galvenais no tiem,
kas ir iesaistits acetaldehida metabolisma. ALDH2*2 al€le ir viena no visplasak
zinamajam al€lém, kas tiek min&ta ne tikai saistiba ar etanola metabolismu, bet tai
skaita arT ar populaciju genétiku, jo ta ir galvenokart sastopama Azija, bet nav
attiecigi Eiropas izcelsmes individiem [Edenberg, 2007]. ALDH2*2 algles (rs671)
gadijuma ir notikusi lizina aizvietoSanas ar glutamatu 504. pozicija. ALDH2*2
veidotais enzims ir gandriz neaktivs, un lidz ar to nenotiek acetaldehida metabolisms,
savukart individiem, kuriem ir ALDH2*2 al€le heterozigotiska forma, enzima
aktivitate ir 6% [Crabb, 1989]. Individi ar ALDH2*2 alélém homozigotiska forma pat
péc nelielas alkohola lietoSanas sajiit spécigu nelabumu, piesarkSanu, sliktu diiSu un
tahikardiju, I1dzigu reakciju izraisa medikamenta disulfirama lietoSana, kuru izmanto
alkoholisma arsté$ana, lai izraisitu nepatiku pret alkohola lietoSanu, 1idz ar to $T aléle
ir aizsargajoSa pret alkoholisma attistibu. Ta ka ALDH2*2 alélei ir izteiktas
populaciju atSkiribas, ir novérots, ka Azija ir mazaks alkohola izraisito cirozu risks, ka
ari citu slimibu biezums, kas saistams ar alkohola lietosanu [Chao, 1994;

Nagata, 2002].

2.2.2. Alkohola neoksidativais metabolisma celS.

Neoksidativais alkohola metabolisma cel§ salidzino$i ir neliels, bet taja
veidotajiem produktiem ir diagnostiska un patogenétiska nozime. Alkohols
neoksidativa cela metaboliz€jas vismaz divos celos. Viena no celiem alkoholam
konjugacijas reakcija ar taukskabém, veidojas molekulas — taukskabju etilesteri. Cita
neoksidativaja cela ar lipidu molekulas esosajiem fosfatiem veidojas fosfatidiletanols.
Taukskabju etilesterus ir iesp&jams noteikt seruma un ari citos audos péc alkohola
lietosanas, un tie ilgi saglabajas pat péc alkohola izvadiSanas no organisma [Werner,
2002].

Oksidativais un neoksidativais alkohola metabolisma cel§ ir sava starpa
saistiti. Nomacot etanola oksidaciju ar vielam, kas nomac ADH, CYP2EI un katalazi,
tiek pastiprinats alkohola neoksidativais cel§, kas palielina taukskabju etilesteru

koncentraciju aknas un aizkunga dziedzeri [Werner, 2002].
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2.2.3. Alkohola metabolisma sekas organisma

Alkohola metabolisms organisma izraisa loti daudz dazadu reakciju, kas
nosaka alkoholikiem raksturigo audu bojajumu un slimibu viedo$anos.

Sts sekas ir:

- hipoksija aknu audos,

- dazadu toksisku savienojumu veidoSanas,

- brivo skabekla radikalu form&Sanas un izmainas $tnas oksidéSanas —

reduc@$anas statusa, jo ir izmainita NADH/ NAD" attieciba.

Etanola oksidativaja metabolisma cela veidojas NADH, kas talak tiek
metabolizets mitohondrijos, parnesot elektronus skabekla molekulai, kas piesaista
protonus, veidojot tideni. Lai nodrosinatu NADH metabolismu, hepatociti pastiprinati
uznem skabekli no asinim [Tsukamoto, 1989], kas var bit pietickami hepatocitiem,
kas atrodas tuvu artérijam, bet periférija esoSajiem hepatocitiem skabekla nepietiek,
un var rasties aknu bojajums [Ishak, 1991]. Etanola ietekmé& notiek ari Kupfera §tnu
aktivacija, kas palielina skabekla paterinu $iinas, jo tas izdala stimulgjosas molekulas,
pieméram, prostaglandinus E2, kas veicina vielmainu aknu §tinas [Zakhari, 2006].

Etanola metabolisma cela ADH un CYP2EL veido tadas aktivas molekulas, ka
acetaldehids un brivie skabekla radikali, kas, mijiedarbojoties ar olbaltumvielam,
veido stabilus un nestabilus savienojumus.

Acetaldehids mijiedarbojas ar atseviskam aminoskabém, kas atrodas,
pieméram, eritrocitu membranu olbaltumvielas, lipoproteinos, kas ir saistiti ar sirds
slimibas attistibu, tubulinos, hemoglobina, albumina, kolagéna, citohromos u.C.
[Tuma, 2003]. Dazus no savienojumiem, ka piem&ram, acetaldehida — lizina
savienojumu, neatpazist organisma iminsistéma un lidz ar to pret to sak veidot
antivielas. Sadu antivielu veidoSanas ir raksturiga p&c ilgstosas alkohola lietosanas
[Israel, 1986; Lin, 1990; Worrall, 1990]. Acetaldehida saistiSanas ar eritrocitu
membranas olbaltumvielam izraisa makrocitozi [Niemela, 2004], kas tiek uzskatita
par alkohola atkaribas markieri. Acetaldehids saistas ari ar biogéniem aminiem, tai
skaita neirotransmiteriem — serotoninu un dopaminu, kuriem ir farmakologisks efekts
uz centralo nervu sisteému.

Brivo skabekla radikali izraisot lipidu peroksidaciju, veicina toksisku

savienojumu veidoSanos. Lipidu peroksidacijas laika veidojas malondialdehids un
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4-hidroksi—2-neonenals — abi savienojumi veido savienojumus ar olbaltumvielam
[Worrall, 2001]. Savukart acetaldehids un malondialdehids ar olbaltumvielam veido
stabilu savienojumu, kas var ierosinat imtino atbildi [Tuma, 2003], kas pastiprina un
nosaka aknu bojajuma veidoSanos.

Oksidativo stresu §tina izraisa izmainits oksidéSanas — reducéSanas stavoklis, tai
skaita arT brivo skabekla radikalu veidoSanas. Brivie skabekla radikali, ieskaitot
superoksidu (O;"), tidenraza peroksidu (H,O;), hipohlorita jonu (OCI") un hidroksil
(‘OH) radikalus, dabiski veidojas daudzas $tina noticko$as reakcijas. Brivie skabekla
radikali piesaista tidenraza atomus no citam molekulam, ari tas parversot loti aktivos
radikalos, gan ari, saistoties ar stabilam molekulam, tiek veidoti radikali. Abi
mehanismi ir nozZimigi véza, aterosklerozes, diab&ta, ieckaisuma attistiba, novecosana
[Wu, 2003].

Organisma tiek veidoti ari antioksidanti, kas neitralizé brivos skabekla
radikalus. Normalos metabolisma apstaklos pastav lidzsvars starp abam sisttmam, ja
parsvara ir brivie skabekla radikali, tad $tna veidojas oksidativais stress. Etanola
lietosanas gadijuma brivie skabekla radikali veidojas vairakos posmos [Wu, 2003]:

e izmainas $tinas oksidéSanas — reducéSanas statusa (izmainita attieciba starp

NADH un NAD"), ko nosaka ADH un ALDH etanola metabolisms;

e acetaldehida veidoSanas;

o CYP2EI aktivacija augstas etanola koncentracijas;

« hipoksija, kas attistas alkohola metabolisma laika;

« alkohola ierosinats mitohondriju bojajums;

o Kupfera Siinu aktivacija;

e noteiktu antioksidantu samazinajums (pieméra, mitohondriju un

citoplazmas reducétais glutations);

e 1-hidroksietil radikalu veidosanas.

Brivo skabekla radikalu koncentracijas palielinajumam ir vairaki postosi
efekti, piem&ram, tas stimulé audz&ju nekrozes faktora alfa atbrivoSanos no Kupfera
stnam. Tas ir citokins, kam ir loma iekaisuma reakcijas, kas veicina audu bojajuma
un fibrozes attistibu aknas. Brivie skabekla radikali var inducg&t ari lipidu,
olbaltumvielu un DNS peroksidaciju. Mitohondriju membranu peroksidacija ietekmé
to caurlaidibu, un Iidz ar to dala vielu no mitohondriju enzimiem nonak citosola, kas
ierosina virkni reakciju, pieméram, citohroma C nonak$ana citosola ierosina virkni
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biokimisku reakciju, izraisot $anu apoptozi. Mitohondriju membrana eso$o molekulu
peroksidacija izraisa elektriska ladina izmainu membrana [Wu, 2003], kas samazina
ATP sintézi un veicina $tnu nekrozi. Citohroma C izmantoSana, lai noteiktu alkohola
hepatita klinisko gaitu, ieklauta ari Latvija registréta patenta (LV13855B).

Lai novérstu brivo skabekl]a radikalu kaitigo ietekmi, tieck mekletas iespé&jas
lietot antioksidantus. AtseviSkos pé€tijumos ir pieradits, ka glutationa prieksteca
S—adenozil-I-metionina vai citu antioksidantu lietoSana mazina alkohola izraisitu
aknu bojajumu [Wu, 2003].

Hroniska etanola lietoSana un ta metabolisms ietekmg ar1 citus vielmainas celus,
tada veida izraisot dazadas slimibas, kas ir raksturigas alkoholikiem, ka pieméram,
aknu steatoze, hiperlipidémija, pienskabes uzkrasanas organisma, pastiprinata ketonu
un paaugstinata urea veidoSanas organisma [Zakhari, 2006].

Ilgstosa alkohola lietoSana sakotngji izraisa aknu steatozi, tad seko iekaisums,
fibroze un ciroze. Aknu steatozi izraisa novirze oksidé$anas — reducé$anas statusa, ko
izraisa etanola metabolisms, kas veicina taukskabju uzkrasanos, nevis to oksidaciju,
ka arT tiek ietekméta dazadu olbaltumvielu aktivitate, kas regul taukskabju sintézi un
oksidaciju [Nagy, 2004]. Tiek ietekméts ari citu etanola vielmaina iesaistito enzimu
substratu metabolisms, pieméram, ADH un ALDH ir iesaistiti vitamina A
metabolisma, kas ir svarigs augSanas un diferencéSanas procesos. Etanola ietekme uz
retinola metabolismu var izraisit smagus defektus augla attistiba, cilmes S$tnu
[Crabb, 2001]. CYP2El enzima citi substrati ir medikamenti (piemé&ram,
propranolols, acetaminoféns, varfarins un diazepams), dazadi kancerogéni, lidz ar to,
ja enzims tiek piesatinats ar etanolu, tad So vielu arstnieciskais efekts samazinas.

Hroniska alkohola lietoSana izraisa izmainaS s€ra saturoSu aminoskabju
cisteTna, metionina metabolisma, kas, savukart, izraisa glutamata, aspartata un
homocisteina uzkrasanos, kas var izraisit audu bojajumu, pieméram, paaugstinatais
homocisteina Itmenis var izraisit smadzenu audu atrofiju, jo tas izmaina noteiktus

nervu §tnu signalus, it Tpasi alkohola abstinences gadijuma [Bleich, 2004].
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2.3. Akita toksiska alkohola hepatita aknu bojajuma noteikSana

Eiropa tiek izmantotas dazadas aknu bojajuma smagumu nosakoSas skalas
(Maddrey, MELD, GAHS, ABIC skalas) alkohola bojajuma gadijuma, kas izmanto
bioktmiskus raditajus (pieméram, protrombina/ INR attiecibu, bilirubinu, GGT), bet
nav izveidota vienota klasifikacija, jo katrai no tam ir savas priekSrocibas un trukumi
[EASL, 2012; Topic, 2013]. Latvija netiek izmantota viena konkréta skala alkohola
bojajuma noteikSanai, bet tas tiek izvertéts, analiz€jot biokimiskas izmainas un
anamnézi. Akita toksiska hepatita gadijuma netiek lietota aknu biopsija, un tas
morfologiska izmekl&sana, jo to biezi nevar veikt izteikta aknu bojajuma dg]. Latvija
ir registréti divi patenti, kas ieteiktu izmantot endogéno endotoksinu serdes IgA
antivielu (LV14471B) un citohromu C (LV13855B) — nosakot, ka, ja citohroma C
Iimenis ir augstaks par 1,1 ng/ml, tad var prognozét klinisko simptomu
pasliktinaSanos vai terapijas neefektivitati. Citohroms C atbrivojas $iinu bojajuma
gadijuma, kad palielinds mitohondriju membranas caurlaidiba. Abi raditaji petijjuma
ieklautajiem pacientiem netika noteikti, tap&c izvertét to nozimibu nebija iesp&jams,
bet iepriek§ publicéta petijuma Latvija tika apstiprinats abu apoptozes markieru
paaugstinasanas alkohola hepatita gadijuma [Viksna, 2009].

No biokimiskajiem raditajiem alkohola izraisitu bojajumu, tai skaita, gan
akiitu, gan hronisku bojajumu raksturo GGT un sarmaina fosfataze, kas tomér nav
ieklauta neviena no alkohola izraisita aknu bojajuma izvertg§juma skalam
[EASL, 2012]. GGT raksturo oksidativa stresa limeni organisma un to palielina
etanola lietoSana, smé&k&Sana un aptaukoSanas it 1pasSi péc 40 gadu vecuma
[EASL, 2012]. Pieradits, ka alkohola lietoSanas gadijuma samazinas glutationa
peroksidazes aktivitate un tas izraisa GGT palielinasanos [EASL, 2012]. Sarmaina
fosfataze ir sastopama daudzos audos, un ir iesaistita dazadu vielu fosforilésana. Tas
paaugstinaSanas tiek aprakstita hroniskiem alkohola lietotajiem, un tas limenis saistas

ar alkohola izraisitas aknu slimibas attistibu [Keiding, 1994].

2.4. C virushepatita epidemiologija Latvija un pasaulé

Paslaik pasaulé varétu but ~3% (~130-210 miljonu) iedzivotaju, kuriem ir
C virushepatits (CVH). Latvija plaSakais populacijas pétijums, lai noskaidrotu CVH

prevalenci Latvija, tika veikts 2008. gada. Taja tika noskaidrots, ka hepatita C virusa
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antivielas (anti-HCV) ir 2.4%, bet RNS 1.7% Latvijas iedzivotaju — kas nozimé, ka
aptuvenais pacientu skaitam Latvija vajadz&tu bat 39 000 [Tolmane, 2012a; Tolmane,
EASL, 2011]. Starp CVH pacientiem bija verojams, ka vairak ir virie$i [Tolmane,
EASL, 2011].
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2.2.att. C virushepatita incidence Latvija no 1998.-2012. gadam.
Slimibu profilakses un kontroles centra dati.

Saskana ar Slimibu profilakses un kontroles centra datiem paslaik pieaug
saslimstiba ar CVH — CVH incidenci no 1998-2012. skatit attéla 2.2.

CVH izraisa hepatita C viruss (HCV), kuram ir zinami 6 genotipi un vairaki
apakstipi [Bressler, 2003], bet to nomenklatiira mainas un citos avotos tick minéti ari
septini HCV genotipi [Nakano, 2012]. Visbiezak sastopamais ir 1. genotips (apakstipi
a un b) — 1a genotips ir visbiezakais Eiropa un 1b — Amerikas Savienotajas valstis.
Genotips 3a ir Eiropa visbiezak sastopamais starp intravenozo narkotiku lietotajiem,
4.genotips ir sastopams Vidusjlras regiona, bet 5. un 6. genotipi ir reti sastopami
[Antaki, 2010]. Virusa genotipam ir loma slimibas progresésana, ka ari atbildes
reakcija uz antiviralo terapiju, kaut gan preciza ta loma nav zinama [Manns, 2006].

2004. gada veiktaja petijuma tika noskaidrots, ka Latvija HCV genotipu
sadalijums ir atSkirigs ka Rietumeiropa un tuvaks ir Austrumeiropas un Azijas
populacijam [Kurbanov, 2003; Lvov, 1996] — Latvija 85% no HCV ir 1b subtips
[Jansons, 2004], kuram ir slikta atbildes reakcija uz antiviralo terapiju [Manns,

2006], 3a genotips ir ~10% pacientu, §im genotipam ir laba atbildes reakcija uz
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antiviralo terapiju [Zein, 2000]. Reti ir sastopami virusa genotipi a un 2 [Romero—
Gomez, 2005]. Pé&c Slimibu profilakses un kontroles centra datiem 1. genotips ir

sastopams 65% pacientu, 3. genotips 30% un 5% gadijumu ir 2. un 4. genotipi.

2.5. Akits un hronisks CVH

Péc 3-12 nedelu inkubacijas perioda apméram 3/4 CVH saslimuso
akutaja infekcijas perioda nav nekadu Kliniski izteiktu hepatitam raksturigu
simptomu. Apméram 80% slimnieku akutais hepatits pariet hroniska forma, kas
var progresét — n€arstéSanas gadijuma 1/4 hroniska CVH 15-20 gadu laika attistas
aknu ciroze un vezis.

Akuits CVH ir asimptomatisks 50-90% gadijumu. Aptuveni 15-20% gadijumu
nenotiek spontana atveseloSanas, kas ir atkariga no inficéSanas veida, vecuma, kad
notikusi inficé$anas un aknu iekaisuma rakstura [Santantonio, 2008; Wiegand, 2008].
Eiropa CVH izraisa ~10% no visiem akiitajiem hepatitiem [Esteban, 2008].

Akiits CVH tiek definéts, ja pacients atbilst kaut vienam no Sadiem krit€rijiem
[Santantonio, 2008]:

— zinama vai iesp&jama inficésanas epizode pedejo 4 ménesu laika,

— dokumentgta serokonversija (paradijusas antivielas pret HCV),

— seruma ALAT aktivitates limenis parsniedz normas augsg€jo robezu vairak

ka 20 reizes (ja ir dokumentéts normals limenis iepriekséja gada laika).

Hroniska CVH gadijuma HCV— RNS ir noteikta vismaz seSus ménesus.
Hroniska infekcija raksturojas ar dazadas smaguma pakapes aknu iekaisuma un
fibrozes progresésanu neatkarigi no HCV genotipa un virusa slodzes [2011]. Ka riska
faktori, kas veicina slimibas progresu, tick minéta alkohola lietoSana [Omiecinski,
2011], cukura diabéts (ari CVH predisponé ta attistibai) [Afdhal, 2004] — CVH
pacientiem, kuri tiek arstéti ar interferonu, cukura diab@ts 1,7 reizes palielina risku
attistities hepatocelularajai karcinomai [Arase, 2013]; lielaks vecums, kad notikusi
inficéSanas; ko-infekcija ar cilvéka imiandeficita virusu (HIV) wvai citiem
hepatotropiem virusiem. Atkariba no dazadu faktoru kombinacijam ~10-40%
pacientu attistas ciroze [Morgan, 2010], nave no cirozes izraisitam komplikacijam ir

~4% CVH pacientu gada [Ghany, 2011]. HCV infekcija izraisa izmainas ne tikai
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aknas, bet ar1 krioglobulineémiju, porfiriju, membranozo glomerulonefiitu

[Nocente, 2003].

2.6. C virushepatita arsteSana

Hroniska CVH terapijas mérkis ir virusa eradikacija, kurai vajadzétu noveérst
komplikaciju veidoSanos, jo pat pacientiem ar CVH izraisitu ievérojamu aknu
bojajumu, kuriem ir sasniegta SVR, ir iev€rojami samazinata mirstiba un aknu
bojajums. Veiksmiga terapija ir, ja tick sasniegta noturiga virusologiska atbilde (SVR
— sustained viral response) — 24 nedglas péc terapijas beigam nav nosakams HCV
RNS Iimenis asinis [Bosma, 1995].

Standarta terapijai visiem virusa genotipiem tiek kombinéts pegil€tais
interferons un ribavirins [EASL, 2011] — noturiga virologiska atbilde tiek sasniegta
40-50% pacientu ar 1. genotipu, un ~80% ar 2. un 3. genotipu [Bosma, 1995].
Atkariba no atbildes reakcijas pacienti tiek iedaliti trijas grupas:

1) pilnigi neatbildétaji (null responders) — kuriem arstésanas laika HCV RNS
kopiju skaits nav samazinajies vismaz 100 reizes (log no samazinajuma
> 2) 12 nedélu laika no terapijas uzsakSanas — Siem pacientiem antivirala
terapija tiek partraukta saskana ar Latvijas CVH arstéSanas vadlinijam,;

2) dalgji atbildetaji — kuriem arst€Sanas laika HCV RNS kopiju skaits
samazinajies vismaz 100 reizes (log no samazinajuma > 2) 12 nedélu
laika no terapijas uzsakSanas, bet viruss joprojam ir nosakams 24 terapijas
nedéla (ir ~15-25% no pacientiem, kas sanem kombin&to antiviralo
terapiju [2011];

3) recidiv§josie pacienti — pacienti, kuriem terapijas laika nav nosakama
HCV-RNS, bet péc terapijas ir nosakama,

4) atbildetaji — pacienti, kuriem tiek sasniegta SVR.

HCV antiviralas terapijas nepiecieSsamibu izverté visiem pacientiem, kuri ir
diagnosticéti, kuriem ir kompenséts aknu bojajums, ta ir nopietni jaapsver pacientiem
ar vidgju fibrozi un nekavgjoties ir jauzsak pacientiem ar izteiktu fibrozi. Savukart
pacientiem ar vieglu aknu bojajumu jaizsver terapijas ieguvumi un riski [2011].

2005. gada Latvija ir piepemtas vadlinijas, p&c kuram tiek arsteti CVH

pacienti, to algoritms ir attélots 2.3. attéla [Santantonio, 2008].
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(Valsts Zalu agentiiras rekomendacijas, 2005)

Pacienti, kuriem kombinéta terapija ir neefektiva, ir jamaina terapijas
kombinacija, pievienojot specifiskakus medikamentus, kas ieve@rojami uzlabo
arstéSanas rezultatus [Chou, 2013].

Latvija 2010. un 2011. gada antivirala terapija lietota ~50 % no registrétajiem
pacientiem (Slimibu profilakses un kontroles centra dati). lemesli, kapéc ta nav
lietota visiem, ir visdazadakie, viens no nozimigakajiem ir ekonomiskais — pacientiem
nav naudas lidzmaksajumam: no 2009.-2011. gadam pacientiem tika kompenséts
50% no zalu maksas, no 2006.-2009. un no 2011. gadam lidz 2013. gadam tiek

kompenséti 75% no zalu maksas (Nacionala Veselibas dienesta dati), un terapija ir
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nepiecieSama 24 — 48 nedglas, pacientiem ir kontrindikacijas terapijas sanemsanai —
palielinata jutiba pret aktivo vielu, grutnieciba, dazadas blakus slimibas [EASL, 2011;
Santantonio, 2008], vai ari pacients ir/vai nokllst apcietindgjuma, kas ir viens no
iemesliem, kapé&c terapija tiek partraukta.

Terapija var tikt partraukta, ja ta nav efektiva vai pacientam radusas
komplikacijas. Kombinétajai pegiléta interferona un ribavirina terapijai tick atzimétas
sadas komplikacijas: slikta duSa, depresija, aizkaitinamiba, adas reakcijas, elpas
trikums, neitropénija, anémija, trombocitopénija un ALAT paaugstinajums [Nakano,
2012]. Latvija par terapijas nepiecieSamibu izlemj infektologu—hepatologu konsilijs
(RAKUS, PSKUS vai BKUS) [Santantonio, 2008] .

Latvija tapat ka pasaulé standarta antivirala terapija sastav no ribavirina un
interferona 2a vai 2b kombinacijas [EASL, 2011; Santantonio, 2008], paslaik tiek
lietots pegilétais interferons 2a vai 2b, kuriem ir mazaka imunogeniotate un lielaks
pusizvades laiks. Antiviralo terapiju ietekm&josie faktori ir gan no virusa genotipa
atkarigi (SVR labi tiek sasniegta pacientiem ar virusa genotipiem 2 un 3, bet
ievérojami sliktak ar virusa genotipu 1 [Bosma, 1995], pacienta genétika — IL28B
markieris tiek atzits par butiskako, bet tomér nevar tikt izmantots, lai atliktu terapiju
[EASL, 2011; Bosma, 1995], citi pacienta faktori — svars [Antaki, 2010], alkohola
lietosana [Lvov, 1996], insulina rezistence [Kurbanov, 2003], aknu bojajuma pakape
un citi [Nakano, 2012].

Ipasi butiski prognozét terapijas efektivitati ir pacientiem ar genotipu 1, jo ta
gadijuma SVR tiek sasniegta retak.

2009. gada tika publicéts pétijums, kas aprakstija polimorfismu, kas atrodas
netalu no IL28B géna un ir saistits ar SVR [Tanaka, 2009] un ari ar spontanu HCV
eliminaciju [Thomas, 2009], bet nav saistits ar rezistenci pret HCV infekciju [Knapp,
2011]. Polimorfisms rs12979860 atrodas 3kb no IL28B géna, ta promotera rajona, un
var ietekmét ta aktivitati, bet precizs mehanisms joprojam nav zinams [Jia, 2012].
IL28B markieris korelé ar SVR pacientiem ar virusa genotipu 1, pie citiem virusa
genotipiem sada asociacija netiek atrasta. Vairakas veiktajas meta—analiz€s ir
pieradita ST polimorfisma saistiba ar SVR [Arase, 2013; Chen, 2012; Jimenez—Sousa,
2013], bet ta icklausana kliniskajas vadlinijas vél nav notikusi, jo Iidz 2011. gadam
nebija citas alternativas kombingtai pegiléta interferona un ribavirina terapijai [2011],

un ta noteikSana ieklauta Amerikas Aknu slimibu asociacijas vadlinijas ar
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rekomendgjosu raksturu, ja pacientam vai arst€joSajam arstam ir nepiecieSama
papildus informacija, lai izvélétos — uzsakt vai neuzsakt terapiju [Bosma, 1995].

Latvija ir veikta IL28B markiera genotipéSana un analiz€Sana saistiba ar
terapijas efektivitati un tika apstiprinats, ka arT Latvija $1 markiera genotip&Sana varétu
but nozimigs terapijas efektivitates raditajs, bet tomér nozimigaki raditaji ir HCV
genotips, kermena masas indekss un Knodela histologiskas aktivitates indekss (HAI)
[Tolmane, 2011].

Viens no antiviralas terapijas riska faktoriem ir aknu bojajums. Lai noteiktu
aknu bojajuma pakapi — ,,zelta standarts” joprojam ir aknu biopsija, tiek lietotas
vairakas skalas, lai noteiktu aknu bojajumu — HAI ir viens no visplasak lietotajiem
Eiropa [Bedossa, 2008] — HAI skala tiek izverteti §adi raditaji: periportala un tiltveida
nekroze (izvértéta no 0—10 punktiem), intralobulara degeneracija un fokala nekroze
(izvertéta no 0—4 punktiem), portala infiltracija (izvertéta no 0—4 punktiem) un fibroze
(izveértéta no 0—4 punktiem) [Knodell, 1981].

Aknu bojajuma smagumu pirms terapijas un terapijas gaitd nosaka arT péc
ALAT limena. Pacientiem, kuriem ir normas robezas ALAT un nav aknu cirozes, ir
diskutabla antiviralas terapijas uzsakSana, jo pacientiem ar augstakiem ALAT
raditajiem terapija ir efektivaka [Zeuzem, 2000], bet pacientiem ar kompens&tu aknu
cirozi ir nekavégjoties jauzsak antivirala terapija [EASL, 2011].

Ka nozimigs antiviralas terapijas riska faktors ir aknu audu fibroze un ciroze
[EASL, 2011], kuru var noteikt morfologiski, bet ta ka aknu biopsija saistas ar
dazadam komplikacijam, tad tiek mekleti dazadi biokimiskie markieri, kas varétu
tikt izmantoti aknu bojajuma noteikSanai. Lidz Sim ka fibrogenézes markieri asins
seruma tika lietoti: trombocitu skaits, protrombina laiks, ALAT un ASAT attieciba,
GGT un albumina limenis [Poynard, 2004], bet aizvien tick mekl&ti informativaki
raditaji. Ka viens no daudzsolosakajiem tiek ieteikts hialuronskabe [McHutchison,
2000]. Hialuronskabe tiek sintezéta aknu $tinas un noardita aknu sinusoidu epitélajas
Stnas. Ta ir sastopama visu audu ektracelularaja matriksa. Aknu fibrozes gadijuma
samazinds tas noardiSanas un tapec pieaug tas Iimenis asins seruma. leprieks
veiktajos pétijumos, kuros Latvijas CVH pacientiem tika analizéti biokimiskie
markieri un to asociacija ar SVR, tika atklats, ka hialuronskabe ir veértigs
fibrogenézes markieris [Jéruma, 2012; Viksna, 2009].

CVH patogenéze ir nozimiga loma §tinu apoptozei, tapec tiek pétita art iesp&ja
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izmantot $iinu apoptozes markierus gan aknu fibrozes noteikSana, gan CVH gaitas
prognoz€Sana. Apoptoze ir prognoz€ta Stinu nave, kas nepiecieSama, lai organisma
varétu tikt iznicinatas bojatas Stnas, tas cela Siinu bojaeja neizraisa iekaisumu
[Schinoni, 2006], un tai ir licla nozime ari CVH gadijuma. Tas raksturo$anai tiek
izmantoti divi raditaji citokeratina—18 epitops un citohroms C. Citohroms C
atbrivojas seruma, kad Siina iet boja, un var raksturot ka apoptozi, ta ari nekrozi.
Citokeratins—18, savukart paaugstinas p&c apoptotiska procesa aktivizéto kaspazu
Skelosas iedarbibas uz $Gna eso$ajam olbaltumvielam [Papatheodoridis, 2010].
Ieprieks veiktajos pétijumos Latvija CVH pacientiem tika noteikti abi apoptozes
raditaji un citokeratins—18 bija paaugstinats, bet tas bija zemaks ka virushepatita B
gadijuma [Viksna, 2009], un ievérojami paaugstinats tas bija CVH pacientiem, kuri
neatbildéja uz antiviralo terapiju [Jéruma, 2012]. Citohroma C Iimenim norma
vajadzetu but 0 ng/ml, un CVH pacientiem tas bija paaugstinats [Viksna, 2009], bet
netika atrasta saistiba ar atbildi uz antiviralo terapiju [Jéruma, 2012].

Dzelzs vielmaina un to ietekmgjosSie genétiskie faktori, pieméram, géna HFE
mutacijas tika aktivi pétitas saistiba ar CVH, jo dzelzs ne vien pastiprina iekaisumu
aknas [Drakesmith, 2008; Franchini, 2008], bet ari ir nepieciesams HCV
replikacijai [Coelho—Borges, 2012; Jia, 2012]. Dzelzs vielmainu aknu §tnas CVH
gadijuma var ietekmét ne tikai HFE géna mutacijas, bet art HCV, izraisot hepatocitu
nekrozi un ietekmgjot dzelzs uzsiik$anos no zarnu trakta [Chen, 2012]. Lai uzlabotu
pacientu atbildes reakciju uz antiviralo terapiju, lai gan rezultati ir pretrunigi, tomer
veiktaja meta—analiz€ ir pieradita dzelzs samazinaSanas pozitiva ietekme uz SVR
sasniegSanu [Desai, 2008], ar1 flebotomijas lictoSana bez antiviralas terapijas
samazina aknu iekaisumu un ALAT raditajus, bet ne HCV-RNS Ilimeni [Sartori,
2001].

Dzelzs uzkrasanas organisma notiek ne tikai CVH infekcijas gadijuma, bet ari
uztura patnibam, piem&ram, lietojot alkoholu [Whitfield, 2001], un ari hereditaras
hemohromatozes gadijuma, kuru visbiezak izraisa mutacijas HFE géna — C282Y un
H63D [Zeuzem, 2000]. Mutacijas HFE géna izraisa dzelzs uzkrasanos un kliniskos
simptomus, galvenokart ceturtaja vai piektaja muza dekadé un atrak virieSiem
[Zeuzem, 2000], tas ir pétitas ari saistiba ar HCV. Dzelzs uzkrasanos organisma
raksturo gan dzelzs limenis seruma, gan ar1 ferritina un trasnferina piesatinajums. Ir
pieradits, ka paaugstinats ferritins norada uz sliktaku prognozi antiviralai terapijai
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un var tikt vertéts ka atsevisks riska faktors [Lange, 2012]. CVH gadijuma ferritins
vairak tiek uzskatits ka akiitas fazes proteins, kas norada uz iekaisuma procesu
aknas, nevis uz dzelzs vielmainu [Knapp, 2011], tap&c, iesp&jams, arT genoma plasas
asociacijas petfjumos CVH pacientiem nav atrasta asociacija starp ferritina Itmeni
un géna HFE mutacijam [Franchini, 2008].

Biezakas iedzimtas aknu slimibas ietekmé aknu stavokli, ka arT tam ir nozime
hroniska aknu bojajuma attistiba. Ka biezakas iedzimtas aknu slimibas tiek minétas
hereditara hemohromatoze (OMIM#235200), Vilsona slimiba (OMIM#277900),
Zilbéra  sindroms (OMIM#143500) un alfal-anitripsina  nepietickamiba
(OMIM#613490). Stm slimibam ir arf raksturigs augsts sastopamibas bieZzums
Ziemeleiropa un ari Latvija [Kucinskas, 2012; Lace, 2008].

Vilsona slimiba ir saistita ar izmainTtu vara metabolismu, izraisot ta palielinatu
uzkrasanos aknu audos, izraisot to iekaisumu [Harris, 2000]. Visbiezaka mutacija ir
H1069Q, kas ir atrodama ~50% pacientu, un tas nesgju biezums Latvija ir 1:80, kas ir
nedaudz augstaks, ka vidgji tiek atziméts Eiropa — 1:90 [Krumina, 2008; Lace, 2008].
Minéta mutacija, lai gan tas biezums ir zemaks ka 5:100, tika ieklauta p&tijuma, jo
vara uzkrasanas izmaina oksidativo stresu aknu Stinas, ka arT ietekmé& imiino atbildi
[Wang, 2011], kas varétu biit nozimigi hroniskas CVH gadijuma.

Alfa l-antitripsina nepietickamibu izraisa mutacijas SERPINA1 géna, ta ir
saistita ar hroniska aknu bojajuma attistibu, ka ar7 ta ir salidzino$i bieZi sastopama
Latvijas populacija [Lace, 2008]. Alfa l-antitripsina nepietickamibas saistiba ar
hronisku CVH infekciju ir maz aprakstita, tapéc ari tika ieklauta petjjuma.

Zilbéra sindroms jeb labdabiga hiperbilirubinémija ir sastopama ~10% eiropiesu
izcelsmes individiem un to izraisa mutacija UGT1AL géna [Bosma, 1995]. Minétais
sindroms tika ieklauts analize, jo, iesp&ams, bilirubins varétu mazinat aknu S$tnu

iekaisumu CVH pacientiem, kas ir nozimigs ta patogenézeé [Bosma, 1995].

2.7. Antioksidantu sistémas, to genétika cilvéka organisma

Lai noverstu brivo skabekla radikalu veidoto Stinas bojajumu, $iinas darbojas
vairaki mehanismi [Kohen, 2002]:

1) brivo skabek]a radikalu veidoSanas nomaksana;

2) reparacijas mehanismi;

3) fiziski aizsardzibas mehanismi, piem&ram, $iinu un organoidu membranas;
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4) antioksidanti:
a. enzimi — superoksidismutaze, katalaze, peroksidaze u.c.,
b. mazmolekulari antioksidanti — glutations, urinskabe, bilirubins,
histidilhistidins, lipoilskabe u.c.
Mazmolekularo antioksidantu metabolisma ir iesaistiti vairaki enzimi. Talak
tiks sikak apskatiti enzimi un to kodg&joSie géni, kuru polimorfismi tika pétiti aktta
toksiska hepatita gadijuma un ir iesaistiti mazmolekularo antioksidantu metabolisma,

ka ar1 alkohola metabolisma iesaistito substratu metabolisma.

2.7.1. Glutationa S—tranferazes

Glutationa S—transferazes (GSTs) ir citosola esosi enzimi, kuriem ir daudz
izoenzimu un kuri katalizé reakcijas starp glutationu un lipofilam molekulam ar
elektrofiliem centriem, kas ir svarigas toksisku vielu, ksenobiotiku un brivo radikalu
radita oksidativa stresa neitralizésana [Cotton, 2000]. Izskir galvenokart ¢etras GSTs
klases: mi (GSTM), teta (GSTT), pi (GSTP) un alfa (GSTA) klases. Nozimigakie no
katras klases kodgjosajiem géniem ir GSTT1l, GSTM1, GSTAl un GSTP1. GSTs
kodgjoso génu dazadam aleleém ir atSkiriga ietekme uz ksenobiotiku, tai skaita ari
etanola metabolismu, bet katra atseviSka enzima lomas izvert€Sana ir apgriitinata, jo
izenzimi ir daudz un tie var kompensét viens otru, ka arT to aktivitati ietekmé arvides
faktori.

Lidzigi ka ADH kodgjoSie géni, art GST kodgjoSie géni ir izvietoti klasteros,
bet Sajos klasteros atrodas arT pseidogéni, kas nosaka to, ka nevienlidzigas
rekombinacijas dé] ir izveidojies bieZs polimorfisms — génu delécijas (skatit

2.4. attelu).

GSTs tiek daudz péetitas saistiba ar dazadiem audzgjiem, jo ir iesaistitas
ksenobiotiku metabolisma (pieméram, tabaka eso$o benzopirénu) [Pool-Zobel, 2005],
mutagénu aktivacija [Josephy, 2010], un ari DNS reparacija [Hayes, 2005].

Visvairak pétitas ir GSTT1 un GSTM1 pilnigas génu del&cijas, jo to atlauj loti
vienkarSa metodika, un deléciju homozigotiska gadijuma (nulles genotips) individiem
enzimi netiek nemaz sintezeti [Josephy, 2010].

GSTT1, GSTA1, GSTM1 enzimiem ir GSH peroksidazes aktivitate, un ta
aizsarga $tnu no fosfolipidu hidroperoksidu uzkrasanas [Bolt, 2006; Hurst, 1998]. Bet
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GSTs izoenzimiem ir gan atSkiriga ekspresija audos, gan substratu specifiskums,

tapéc tie biitu jaapskata katrs atseviski.
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2.4. att. GST kodgjoso génu Kklasteri [Josephy, 2010].

GST kodgjosie géni ir atziméti ar baltu burtu krdsu uz melna fona, pseidogéni — ar melnu burtu krsu uz peléka fona, uz balta
fona atZiméti ir géni, kuru delécijas ir biezi sastopamas. GSTA génu klasteris atrodas 6p12, GSTM — 1p13, GSTT — 22q11.2,
GSTO - 10024.3.

GST teta klases enzimi ir Joti atskirigi no pargjiem GST enzimiem ar savu
struktiiru, katalitisko aktivitati un géna secibu [Sheehan, 2001]. GSTT enzima
uzbiives ipatniba, atSkiriba no citiem GST enzimiem, ir mazais un salidzinosi ,,grati
sasniedzamais® aktivais centrs, kas nosaka to, ka Sie enzimi ir saistiti ar mazu
molekulu metabolismu, ka pieméram, dihlormetanu [Josephy, 2010]. Lidzigi saistits
ar mazo molekulu metabolismu ir ari CYP2E1 enzims. Atskiriba no citam GSTs
GSTT var ar1 aktivét molekulas, pieméram, dihaloalkanus un etiléndibromidu, kas
veido izteiktus mutage€nus. GSTT1 ir iesaistits benzana epoksida inaktivéSana, kas
veidojas benzéna metabolisma [Bolt, 2006]. Benzéns veidojas, gan cilvékam
smekejot, gan ar1 dazados dzerienos, &dienos, kuros ir gan natrija benzoats, gan
askorbinskabe (ta veidoSanos palielina dz€rienu uzglabasana augstas temperatiras
utt.) [Van Poucke, 2008]. ArT mono—metil halidu, metilhlorida (veido gan okeanos
esosas bakterijas, gan ari tiek izmantots riipnieciba ka Skidinatajs, gan partikas
ripnieciba, veidojot bezkofeina kafijas, t€jas u.c.) un metilbromida (veido gan
okeanos esosas baktérijas, gan izmantots ka pesticids lauksaimnieciba) reducésana
ekskluzivi nozime ir GSTTI, un to metabolismu ietekmé GSTT1 géna delécija
[Nolan, 1985].

Visbiezak sastopama genétiska variacija, kas tiek ari pétita, ir GSTT1 nulles

genotips, ta ir géna pilniga delécija (biezums Eiropas populacijas ir ~20%, bet Azijas
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populacijas ~50% [Bolt, 2006]). GSTT1 nulles genotipam pieradita nozime atskirigai
individu benzéna metabolizésanai [Qu, 2005]. Saistiba ar etanola metabolismu ir arl
veikti vairaki pétijumi, bet, veicot to metaanalizi, netika atrasta ticama asociacija ar
alkohola izraisttu aknu patologiju [Marcos, 2011].

Visvairak pétitais no $1s klases ir GSTTMI1 enzims, kas, galvenokart, iesaistas
vairaku genotoksisku epoksidu, pieméram, policiklisko aromatisko ogliidenrazu
metabolisma, it Tpasi, kuri veidojas citohroma P450 ietekmé [Bolt, 2006]. Policikliskie
aromatiskie ogliidenrazi veidojas, nepareizi degot kokam, oglém, ka arT var veidoties
€diena un dzeriena apstrades procesa. Veicot policiklisko aromatisko ogliidenrazu
mérfjumus alkoholiskos dzerienos, visvairak tie tika konstateti ilgi glabatos/ iztur€tos
dzerienos [Garcia—Falcon, 2005]. GSTM1 génam ir raksturiga visa géna delécija, kas

veidojas homologas rekombinacijas del (skatit 2.5. attelu)

GSTM4 GSTM 2 GSTM 1 GSTM 5 GSTM 3
—-——-—/q—:-.\ ;\h — -
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2.5.att. GSTM1 géna delécijas veidoSanas mehanisms (adaptéts no Parl et al. [Parl, 2005]).
GSTM2 géns lokalizéts GST génu klasterT 1p13.3, un gan 3°gan 5’gald no géna atrodas atkartotas sectbas 4,2kb
lieluma (atzimétas peleka krasa). Noteikot homologai rtekombinacijai notick ~16kb liela region delécija, kuras lielums var variét,
jo ir vairakas homologas sectbas Saja genétiskaja regiona

Lai gan ir zinamas daudz dazadas GSTM1 géna aléles, tom&r nozimiga
ietekme uz enzima aktivitati ir nulles genotipam [Hayes, 2005]. Visbiezak izmantota
metode lauj identificét nulles genotipu — deléciju homozigotiska stavokli, bet netiek
iz8kirta del&cijas al€le heterozigotiska stavokli [Parl, 2005], tapéc ari talak tiek runats
par nulles genotipu. GSTM1 nulles genotipa biezums Eiropas un Azijas populacijas ir
lidzigs — ~50% [Bolt, 2006]. GSTM1 nulles genotips ir analiz€ts saistiba ar daudzu
audz€ju attistibu, kuru attistiba ir svariga alkohola lietoSana, smekeSana.

GSTML1 nulles genotips ir riska faktors cilvékiem, kuri pastiprinati lieto
alkoholu, lai attistitos alkohola izraisita aknu slimiba — OR 1,43, C195% 1,14 — 1,78
[Marcos, 2011], bet ta ka GSTML1 nulles genotipam ir aprakstitas biezuma atskiribas

starp dazadam populacijam, tad ir nepiecieSams noskaidrot ta biezumu Latvija un
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saistibu ar akiitu toksisku alkohola izraisitu hepatitu. Saistiba ar CVH, ir pétits un
konstatéts, ka GTSM1 nulles genotips var veicinat ta parieSanu hroniska forma, kas
saistita ar dazadu komplikaciju attistibu [Martinez, 2007].

Aknas no visam sintez&tajam GST visvairak ir tiesi GSTA, tie veido 65-80%
[Bredschneider, 2002]. Alfa klases GST ir augsta glutationa peroksidazes aktivitate
[Whalen, 1998]. Lai gan GSTA kodé pieci géni, tomér GSTAL géns veido 50% no
GSTA ekspresijas aknas [Mulder, 1999]. GSTAL promotera rajona ir identificéti pieci
polimorfismi —631, —567, —69 un —52 pozicija, un visi polimorfismi atrodas ciesa
nelidzsvarota saistiba, tapec S$1 rajona al€lu identific€Sanai tiek izmantots viens no
polimorfismiem —C69T (rs3957356) [Coles, 2001; Ping, 2006]. Polimorfisma ietekme
uz gena ekspresiju cilvéka aknas ir maz pétita, un iegitie dati liecina, ka polimorfisma
ietekmé géna ekspresija ir Cetras reizes samazinata [Coles, 2001]. Géna ekspresija ir
samazinata tikai attieciba uz vienu no galvenajiem GSTAIl substratiem, bet uz
pargjiem diviem aktivitate ir nemainiga (pétiti tika tikai 12 cilvéku aknu paraugi)
[Ping, 2006]. Lidzigi ka citu enzimu ekspresiju GSTAL géna aktivitati ietekmé ari
arvides faktori [Bredschneider, 2002].

C69T polimorfismam ir verojamas atSkiribas starp dazadam populacijam —
Azija analizétas aléles biezums ir 13—-16%, Eiropa — 26 %, afroamerikanu populacija
— 38% un spanu populacija 39% [Ping, 2006].

Cilvekam GSTP pirmo reizi tika noteikta placenta 1989. gada. PaSlaik ir
zinams, ka GSTP ir izteikta audu specifiska ekspresija — augsta Itmeni ta tiek
ekspreséta placenta, un zema — aknu audos (tikai biliara epitélija, ieklaujot zultspiisli)
[Howie, 1989]. GSTP eckspresija palielinas gan alkohola izraisitas aknu slimibas
gadijuma, iesp&jams, lai vairak zulti tiktu izvaditi organismam kaitigie toksini
[Harrison, 1990], ka arT dazadu audz&ju gadijumos.

GTSP1 gena ir aprakstits polimorfisms piektaja eksona (Ilel05Val, A333G,
rs1695), kas ietekmé enzima funkcionalo aktivitati, jo dota aminoskabe atrodas GSTP
enzima elektrofilaja piesaistiSanas saita, un tad katrai no aleléem veidojas atSkiriga
afinitate pret noteiktiem substratiem [Ali-Osman, 1997; Hu, 1997]. Saistiba ar
alkohola izraisitu aknu slimibu ir vairaki pétjumi, un 2011. gada veiktaja
meta—analizé tika atrasts, ka retakas aléles homozigotisks genotips statistiski ticami
saistas ar alkohola izraisitu aknu slimibu alkoholikiem (OR = 2,04, p = 0,03,
Cl95% 1,09-3,80) [Marcos, 2011]. Saistiba ar CVH, tiek aprakstits, ka ir izmainita
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géna GSTP1l metiléSana HCV izraisitas hepatocelularas karcinomas gadijuma
[Marcos, 2011]. Saistiba ar biezako polimorfismu, iesp&jams, Val aléle ietekmé

hereditaras hemohromatozes kliniskas izpausmes [Stickel, 2005].

2.7.2. Metilentetrahidrofolata reduktaze (MTHFR)

Pacientiem ar alkohola izraisitu aknu slimibu biezi vien atrod ari
hiperhomocistein€miju, kas attistijusies folata, Bg un B, vitaminu deficita del, kas
ietekmé& metilgrupas parnesi [Stickel, 2012]. Hiperhomocisteinémija var biit saistita ar
alkohola izraisitu aknu bojajumu [Ji, 2003]. Homocisteina vielmaina viens no
enzimiem ir metiléntetrahidrofolat reduktaze (MTHFR).

MTHFR ir viens no nozimigakajiem enzimiem, kas ir iesaistits folatu
metabolisma, DNS sint€z€ un DNS metiléSana. Viens no géna MTHFR funkcionaliem
polimorfismiem ir C677T ( rs1801133), kas homozigotiska stavokli samazina enzima
aktivitati par 30%, bet heterozigotiska stavokli par 65% [Frosst, 1995]. Ja ir
nepietieckama folata uznemsSana (alkohola lietoSanas dél [Seitz, 2007], saistiba ar
uzturu [Kim, 2007]), tad paaugstinas homocisteina limenis, kas var izraisit iekaisumu
un cita veida bojajumu. Polimorfisms C677T ir plasi pétits saistiba ar audzg€jiem, kuru
attistiba viens no riska faktoriem ir alkohola lietoSana, piemé&ram, kakla, kolorektalais
audzgjs [Druesne—Pecollo, 2009]. Hiperhomocisteinémija tiek saistita ari ar terapijas
efektivitati CVH gadijuma [Borgia, 2009]. Bet, lidzigi ka ar alkohola izraisitu aknu
slimibu, art CVH gadijuma saisttba ar MTHFR polimorfismiem parasti netiek
apstiprinata, jo homocisteina Itmeni vairak ietekm& uzturs, ja folatu uznemsSana ir

pietiekama Itment.

2.7.3. N-acetil transferazes

N-acetiltranferaze 2 (NAT2) ir enzims, kas katalizé aromatisko un
heterociklisko aminu N-acetilésanu [Blum, 1990]. Polimorfismi NAT2 géna nosaka
1€nu un atru acetilésanu [Sim, 2008] — C481T (rs1799929) ir klusgjoss polimorfisms,
kas viens pats nosaka normalu acetiléSanu, bet ietilpst 1énas acetiléSanas haplotipa
NAT2*5 [Agundez, 2008; Leff, 1999], G590A (rs1799930 ir NAT2*6 veidojosa
haplotipa) un G857A (rs1799931 ir NAT2*7 veidojosa haplotipa) nosaka 1énu
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acetilesanu [Garcia—Closas, 2011]. Lai gan tieSi alkohola metabolisma NAT2 nav
iesaistits, tomer, ta ka tas ir iesaistits dazadu piedevu (piemé&ram, etilkarbamata,
tetra—beta karotinu vai partikas piedevu) metabolisma [Hein, 2002; Rehm, 2010], tad
tas vartu biit saistits ar alkohola izraisitu aknu bojajumu. Dati par acetiléSanas
saisttbu ar alkohola izraisitu aknu slimibu ir pretrunigi, gan noradot, ka 1&na
acetileSana ir biezak sastopama ilgstoSiem alkohola lietotajiem, kuriem nav
attistijusies ciroze [Rodrigo, 1999], gan to, ka Iéna acetiléSana varétu bit saistita ar

hepatocelularas karcinomas attistibu alkohola lietotajiem [Agundez, 2002].

2.7.4. Bilirubins

Bilirubinam piemit antioksidanta loma, kas plasi ir pétita saistiba ar
kardiovaskularam slimibam [Stocker, 1987]. Saistiba ar paaugstinatu bilirubina Iimeni
ir veikti arT genoma plasas asociacijas p&tijumi (Genome wide association studies), un
tomér visnozimigaka asociacija ir ar génu UGT1Al [Datta, 2012], kura esoSa
mutacija izraisa Zilbéra sindromu jeb labdabigu hiperbilirubingmiju [Bosma, 1995].
Visbiezaka mutacija ir (TA) atkartojumu skaita izmaina UGT1Al géna promotera
regiona. Bilirubinam ir dal&js citoprotektivs efekts pret alkohola izraisttu bojajumu, jo
tas dal€ji samazina lipidu peroksidaciju [Yao, 2009]. Lai gan bilirubina limenis
paaugstinas pie hroniskas alkohola lietoSanas, ka sekas aknu bojajumam, tomeér
vienlaicigi etanols veicina géna UGTI1A1l ekspresiju, kas nodroSina bilirubina
konjugéSanu un izvadiSanu no organisma [Kardon, 2000]. Saisttba ar CVH,
bilirubinam var biit ietekme gan oksidativa bojajuma mazinasana, gan terapija, lietojot
proteazu inhibitorus [Marques, 2010].

UGT1A1 polimorfisms tiek aprakstits ari saistiba ar hronisku CVH, bet dati ir
pretrunigi [Costa, 2011; Urbanek, 2011].
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3. MATERIALS UN METODES

3.1.  Materials
3.1.1. Etiskie aspekti

No visiem pétijuma iesaistitajiem individiem tika ieglita inform&ta personas
piekriSana, saskana ar RSU &tikas komitejas un LR Centralas Etikas komitejas

atlaujam (skatit pielikuma 1).

3.1.2. Akita alkohola toksiska hepatita pacienti

Petijuma tika ieklauti 60 akiita toksiska hepatita pacienti, kas ar §adu diagnozi
tikusi hospitalizéti Latvijas Infektologijas centra (paslaik SIA RAKUS stacionara
Latvijas Infektologijas centrs) laika posma no 2006.—2010. gadam.

Pacientu ieklauSanas kritériji:

- alkohola lietoSana anamnézg;

- aknu bojajums, ko apstiprina bioktmiskie raditaji (aknu funkcionalie raditaji
ASAT, ALAT, GGT, bilirubins, hialuronskabe, sarmaina fosfataze,
holesterins, protrombins, eritrocitu, leikocitu skaits);

Pacientu izslégSanas kritériji:

- cita iemesla (ne alkohola lietoSanas) izraisits toksisks aknu bojajums;

- atteikSanas no dalibas pétijuma.

Akita toksiska alkohola izraisita hepatita diagnoze tika uzstadita, balstoties uz
anamnestiskiem (alkohola lietosana) un kliniskiem un biokimisko izmekl&jumu
datiem. Pacientu grupa bija 35 (58%) virieSi un 25 (42%) sievietes ar vid€jo vecumu
46,50 + 10,03 gadi. 19 no pacientiem mira no toksiska bojajuma izraisitajam sekam
(9 viriesi un 10 sievietes). Pacientiem slimibas kulminacijas perioda tika noteikti $adi
bioktmiskie raditaji — kop€jais un tiesais bilirubins, sarmaina fosfataze, holesterins,
protrombins, hialuronskabe, leikocitu un eritrocitu skaits, limfocitu un
segmentkodolaino leikocttu procentualais daudzums, retikulocttu daudzums, EGR,
ALAT, ASAT, GGT, citohroma C un citokeratina—18 Itmenis.

No visiem pétijuma ieklautajiem 12 pacienti bija pé€c masivas saind&Sanas
gadijuma Preilu rajona, kur tika identific€ta vienas izcelsmes nelegala alkohola

iegisanas vieta (divi no pacientiem mira), un, iesp&jams, toksisko hepatitu izraisija
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nelegalajam alkoholam esoS$s poliheksametilenguanidina hidrohlorida piemaisijums,

kas Latvija netika laboratoriski pieradits.

3.1.3. Kontroles grupa akiita alkohola toksiska hepatita pacientiem

Kontroles grupa tika veidota atbilstosi pacientu grupas dzimumu sadalijjumam
— 71 virietis (58%) un 51 sieviete (42%) vecuma no 21-25 gadiem (vidgjais vecums
22,3 + 3,1 gads). Kontroles grupas individiem nebija pieejamas biokimiskas analizes,
tapec ta tika izmantota, lai noteiktu analiz&to genétisko markieru biezumu populacija.
Kontroles grupas individi sevi atzimgja ka veselus individus, netika atzim&ti dati par

hroniskam saslim$anam un alkohola lietoSanu.

3.1.4. Hroniska CVH pacienti

Pacientu ieklausanas kritriji:

- vismaz 6 ménesus ir bijusi pozitiva HCV-RNS, un anti HCV, kas noteikta

SIA RAKUS stacionara Latvijas Infektologijas centra;

— ir pieejami biokimiskie un morfologiskie dati pirms terapijas vai diagnozes

uzstadiSanas bridr;

— Ja pacients ir sanémis antiviralo terapiju SIA RAKUS stacionara Latvijas

Infektologijas centra, ir pieejami dati par terapijas gaitu un iznakumu;

Pacientu izslégSanas kriteriji:

— netiek dota piekriSana dalibai p&tijuma.

Kopa pétijuma tika ieklauti 233 pacienti, kuriem ir konstatéts HCV—RNS,
125 (53,6%) viriesi un 108 sievietes(46,4%). Pacientiem diagnoze tika apstiprinata,
nosakot HCV-RNS SIA RAKUS stacionara Latvijas Infektologijas centra. Diagnoze
pacientiem tika uzstadita laika no 1992.-2009. Antivirala terapija tika uzsakta
160 pacientiem laika no 2001.—2013. gadam.

No visiem pacientiem 160 (70,1%) uzsaka kombingto antiviralo terapiju —
septini no pacientiem sanéma realdironu kopa ar ribavirinu, un pargjie pegiléto
interferonu ar ribavirinu. Pacientu raksturojums ir att€lots 3.1. att€la. Pacientus
raksturojosSie biokimiskie raditaji tika iegiiti no ambulatorajam kart€m: pirms terapijas

tika nemts vera virusa genotips, virusa slodze — noteikts HCV-RNS Iimenis (netika
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noteikta pacientiem ar virusa genotipu 3, jo pacientiem ar So HCV genotipu ir loti
laba atbildes reakcija uz antiviralo terapiju), ALAT, ASAT, GGT, dzelzs, ferritina,
hialuronskabes, citokeratina, citohroma C, leikocitu un eritrocitu skaits, neitrofilu
procentuala dala, hemoglobins, morfologiskie izmeklgjumi, nosakot Knodela
histologiskas aktivitates indeksu (HAI), izveért&jot periportalo, intralobularo un portalo

infiltraciju, ka arT fibrozes izteiktibu (skatit tabula 3.1.).

233 heondsks HCW

pacienti
L&D (70,1% ) ureska T3 pacientizm netiks
antivirdlo terapiju uzsikt terapija
23 pacientiem 17 pacientism, taz 4] pacisntam nav 18 pacisntiam new A
VELSU Navar sEmaEringts vismaz zindms vEusa BN S riktisdei
notaikt (21 p. 10 g=izes (1 p. st fes {6p. samaringjiss
prtranc) plErtraunc) pirtranc)

3 16

1& pacisntiem partranca
terapiju, jo nesfalkiioa

06 pacientiem 3B pacientizm B
VEBES NavE Vs
noikt saglabijiss

N vy
g

34 pacientism terapi)a nevelksmiza

3.1.att. Hroniska CVVH pacientu raksturojums

A — treSais ménesis p&c antiviralas terapijas uzsaksanas, B — antiviralas terapijas iznakums (noteikts
6 menesus péc terapijas beigam)

Pacientiem, kuriem tika uzsakta terapija, treSaja meénesi pe€c terapijas
uzsakSanas un seSus ménesus pec terapijas beigSanas tika noteikts HCV-RNS

kvalitativi vai kvantitativi (virusa slodze netika noteikta pacientiem ar virusa genotipu
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3), ALAT limenis, leikocttu skaits, neitrofilu procentuala dala, hemoglobina Itmenis

un eritrocitu skaits.

3.1.tabula
Aknu morfologiskas izpétes shema [Knodell, 1981]
Periportala un Intralobulara Portala Fibroze
tiltveida nekroze degeneracija un infiltracija
fokala nekroze
Nav konstateta 0  Nav konstatéta 0 Nav 0 Nav 0
konstatcta konstatgta
Minimala 1 Viegla: skar 1 Viegla 1 Fibrozeti, 1
mazak ka 1/3 paplasinati
daivinu vai portalie
mezglu lauki
Meérena: mazak 3 Meérena: skar 3 Meérenas 3 Tiltveida 3
neka 50% 1/3-2/3 daivinu intensitates fibroze
perimetra vai mezglu
Izteikta: vairak 4 Izteikta: skar 4 Izteikta 4 Ciroze 4
neka 50% vairak ka 2/3
perimetra daivinu vai
Mgérena 5 mezglu
periportala un
tiltveida
Izteikta 6
periportala un
tiltveida

Multilobulara 10
Maksimalais HAI = 22

3.1.5. CVH pacientu kontroles grupa

Kontroles grupu veidoja 307 individi, kas sevi atzim&ja ka veselus, vecuma
no 21-25 gadiem (vidgjais vecums 23,3 + 2,1 gads), 228 sievietes (74%) un 79 viriesi
(26%). Kontroles grupas individiem nebija pieejamas biokimiskas analizes, ka arl
nebija noteiktas anti-HCV un HCV-RNS, tapéc ta tika izmantota, lai noteiktu

analiz€to genétisko markieru bieZzumu populacija.

3.2.  Metodes

3.2.1. Genétiska materiala izdaliSana

DNS tika izdalita péc adaptetas hloroforma/fenola izdaliSanas metodes

[Sambrook, 2006].
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3.2.2. Genétisko markieru atlase un analize akiita toksiska hepatita pacientiem

Akita toksiska hepatita pacientu analizei tika izvéleti funkcionali
polimorfismi, kas raksturigi Eiropas populacijas iedzivotajiem gan etanola
metabolisma tie$i iesaistitajos génos (ALDH2), gan arT génos, kas ietekmé& oksidativo
stresu $tina (GST, NAT2, UGT1A1, MTHFR). Noteicosais faktors polimorfisma izvéle
bija pieradits efekts uz g€nu ekspresiju un enzima aktivitates izmaipam vai
samazinajumu. IzvElétos markierus, to funkcionalo aktivitati un analizei izmantotas

metodes skatit 3.2. tabula.

3.2. tabula
AKkiita toksiska alkohola izraisita hepatita pacientu analizei izvélétie genétiskie markieri
un metodes
Gens Algle’ Rs# Algles Metode
(dbSNP) funkcionala
aktivitate
salidzinot ar
normas variantu
ALDH2  ALDH2*2 rs671 Nulles aktivitate PCR-RFLP, izmantojot
(GLUS04LYYS) [Crabb, 1989] restrikcijas
endonukleazi — Acul
[Wang, 2002]
UGT1A1 (TA)7 rs8175347  Samazinata Fluorescenta PCR,
aktivitate fragmentu analize,
[Bosma, 1995] izmantojot ABI Prism
310 genétisko
analizatoru [Lin, 2006]
GSTA1L Ce69T rs3957356 Samazinata PCR-RFLP, izmantojot
aktivitate [Coles, restrikcijas
2001] endonukleazi — Eaml
[Ping, 2006]
GSTP1 A333G rs1695 Samazinata PCR-RFLP izmantojot
aktivitate restrikcijas
[Johansson, endonukleazi — Alw26l
1998] [Harries, 1997]
GSTT1 Nulles genotips Géna Nav aktiva Multiplex PCR [Kondo,
delecija enzima [Pemble, 2009]
1994]
GSTM1 Nulles genotips Géna Nav aktiva Multiplex PCR [Kondo,
delecija enzima 2009]
[Seidegard,
1988]
MTHFR  C677T rs1801133  Samazinata PCR-RFLP, izmantojot
aktivitate restrikcijas

[Frosst, 1995] endonukleazi — Hinfl
[Safarinejad, 2012]

43



Tabulas 3.2. nobeigums

Gens Algle’ Rs# Aléles Metode
(dbSNP) funkcionala
aktivitate
salidzinot ar
normas variantu
NAT2 C481T rs1799929° Normila PCR-RFLP, izmantojot
(NAT2*5% aktivitate restrikcijas
[Agundez, 2008; endonukleazi — Taql
Leff, 1999] [Gelatti, 2005]
A590G rs1799930 Samazinata PCR-RFLP, izmantojot
(NAT2*6%) aktivitate restrikcijas
[Garcia—Closas, endonukleazi — Kpnl
2011] [Gelatti, 2005]
G857A rs1799931  Samazinata PCR-RFLP, izmantojot
(NAT2*7%) aktivitate restrikcijas
[Garcia—Closas, endonukleazi — BamH1
2011] [Gelatti, 2005]

? nosaukums, kas tiek lietots saskana ar Cilvéka Genoma organizacijas (Human Genome Organisation — HUGO)
nomenklataru  (www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/), un references génu seciba no NCBI datubazes
(www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq).

b SNP ir NAT2*5 haplotipa sastava, bet nav galvenais to veidojosais SNP

3.2.3. Genétisko markieru atlase un analizes metodes hroniska CVH pacientiem

Hroniska CVH pacientiem tika analizéti molekularie markieri, kas nosaka
monogéno aknu slimibu attisttbu (génos SERPINAl (alfa l-antitripsina
nepietickamiba), UGT1Al (Zilbéra sindroms), HFE (hereditara hemohromatoze),
ATP7B (Vilsona slimiba), ka arT génos, kas varétu ietekmét ickaisuma procesus aknu
Stina un kuri nav iepriek§ pétiti Latvijas populacija (GSTT1 un GSTM1 nulles
genotipi, markieri GSTAL, GSTP1, CCR5 génos). IzvEletos markierus, to funkcionalo

aktivitati un analizei izmantotas metodes skatit 3.3. tabula.

3.3.tabula
Hroniska CVH pacientu analizei izvélétie genétiskie markieri
Géns Alele’ Rs# (dbSNP)  Aléles funkcionala Metode
aktivitate salidzinot
ar normas variantu
UGT1Al (TA)7 rs8175347 Samazinata Fluorescenta  PCR,
aktivitate  [Bosma, fragmentu analize
1995] [Lin, 2006]
GSTT1 Nulles Geéna Nav aktiva enzima Multiplex PCR
genotips del&cija [Pemble, 1994] [Kondo, 2009]

44



Tabulas 3.3. nobeigums

Géns Algle! Rs# (dbSNP) Aleles funkcionala Metode
aktivitate salidzinot
ar normas variantu
GSTM1 Nulles Géna Nav aktiva enzima Multiplex PCR
genotips delécija [Seidegard, 1988] [Kondo, 2009]
CCR5 32bp rs333 Samazinata PCR [Samson, 1996]
delécija aktivitate [Samson,
1996]
ATP7B H1069Q rs76151636  Samazinata Bi Pasa PCR
aktivitate [Thomas, [Krumina, 2008]
1995]
SERPI-  PIZ rs28929474  Samazinata Bi Pasa PCR [Rieger,
NA 1 aktivitate 1999]
[Sambrook, 2006]
PIS rs17580 Samazinata Bi Pasa PCR [Rieger,
aktivitate ~ [Curiel, 1999]
1989]
HFE C282Y rs1800562 Samazinata PCR-RFLP,
aktivitate  [Feder, izmantojot restriktazi
1998] — Rsal [Mura, 1997]
H63D rs1799945 Samazinata PCR-RFLP,
aktivitate [Thomas, izmantojot restriktazi
1995] — Mbol [Wang, 2011]

T — . . — .
Aléles tradicionalais nosaukums

3.2.4. Genétisko markieru molekularai analizei izmantotas metodes

PCR reakcijas veikSanai tika izmantoti izvéleti sintétiskie oligonukleotidi (to

secibas visam analiz€tajam mutacijam skatit 3.4. tabula), lai nodroSinatu optimalu

PCR reakciju un tika pavairots polimorfisma atpaziSana saits.

3.4.tabula

Izmantoto sintétisko oligonukleotidu secibas

Géns Mutascu a/- Sintétiskie oligonukleotidu secibas t°

Metode — PCR, gela elektroforéze

CCR5 Del32 F 5’CCTGGCTGTCGTCCATGCTG 3’ 61°
R 5’ AGCCATGTGCACAACTCT 3’

Metode — PCR, RFLP

MTHFR  C677T F 5’ TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA3® 61°
R 5’AGGACGGTGCGGTGAGAGTG 3’

ALDH2  ALDH2*2 5’TCAAATTACAGGGTCAACTGCTA 3 62°
R 5’GCCCCCAACAGACCCCAATC 3’
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Tabulas 3.4. nobeigums

Géns Mutascu a/- Sintétiskie oligonukleotidu secibas t°
NAT2 F 5’ GGAACAAATTGGACTTGG 3’ 61°
R 5" TCTAGCATGAATCACTCTGC 3’
GSTP1  llel05Val F 5’ ACCCCAGGGCTCTATGGGAA 3’ 63°
R 5" TGAGGGCACAAGAAGCCCCT 3’
GSTA1  C69T F 5’GCATCAGCTTGCCCTTCA 3’ 61°
R 5’ AAACGCTGTCACCGTCCTG 3’
HFE HE3D F 5’ACATGGTTAAGGCCTGTTGC 3’ 56°
R 5’GCCACATCTGGCTTGAAATT 3’
Cc282yY F 5" TGGCAAGGGTAAACAGATCC 3’ 56°
R 5’CTCAGGCACTCCTCTCAACC 3’
Metode — Bi—pasa un multiplex PCR, gela elektroforéze
ATP7B  H1069Q  wi14R 5’GGG CCC TCT AAG TGG TTT TC 3’ 60°
W14F 5’ CCC CTC CAT CTG TAT TGT GG 3’
H1069N 5’ GAC TGC CAC GCC CAA GGG G 3’
H1069M 5° GGA GGC CAG CAG TGA ACA A 3’
SERPINA  PIZun M2F 5’ GGCTGACACTCACGATGAAA 3’ 61°
1 PIS M2F2  5°GTGTCCCCGAAGTTGACAGT 3’
M2R2 5’ GGTGGGATTCACCACTTTTC 3’
M1F 5" TCAACGATTACGTGGAGAAGG 3’
M1R 5’ ATCAGGCAGGAAGAAGATGG 3’
AlATZR 5’ AACTCTTCTTTAATGTCATCGAGG 3’
GSTT1 ~ Nulles  GSTTIF  5'TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC 3’ 61°
L(J;”STMl genotipl  GSTTIR  5’TCACCGGATCATGGCCAGCA 3’

GSTM1F 5’GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC 3’
GSTM1R 5GTTGGGCTCAAATATACGGTGG 3’
DHFRF  GCATGTCTTTGGGATGTGGA
DHFRR  GGAATGGAGAACCAGGTCTT

Metode — fluorescenta PCR un fragmentu analize

UGTIAL (TA), GSR 5 CAACAGTATCTTCCCAGC 3' 61°
GSF FAM 5> CACGTGACACAGTCAAAC 3'

PCR reakcijas veiksanai tika sagatavots maisijums, kopgja tilpuma 20 mkl:
2 mkl 10xPCR buferis (NH4).SOs;— MgCl,, 2mkl 25 mM MgCl,, 0,5mkl 10mM
dNTP mix, 0,5 mkl 10 pmol sintétiskie oligonukleotidi, 0,1 mkl Taq polimeraze
(rekombinanta 5U/mkl). Visi reakcijas reagenti no razotaja ThermoScientific
(Waltham, ASV), sintétiskie oligonukleotidi no razotaja Metabion (Martinsried,
Vacija). Klat pievienots 1 mkl (koncentracija 30ng/mkl) DNS parauga. Sagatavoto

maisijumu ievieto automatiskaja termociklera.

46



Lai veiktu restrikcijas fragmentu garumu analizi (RFLP), tika gatavots
maisijums kopgja tilpuma 6 mkl: 0,75mkl ddH,O, 1mkl restrikcijas endonukleazei
piemérots buferis, 0,25 mkl restriktaze, 4 mkl PCR produkts. Visas restriktazes un
tam piemérotie buferi no razotaja Thermo Scientific (Waltham, ASV). Sagatavoto
maisijumu inkub@ no 2 — 24 h atbilstosi restriktazes piemérotakai temperatirai, kas
nodroSina tas optimalo darbibu.

Péc restrikcijas paraugi tika parbauditi 2% agarozes gela vai
6—8% poliakrilamida gela elektroforéze, atkariba no fragmentu garumu atskirtbam.

legiitais rezultats tika vizualizéts ar etidija bromidu un tika dokumentéts,
izmantojot fotodokumentésanas iekartu OmniProGel, razotajs UVITEC (Kembridza,
Lielbritanija).

Lai veiktu géna UGT1A1 algles (TA); noteikSanu, tika izmantota fluorescenta
PCR un fragmentu garuma analize, izmantojot ABI Prism 310 genétisko analizatoru
(Thermo Scientific/Applied Biosystems,  Waltham, ASV). PCR reakcija tika
sagatavota p&c tada pasa principa, kas tika ieprieks aprakstits. Lai identificEtu al€les,
paraugi (2 mkl PCR reakcijas) tika denaturéti, izmantojot 12 mkl Hi-Di formamidu
(Applied Biosystems, ASV) 94°C temperatiira 5 min, lai noteiktu al€les garumu, tika
izmantots garuma standarts Liz500 (Applied Biosystems, Waltham, ASV). Lai
fragmentus iz8kirtu, tika izmantots polimérs POP4 (Applied Biosystems, Waltham,
ASV) atbilsto$i raZzotaja protokolam. Lai apstradatu rezultatus, tika izmantota

programma Gene Mapper v.2.0. (Applied Biosystems, Waltham, ASV).

3.3. Datu statistiska apstrade
3.3.1. Genotipésanas datu kvalitates kontrole
GenotipéSanas datu kvalitates kontrole tika veikta, izmantojot programmu
PLINK [Purcell, 2007]: analizei tika izmantoti genétiskie markieri, kas atbilda $adiem
krit€rijiem:
1) noteikti vismaz 98% individiem no atbilstosas pacientu un kontroles
grupas;
2) retak sastopamas al€les biezums (minor allele frequency —MAF) > 5%;
3) genotipu sadalfjuma atbilstiba Hardija Veinberga likumam (p < 0,05) — tas
netika piemérots vienigi GSTT1 un GSTM1 nulles genotipiem, jo

genotip&Sanai izveleta metode lauj noteikt tikai homozigotiskus genotipus.
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Tomeér iedzimtu aknu slimibu gadijumos analize hroniska CVH pacientiem tika
veikta arl gadijumos, ja to biezums bija mazaks ka 0,05 — mutacijam PIZ, PIS,
H169Q, C282Y, jo tas izraisa monogénas aknu slimibas un ir bitiskas hronisku

slimibu, tai skaita, hroniska CVH patogenézg.

3.3.2. Asociacijas analize

Datu apstradei tika izmantota PLINK datu statistiskas apstrades programma
[Purcell, 2007]. Lai izvertétu al€lu asociaciju ar klisko fenotipu, tika izmantots hi
kvadrata (%) tests, par ticamu asocidciju uzskatot, ja p < 0,05, nosakot ari izredzu
attiecibu (OR — odds ratio) un 95% ticamibas intervalu (CI 95%). legutajiem datiem
netika piemérota Bonferoni korekcija, jo katra eksperimenta tika noteikta viena
polimorfisma algle, iznemot SERPINAL géna mutacijas PIZ un PIS, ka art GSTM1 un
GSTT1 génu nulles genotipus. Ta ka atseviski genétiskie markieri atradas viena
hromosoma, tad tika veikta arT haplotipu analize, haplotipu biezumu salidzinajumam
izmantojot Hi kvadrata testu, par ticamu uzskatot, ja p < 0,05.

Atseviski tika izvert€ta gan al€lu, gan genotipu asociacija, parbaudot vai nav
asociacija ar dominanto (statistiski ticami atSkiras pacienti ar vismaz vienu
mutaciju/polimorfismu no pacientiem bez tas) vai recesivo iedzimSanas modeli
(statistiski ticami atSkiras pacienti ar divam mutacijam/ polimorfismiem no pargjiem
pacientiem) [Purcell, 2007].

Lai izvertétu al€lu ietekmi uz biokimiskajiem raditajiem, tika izmantota lineara
regresija, veicot analizi péc additiva modela [Purcell, 2007]. Lai to izvértétu, tika
nemts véra BETA — regresijas koeficients, un statistiski ticama saistiba tika pienemta,
ja p < 0,05. Lai novértétu dazadu faktoru ietekmi uz iegito asociaciju, tika veikta
iegtto datu (BETA koeficienta un p vértibas) korekcija péc dazadiem negenétiskiem
raditajiem, ka dzimums, vecums, akiita toksiska hepatita gadijuma pé€c pacientu
mirstibas (akiita toksiska alkohola hepatita pacientiem), hroniska C virushepatita

pacientiem péc SVR sasniegSanas.
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3.3.3. Biokimisko un klinisko datu apstrade

Biokimisko un klinisko datu statistiska apstrade tika veikta, izmantojot
datorprogrammas SPSS v.15.0. Pacientu parametru raksturoSanai izmantotas
visparpienemtas aprakstosas statistikas metodes, tika izvertéti vidgjas vertibas (mean) un
standartnovirze. Raditaju at$kiribas nozime ir izvertéta ar 5% statistiskas kludas
varbiitibu, tad€jadi, ja testu rezultatos p—vertiba bija mazaka vai vienada ar 0,05,
atskiribas starp petijuma grupam tika atzitas par statistiski nozimigam.

Lai veiktu pacientu parametru datu salidzinajumu starp grupam, vispirms tika noteikta
datu atbilstitba normalajam sadalijumam, izmantojot Kolmogorova—Smirnova testu.
Parametriskiem datiem kvantitativo atSkiribu analizei starp divam grupam tika izmantots
Stjudenta t—tests. Neparametriskajiem datiem tika izmantots Manna—Vitnija tests (Mann-
Whitney test) un Wilkoksona tests (Wilkoxon test). Savukart raditaji, kuriem tika izvertéta
izmainpa laika (pacientiem, kuri sanp@ma terapiju, terapiju uzsakot, pec tris méneSiem
terapijas un 1 ménesi péc terapijas tika noteikts ASAT, leikociti, neitrofili, eritrocitu

skaits un hemoglobina limenis) tos salidzinot, izmantojot Kruskola—Valisa testu.
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4. REZULTATI
4.1. Akita toksiska hepatita pacientu raksturojums

Pétijuma tika ieklauts 61 pacients (35 viriesi (58%) un 25 sievietes(42%)) ar
akuta toksiska hepatita diagnozi, kuri bija stacionéti SIA RAKUS stacionara Latvijas
Infektologijas centrs. 19 pacienti (devini virieSi un desmit sievietes) stacionara homira
no izraisita aknu bojajuma. Pacientu hospitaliz€Sanas laiks bija no 2 nedélam lidz 3
méneSiem. Kontroles grupa bija 122 individi (71 (58%) viriesi un 51 (42%) sievietes)
vecuma no 21-25 gadiem (vid&jais vecums 22,3 + 3,1 gadi). Salidzinot biokimiskos
raditajus, kas tika noteikti slimibas kulminacijas perioda, starp sievietém un virieSiem,
statistiski ticamas atSkiribas tika atrastas holesterina, protrombina Iimena un eritrocitu
skaita ITmenos (Statistiski ticami augstaki raditaji bija virieSiem, p < 0,05) (rezultatus
skatit 4.1. tabula).

4.1. tabula

Biokimisko raditaju salidzinajums akiito toksisko pacientu grupa starp dzimumiem

Raditajs Pacientiem kopa Viriesi Sievietes P
Vid. SD Vid. SD Vid. SD  vertiba

Bilirubins 432,12 199,51 446,41 211,81 407,44 179,436 0,515

(umol/l)

Tiesais 315,35 183,89 336,68 201,99 27861 14569 0,291

bilirubins

(umol/l)

Sarmaina 673,84 776,59 761 827,32 521,31 676,62 0,331

fosfataze(U/)

Holesterins 6,29 5,86 7,84 6,34 3,75 3,96 0,021

(mmol/l)

Protrombins % 61,82 34,78 73,07 35,47 43,28 24,84 0,004
Hialuronskabe 566,28 459,63 581,5 42431 554,1 508,56 0,904

(ng/ml)

Leikociti 4,62 12,71 3,98 13,68 5,57 11,35 0,655
(*10°/1)

Limfociti (%) 18,67 11,28 19,44 12,32 17,37 9,52 0,641
Segment— 63,53 13,04 62,44 15,22 65,38 8,3 0,483
kodolainie

leikoctti (%)

Eritrociti 3,05 0,88 3,35 0,81 2,54 0,75 0,001
(*10%/1)

Hemoglobins 120,09 110,18 125,12 127,30 112,43 79,62 0,686
(9/1)

Retikulociti (%0) 24,77 13,56 21,85 13,09 28,78 13,49 0,090
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Tabulas 3.2. nobeigums

Raditajs Pacientiem kopa Viriesi Sievietes P
vertiba
Vid. SD Vid. SD Vid. SD

EGR (mm/h) 57,48 32,77 57,93 31,45 56,76 35,75 0,910

ALAT (Ul 81,58 142,99 75,58 53,34 91,37 22529 0,709

ASAT (U/l) 138,08 121,67 12158 71,26 165 17492 0,224

GGT (U/) 497,96 662,83 644,48 77395 26524 337,01 0,064

Citohroms C 0,88 1,96 1,13 2,27 0,60 1,55 0,399
(ng/l)

Citokeratins—18 11259 499,79  1088,82 504,17 1172,2 503,30 0,584
(S7))

Vid. — vidgja vertiba (mean)

Pacientu vidgjais vecums bija 46,5 + 10,0 gadi. Salidzinot vecumu starp

letalajiem un neletalajiem gadijumiem, netika atrasta statistiski ticama atSkiriba

(attiecigi 43,9 + 10,9 un 47,6 £ 9,5 gadi, p = 0,183, Cl 95% 9,27-1,81).

4.2. tabula
Akiitu toksisku hepatitu pacientu salidzinajums
Raditas I\_Ieletﬁls iznakums Ijetéls iznakums b vértiba
Vid. SD Vid. SD
Bilirubins (umol/1) 418,89 201,51 468,69 184,54 0,446
T‘ese(‘:fnli’(‘)ll‘/‘i;lbms 295,25 192,92 371,00 148,83 0,206
Sarmaina fosfataze (U/l) 700,16 800,24 611,08 744,33 0,733
Holesterins (mmol/l) 7,11 6,23 4,06 416 0,124
Protrombins % 68,27 34,29 45,95 31,83 0,050
Hialuronskabe 435,08 388,34 828,67 512,41 0,086
Leikociti (*10%/1) 3.39 8,673 7,86 19,96 0,250
Limfociti 21,80 11,65 11,46 6,08 0,002
Eritrociti (*10%/1) 3,03 0,82 3,04 1,04 0,978
Hemoglobins (g/1) 103,74 69,25 161,53 172,77 0,085
Retikulociti (%o) 25,20 13,69 23,92 13,72 0,769
Segment—kodolainie
gleikocTti %) 62,77 11,57 65,31 15,34 0,564
EGR (mm/h) 60,16 32,82 51,08 33,06 0,408
ALAT (U/) 71,65 51,96 109,85 272,44 0,413
ASAT (U 132,27 85,76 154,61 194,87 0,574
GGT (U/l) 570,32 749,72 325,38 351,15 0,268
Citohroms C (ng/l) 21,80 11,65 11,46 6,08 0,04
Citokeratins—18 (U/I) 1089.33 493.39 1192.19 520.62 0.515

Vid. — vidgja vertiba (mean)
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Pacientu biokimisko raditaju starp abam grupam salidzinajums att€lots
4.2. tabula — statistiski ticami at$kiras tikai protrombina, limfocitu un citohroma C

Iimenis, kas bija augstaki izdzivojusajiem pacientiem (p < 0,05)).

4.2. Genétisko markieru analize akiita toksiska hepatita pacientu grupa,

salidzinot ar kontroles grupu

No analizétajiem genétiskajiem markieriem tika izslégts rs1799931, jo
MAF < 5% (MAF pacientiem = 0,0092 un MAF iontroles grupai = 0,0098). Hardija
Veinberga likumam neatbilda tikai divi markieri — GSTT1 un GSTM1 génu nulles
genotipi. Talakaja analizé netika ieklauts ari géna ALDH2 markieris, jo tas bija
monomorfs visiem analiz&tajiem paraugiem.

Analizgjot genétisko markieru asociaciju ar akiitu toksisku hepatitu, statistiski
ticama atSkiriba tika atrasta ar GSTT1 nulles genotipu (MAF pacientiem = 0,2 un
MAF iontroles grupai = 0,1031, p = 0,0042, OR 2,174, Cl 95% 1,265-3,736). Rezultatus
skatit 4.3. tabula.

4.3. tabula

Gadijuma kontroles asociacijas analize akiitu toksisku hepatitu pacientu grupa

Rs# Géns Retaka MAF MAF ¥ P OR  Cl9%
(dbSNP) aléle  pacien- kontroles vert.

tiem grupai
rs1801133 MTHFR T 0.362 0.352 0.031 0.861 1.046 0.636—

1.719

- GSTM1  Nulles 0.367 0435 1.811 0.178 0.752 0.496 -

genotips 1.14

- GSTT1  Nulles 0.200 0.103 8.186 0.004 2.174 1.265-

genotips 3.736

rs4124874 UGT1Al (TA); 0392 0358 0.407 0.523 1.156 0.740-
1.805

rs3957356 GSTA1 T 0.433 0.348 2706 0.099 1.432 0.933
2.199

rs1799929  NAT2 C 0.474 0451 0.159 0.689 1.098 0.695-
1.734

rs1799930  NAT2 A 0.276  0.290 0.072 0.788 0.933 0.561-
1.552

rs1695 GSTP1 G 0310 0.324 0.062 0.803 0.939 0.577-
1.531
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Analiz€jot genotipu asociaciju ar akitu toksisku hepatitu, GSTALl géna
polimorfisms rs3957356 péc recesiva modela uzradija saistibu ar akatu toksisku
hepatitu (TT genotipa bieZums pacientiem 0,304, kontroles grupai 0,137, y* = 4,329,
p = 0,037), citi rezultati nebija statistiski ticami (p > 0,05).

Tika parbauditas ari al€lu kombinaciju atSkiribas starp kontroles grupu un
pacientu grupu — netika atrastas statistiski ticamas kombinacijas, analiz&jot visus
markierus, ka ar1 atseviski NAT2 géna markierus (rezultatus skatit pielikuma).
Atseviski analiz&jot GST kodg&joso génu markierus, statistiski ticamas atSkiribas tika
atrastas kombinacijas starp GSTT1 un GSTM1 nulles/ nenulles genotipiem (statistiski
biezak abi nenulles genotipi bija sastopami pacientu grupa (p = 0,004)). Analiz§jot GSTs
cetrus markierus kopa, statistiski ticami biezak kontroles grupa bija markieru kombinacija,
kas nosaka GSTT1 nulles aktivitati, GSTM1, GSTAL un GSTP1 normalu aktivitati. Rezultati
atteloti 4.4. tabula.

4.4. tabula

Alelu kombinaciju analize akiita toksiska hepatita pacientu grupa salidzinajuma ar

kontroles grupu

Analiz&to génu (markieru) Alglu MAF MAF Xz P vertiba
seciba kombinacija kombinacija  kontroles pacientu
grupa grupa
GSTT1/ GSTM1 TOM1 0,1333  0,0627 6,565 0,0104
TiM1 0,2333  0,3722 8,094 0,0044
GSTT1/ GSTM1/ GSTAl/ TOM1TA 0,0568  0,0161 5,23 0,0222
GSTP1 TIMICA 00891 0,673 4,183 0,0408

4.3. Genétisko markieru analize akiita toksiska hepatita pacientu grupa,

salidzinot letalu un neletalu iznakumu

Parbaudot, vai nav asociacijas starp smagaku toksiska hepatita izpausmi, tika
salidzinati alelu biezumi 2 grupas — pacientiem ar letalo iznakumu un pacientiem, kuri
atlaba. Statistiski ticama asociacija tika atrasta ar markieri — rs1799930
(MAF nirsajiem pacieniem = 0,395 Un° MAF  atiabusajiem pacientiem = 0,218, p = 0,045,
OR 2,340, ClI 95% 1,006-5,441). Visu genétisko markieru analizes rezultati att€loti
4.5. tabula.
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4.5. tabula

Genétisko markieru analize mirusajiem un izdzivojusajiem pacientiem

Rs# Géns  Retaka MAF MAF A2 P OR Cl
(dbSNP) aléle  miruSajiem izdzivojusajiem vértiba 95%
(MAF) pacientiem  pacientiem
(n=19) (n=41)

rs1801133 MTHFR T 0,472 0,312 2,742 0,098 1,968 0,878—
4,413

- GSTM1  Nulles 0,421 0,341 0,708 0,400 1,403 0,637—
genotips 3,088

- GSTT1  Nulles 0,263 0,171 1,386 0,239 1,735 0,689-
genotips 4,367

rs4124874 UGT1Al (TA), 0,368 0,402 0,126 0,723 0,866 0,392—
1,915

rs3957356 GSTAL T 0,394 0,451 0,337 0,561 0,793 0,363-
1,735

rs1799929 NAT2 C 0,447 0,487 0,162 0,687 0,852 0,391-
1,856

rs1799930 NAT2 G 0,395 0,218 3,998 0,045 2,340 1,006—
5,441

rs1695  GSTP1 G 0,289 0,321 0,115 0,734 0,863 0,370-
2,015

Veicot analizéto markieru kombinaciju analizi, salidzinot abas pacientu
grupas, netika atrastas statistiski ticamas kombinacijas, iznemot ar NAT2 markieriem
C481T/ A590G haplotips TA, kas ir biezaks miruSajiem pacientiem (biezums 0,3947)
ka kontroles populacija (biezums 0,2179) (p = 0,045). Sie rezultati attgloti pielikuma.

4.4. Genetisko markieru asociacija ar biokimiskajiem raditajiem akiita toksiska

hepatita pacientiem

Izmantojot linearo regresiju péc aditiva modela, tika parbaudita genétisko
markieru asociacija ar biokimiskajiem raditajiem. Statistiski ticama asociacija tika
atrasta starp GSTM1 un GSTT1 génu nulles genotipiem un NAT2 géna markieriem
(statistiski ticamos rezultatus skatit 4.6. tabula, visus rezultatus skatit pielikuma).
GSTM1 nulles genotips bija saistits ar kopgja bilirubina Itmeni (BETA = 67,23,
p = 0,014) individiem ar nulles genotipu vidg€jais bilirubina ltmenis ir 362,62 +

205,44, bet ar nenulles genotipu — 497,09 + 182.53 (p = 0,014); ar tieSo bilirubinu

54



(BETA = 53,89, p = 0,023) — individiem ar nulles genotipu vidgjais tie$a bilirubina
limenis ir 287,32 + 173,28, bet ar nenulles genotipu — 397,55 + 169,13 (p = 0,20).
Izmantojot kovariatus, vislielaka ietekme bija pacienta vecumam. GSTT1 nulles
genotips bija saistits ar protrombina limeni (BETA =-11,05, p = 0,037, individiem ar
nulles genotipu vid&jais protrombina limenis ir 40,87 + 23,56, bet ar nenulles
genotipu — 62,93 + 33,67 (p = 0,037) un hialuronskabi (BETA = 170,4, p = 0,014,
individiem ar nulles genotipu vid€jais hialuronskabes limenis ir 899,58 + 443,15, bet

ar nenulles genotipu — 512,81 + 444,34 (p = 0,009)).

4.6. tabula
Genétisko markieru asociacija ar biokimiskajiem raditajiem akiita toksiska hepatita
pacientiem®
. Rs# Pvertiba P korigéta P korigéta P korigéta
B“;l;g%s.l;als (@bSNP) Géns  BETA  (neko-  péc pec  kimiska
J rigeta) ~ vecuma  dzimuma  iznakuma
Bilirubins — GSTM 67,2 0,014 0,016 0,014 0,026
1
rs1799930 NAT2 86,2 0,045 0,045 0,055 0,115
Tiesais - GSTM 539 0,023 0,010 0,024 0,039
bilirubins 1
GGT rs1799929 NAT2 -261,3 0,018 0,018 0,037 0,019
rs1799930 NAT2  325,8 0,011 0,012 0,016 0,004
Sarmaina rs1799929 NAT2 -270,5 0,032 0,025 0,052 0,032

fosfataze rs1799930 NAT2 3748 0,011 0,013 0,015 0,020
Holesterins  rs1799929 NAT2 225 0,018 0,010 0,036 0,018

Protrombins GSTT1 -11,05 0,037 0,056 0,098 0,055
Hialuron- GSTT1 1704 0,014 0,034 0,037 0,020
skabe

tanalizgjot péc aditiva modela un koriggjot datus p&c pacientu vecuma, dzimuma un kliniska iznakuma

NAT2 géna aleles rs1799929 un rs1799930 paradija pret€ju asociaciju —
rs1799929 bija negativa asociacija ar GGT (BETA = -261,3, p = 0,018), sarmaino
fosfatazi (BETA =-270,5, p = 0,032) un holesterinu (BETA = -2,254, p = 0,018) —

bioktmiskie vidgjie raditaji atbilstosi genotipam attéloti 4.7. tabula.
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4.7. tabula
NATZ2 géna polimorfisma C481T (rs1799929) genotipu asociacija ar biokimiskajiem

raditajiem akiita toksiska hepatita pacientiem

Genotips Holesterins GGT SF

Vidgjais SD Vidgjais SD Vidgjais SD

CC 8,98 7,67 693,41 810,81 934,24 1173,69
CT 4,69 3,99 506,04 546,96 420,81 240,72
1T 3,69 3,41 160,92 165,33 415,86 312,63
P vértiba® 0,017 0,055 0,039

A g . . . . . -
Salidzinot vidgjos biokimiskos raditajus starp genotipiem

rs1799930 alélei bija pozitiva asociacija ar bilirubinu (BETA = 86,17,
p = 0,045), gamma glutamiltransferazi (BETA = 325,8, p = 0,011) un sarmaino
fosfatazi (BETA = 374,8, p = 0,011) — biokimiskos raditajus atbilstosi NAT2
genotipiem skatit tabula 4.8. Saistibu ar GGT ietekmgéja tas, vai pacients stacionara

mira vai izdzivoja (Pkorigsts pec terapijas iznakuma = 0,004) — rezultati attloti 4.8. tabula.

4.8. tabula
NAT2 géna polimorfisma A590G (rs1799930) genotipu asociacija ar biokimiskajiem

raditajiem akiita toksiska hepatita pacientiem

Genotips Bilirubins GGT SF

Vidgjais SD Vidgjais SD Vidgjais SD
AA 385,37 197,66 350,66 452,76 446,47 284,40
AG 428,87 190,01 506,65 511,51 541,30 617,37
GG 636,93 193,62  1303,75 138196 1700,25 1967,16
p veértiba® 0,064 0,015 0,002

a . . . . -
Salidzinot vidgjos biokimiskos raditajus starp genotipiem
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4.5. CVH pacientu raksturojums

Kopa pétijuma tika ieklauti 233 pacienti, kuriem bija diagnosticéts CVH —
125 (53,6%) viriesi un 108 sievietes (46,4%). Biokimiskie dati bija pieejami,

pacientiem uzsakot terapiju vai ar1 diagnosticgjot slimibu.

Pacientu biokimiskais raksturojums un salidzindjums starp dzimumiem

paradits tabula 4.9. VirieSiem statistiski ticami augstaki bija ALAT, GGT un dzelzs

Iimenis ka arT leikocitu skaits (p < 0,05), salidzinot ar sievietém. Eritrocitu skaits un

hemoglobina Itmenis bija augstaks virieSiem, kas biitu skaidrojams arT ar atskirigam

normam starp dzimumiem.

4.9. tabula
Pacientu raksturojums CVH diagnozes uzstadiSanas bridi, salidzinajums starp
dzimumiem
Radit Pacientiem kopa VirieSiem Sievietem p
acuiays Vid.  SD _ Vid. _SD _ Vid.  SD  vertiba
CVHatklaSanas 4979 1595 3762 1352 4003 3873 0,156
vecums
Terapijas
uzsiksanas 39,63 12,04 3829 1232 4127 1157 0,113
vecums
2.6 53 2.7 5,2 2.4 55
HCV slodze E+6 E+7 E+6 E+7 E+6 E+7 0,725
ALAT (U/l) 10285 86,13 116,88 92,83 86,72 74,95 0,008
ASAT (U/l) 6549 61,86 7168 7301 5856 4567 0,123
GGT (U/) 70,49 80,64 8633 9623 5449 57,18 0,005
Fe (umol/L) 2426 982 2643 921 1992 975 0,006
Ferritins (ng/ml) 430,03 757,83 460,59 476,44 367,53 1150,3 0,640
Hialuronskabe o) 76 9531 4620 5276 5905 12351 0427
(ng/ml)
Clt"keaa/tlms‘ls 340,94 342,23 352,26 399,25 330,03 278,74 0,685
Citohroms (ng/l) 0,39 108 039 069 039 1536 0984
Lelk(icfg;”s)ka“s 58 163 611 166 565 156 0036
Neitrofili (%) 54,47 956 5513 9,27 53,71 9,88 0,263
Em{ifg‘fz /Sll)‘a“s 472 049 491 048 45 040 0,000
Hb (g/) 1463 157 1534 1,36 1382 138 0,000
HAI 670 3,02 681 298 658 308 0565

Vid. — vidgja vertiba (mean)
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182 pacientiem tika noteikts virusa genotips — 71,4% bija genotips 1,
5,5% genotips 2 un 23,1 % bija genotips 3, 51 pacientam (21,9%) virusa genotips
netika noteikts vai ambulatoraja karté nebija atziméts.  Salidzinot sava starpa
biokimiskos raditajus pacientiem ar 1. genotipu pret pargjiem genotipiem — statistiski
ticami atSkiras tikai ALAT limenis — 1. genotipam 95,79 + 68,48, 2. un 3. genotipam
119 + 159,42, p = 0,018, citi rezultati nav paraditi. Salidzinot biokimiskos raditajus
starp pirmo un pargjiem genotipiem, statistiski ticami atskiras ALAT (1. genotipam
95,79 + 68,48 U/I, 2. un 3. genotipam 135,51 + 120,86 U/I, p = 0,06), citokeratins—18
(1. genotipam 315,03 + 318,53 U/I, 2. un 3. genotipam 465,27 + 472,76 U/,
p = 0,045).

Savukart, ta ka 3. virusa genotipam tiek aprakstita izteiktaka steatozes
attistiba, salidzinot ar citiem genotipiem, tika salidzinati bioktmiskie dati diagnozes
bridi starp 3. un 1./2. virusa genotipiem. Statistiski ticamas atSkiribas tika atrastas
starp $adiem raditajiem: ALAT (1./2. genotipam ALAT limenis 97,48 + 77,8 U/I,
3. genotipam 139,43 + 11,84 U/l, p = 0,006), ASAT (1./2. genotipam ASAT Iimenis
61,18 + 53,08 U/I, 3. genotipam 81,34 + 75,62 U/I, p = 0,009).

12 pacientiem morfologiski tika konstatéta aknu ciroze. Salidzinot
bioktmiskos raditajos pacientu grupas ar un bez cirozes, statistiski ticami atSkiras
ALAT, ASAT, GGT, citokeratina—18 un hialuronskabes Iimenis pirms terapijas
uzsaksSanas. Statistiski ticamie rezultati att€loti tabula 4.10.

4.10. tabula

Biokimisko raditaju raksturojums pacientiem bez vai ar aknu cirozi

Pacienti ar cirozi  Pacienti bez cirozes

Biokimiskie raditaji p vértiba®
(n=12) (n = 214%)
ALAT (U 144,21 + 66,10 101,82 + 87,68 0,006
ASAT (U/l) 111,55 + 39,09 63,91 + 63,05 0,000
GGT (UN) 128,08 £101,00 66,40 + 78,86 0,003
Citokeratins—18 (U/I) 622,75 +362,58 333,49 + 243,55 0,014
Hialuronskabe (ng/ml) 210,55+ 136,47 44,04 +87,74 0,000

2 Aknu biopsija netika veikta 13 hroniska CVH pacientiem,”p vértiba aprékinata izmantojot Manna—
Vitnija tests, kas ir piemérots neparametriskajiem datiem

Salidzinot cirozes sastopamibas biezumu starp virusu genotipiem, Statistiski

ticamas atSkiribas (p < 0,05) netika atrastas, ne salidzinot katru virusu genotipus
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atseviski, ne salidzinot atseviski treSo virusa genotipu pret par&jiem diviem

iesp&jamiem genotipiem.

4.6. CVH pacientu atbildes reakcija uz antiviralo terapiju

Antiviralo terapijas rezultats tika izvertéts 160 pacientiem (tika izslegti
pacienti, kuri personigu iemeslu d&| partrauca terapiju) — SVR tika sasniegta
46 (57,5%) viriesu un 50 (71%) sieviesu (OR = 1,488, p = 0,077, Cl 95% 0,949-
2,332).

Salidzinot sava starpa pacientus, kuriem antivirala terapija bija veiksmiga
(sasniegta SVR), ar tiem, kuriem ta bija neveiksmiga (neatbildétaji un tiem, kuriem
péc terapijas tika konstatéts HCV RNS), statistiski ticami zemaki bija GGT un
hialuronskabes Iimenis, fibrozes raditaji un HAI kopgjais indekss un augstaks

leikocTtu skaits un (p < 0,05) (rezultati att€loti 4.11. tabula).

4.11. tabula

Pacientu salidzinajums ar efektivu un neefektivu antiviralo terapiju

. Terapija efektiva Terapija neefektiva p
Raduajs Vid. SD vid. SO vértiba
Vecums 37,75 11,94 38,98 11,94 0,545
HCV slodze 2,6E+6 55E+7 3,4E+6 6,2E+7 0,489
ALAT (U/l) 112,71 97,09 110,47 81,98 0,888
ASAT (UN) 63,23 60,69 74,28 59,22 0,304
GGT (U 52,02 50,77 118,67 117,51 0,000
Dzelzs (umol/L) 22,35 8,93 25,59 10,58 0,238
Ferritins (ng/ml) 495,23 1099,06 518.15 552,03 0,938
Hialuronskabe (ng/ml) 36,76 42,09 71,52 94,74 0,021
Citokeratins—18 (U/l) 387,23 424,39 355,85 356,60 0,714
Citohroms (ng/l) 0,22 0,45 0,65 1,89 0,106
Leikocitu skaits (*10°/1) 5,98 1,66 5,32 1,19 0,012
Neitrofili (%) 53,68 10,27 53,46 9,29 0,989
Eritrocitu skaits (*10™/1) 4,63 0,49 4,77 0,49 0,114
Hemoglobins (g/1) 14,41 1,50 14,76 1,49 0,184
Fibroze 1,2 0,97 1,78 1,34 0,003
HAI 6,63 2,7 7,73 2,99 0,027

Vid. — vidgja vertiba (mean)
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Antiviralo terapiju sanéma 87,5% no pacientiem ar genotipu 1, 90% ar
genotipu 2 un 85,7% ar genotipu 3. Salidzinot terapijas efektivitati starp genotipiem,
tika atrasta statistiski ticama atSkiriba (p = 0,001), salidzinot 1. pret 2. un 3. genotipu
p = 0,003, salidzinajumu skatit 4.12. tabula.

4.12. tabula
Terapijas efektivitate dazadiem virusu genotipiem
Terapija neefektiva
Virusa genotips Terapiija Terapija. ~ Viruss
efektiva partraukta, jo  atjaunojas péc Kopa
neefektiva terapijas
1 59 (57,3%) 16 (15,5%) 28 (27,2%) 44 (42,7%)
2 5 (62,5%) 0 3 (27,5%) 3 (27,5%)
3 30 (88,2%) 0 4 (11,8%) 4 (11,8%)
Genotips 2 vai 3 35 (83,3%) 0 7 (16,7%) 7(16,7%)
Netika noteikts 2 0 3

Viens no terapijas efektivitates riska faktoriem ir izteikta aknu audu fibroze,
un tas izteiktaka forma ir aknu ciroze. Sava starpa tika salidzinata terapijas
efektivitate pacientiem ar un bez aknu cirozes. Starp pacientiem, kas sanéma terapiju,
143 pacientiem tika veikta aknu biopsija un 9 pacientiem tika konstatéta aknu ciroze.
SVR tika sasniegta 89 (66,42%) pacientiem bez cirozes un 3 (33,33%) pacientiem ar
cirozi (p = 0,045).

4.7. Biokimisko raditaju izmainas, sanemot antiviralo terapiju

Pacientiem, kuri sanéma antiviralo terapiju, pirms terapijas, treSaja terapijas
meénest un seSus méneSus péc terapijas beigadm tika noteikti ALAT, hemoglobina
limenis un leikocttu, eritrocitu skaits un neitrofilu procentualais sastavs. Statistiski
ticami atSkiras visi raditaji (p < 0,001), gan kopg€ji visiem pacientiem, kas sanéma
terapiju, gan salidzinot atseviski pacientus, kuri sasniedz SVR un kuriem palika

persistgjoss viruss, to vidgjas vertibas att€lotas tabula 4.13.
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4.13. tabula
Biokimisko raditaju izmainas antiviralas terapijas laika

Pirms terapijas  Terapijas Vienu ménesi
treSaja ménest  péc terapijas
ALAT (U/l) 115,42 + 96,82  40,72+33,52 41,58 + 48,42
SVR sasniegta 115,79 + 100,05 33,46 +23,25 20,75+10,59
Persistgjoss viruss 114,28 £92,58 59,58 + 46,43 93,86 = 64,45
Leikocitu skaits (*10°/1) 5,83 1,59 2,72 £0,98 5,31 +1,39
SVR sasniegta 5,99 + 1,68 2,67 +£0,89 538+1,41
Persistgjoss viruss 5,38 £1,29 2,87+1,18 518 +1,35
Neitrofili % 54,31 £9,97 45,21 £10,65 54,61 +9,59
SVR sasniegta 53,88 + 10,48 4522 +11,44 45,87 + 7,64
Persistgjoss viruss 55,34 + 8,65 45,87 + 7,64 55,00 + 9,83
Eritrocitu skaits (*10™/I) 4,66 + 0,49 4386+062 453+054
SVR sasniegta 4,61 +0,488 3,77 £ 0,57 4,45 + 0,53
Persistgjoss viruss 4,76 £ 0,52 4,09+0,72 4,75+ 0,52
Hemoglobins (g/l) 145+1,51 11,95+ 1,68 13,98 + 1,64
SVR sasniegta 14,38 +1,49 11,66 + 1,45 14,85+ 1,53
Persistgjoss viruss 14,85+ 1,54 12,74 + 2.03 14,74 + 1,47

4.8. Genétisko markieru analize CVH pacientu un kontroles grupa

Salidzinot analiz€to markieru biezumus kontroles un hroniska CVH grupas,
statistiski ticami at$kiras GSTM1 nenulles genotips (OR = 1,487, p = 0,0052),
GSTTL1 nulles genotips (OR = 1,621, p = 0,0226) un CCR5 del32 aléle (OR = 1,675,
p = 0,0026) (rezultati atteloti 4.14. tabula). MAF < 0,05 bija mutacijai C282Y
(rs1800562) HFE géna, H1069Q (rs76151636 ) ATP7B géna un abiem markieriem
SERPINAL geéna, ta ka minétie markieri izraisa retas autosomali recesivas slimibas,
tad tie tika atstati turpmakaja analizg, lai gan MAF < 0,05, un talaka analizé par

statistiski ticamu uzskatot asociaciju, ja p < 0,05 un Cl 95% neieklava viens.
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4.14. tabula

Genétisko markieru analize CVH pacientu un kontroles grupa

Rs# Géns Retak MAF  MAF A2 P OR Cl 95%
(dbSNP) a CVH kontroles verti
alele grupa  grupa ba

— GSTM1 M1 0,536 0,438 7,78 0,005 1,487 1,125-1,966

— GSTT1  TO 0,156 0,103 52 0,023 1,621 1,067-2,46
rs8175347 UGT1Al (TA); 0,359 0,354 0,02 0,879 1,024 0,757-1,384

rs333 CCR5 D 0,245 0,162 9,08 0,003 1,675 1,195-2,348
rs1800562 HFE Y 0,047 0,034 0,70 0,401 1,315 0,663-2,607
rs1799945 HFE D 0,128 0,120 0,15 0,702 1,077 0,728-1,593
rs76151636 ATP7B  Q 0,016 0,007 1,70 0,192 2,228 0,648-7,661
rs28929474 SERPINA PlZ 0,015 0,024 0,48 0,489 0,666 0,209-2,123
rs17580 SERPINA PIS 0,016 O 3,39 0,065 NA NA

Veicot genotipu asociacijas analizi, parbaudot visus iesp&jamos iedzimSanas
modelus (dominanto, recesivo, al€lisko) stipraka statistiska asociacija bija CCR5 géna
del32 alelei — statistiski ticamakais bija recestvais modelis (del32/del32 biezums CVH

populacija 13,5%, kontroles populacija — 3,9%, p = 0,00038).

4.9. Genétisko markieru analize pacientiem, salidzinot to ar terapijas

efektivitati

Genétisko markieru analize tika veikta 160 pacientiem, kuriem tika uzsakta
terapija (10 pacienti terapiju partrauca nemedicinisku iemeslu d&]). 96 pacientiem
terapija bija veiksmiga, tika sasniegta SVR, bet 56 pacientiem terapija nebija
veiksmiga (19 pacienti bija totali neatbild€taji un 16 no vipiem terapija tika
partraukta).

Savstarpgji salidzinot pacientus ar sasniegtu SVR un neefektivu terapiju
(rezultati att€loti tabula 4.15), statistiski ticami atskiras tikai CCR5 géna 32bp
delécija, kas bija biezaka pacientiem ar neefektivu terapiju
(MAF eefektive terapiju = 0,3723, MAFsyr = 0,1625, p = 0,0002, OR = 3,057,
CI95% = 1,69-5,13), atseviski salidzinot virieSiem — MAF cefekiivu terapiju = 0,3167,
MAFsyvr = 0,1, p = 0,0013, OR = 4,171, CI95% = 1,678-10,37 un sieviettm —
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MAF cetekavu terapiju = 0,4706, MAFsyr = 0,225, p = 0,0087, OR = 3,062,

C195% = 1,304-7,109.

4.15. tabula
Alélu asociacija ar SVR sasniegSanu
Rs# Gens Alcle MAFar MAF A p OR Cl95%
(dbSNP) neefek—  SVR
tivu  pacientu
terapiju  grupa
- GSTM1 MO 0,436 0,473 0,296 0,586 0,859 0,496—
1,487
- GSTT1 TO 0,128 0,131 0,005 0,943 0,971 0,430-
2,189
rs8175347 UGT1Al (TA); 0,396 0,354 0,449 0,503 1,192 0,713-
1,995
rs333 CCR5 D 0,372 0,162 14,29 0,000 3,057 1,69-
5,563
rs1800562 HFE Y 0,041 0,073 1,135 0,287 0,540 0,171-
1,704
rs1799945 HFE D 0,1 0,115 0,156 0,693 0,852 0,384—
1,888
rs76151636 ATP7B Q 0,029 0,022 0,139 0,709 1,333 0,292-
6,078
rs28929474 SERPI- PIZ 0,009 0,028 1,034 0,309 0,343 0,039-
NAl 2,974
rs17580  SERPI-  PIS 0,019 0,011 0,323 057 1,76 0,244-
NA1 12,69

Salidzinot totalos neatbildétajus — 19 pacientus (péc tris terapijas meéneSiem

virusa slodze nav samazinajusies vismaz 100 reizes) — statistiski ticama ka riska
alele bija CCR5 géna del32 alele (MAF cwilgewi = 0,447, MAF wilgewi = 0,204,
OR = 3,165, p = 0,0012) pargjie rezultati ir atteloti tabula 4.16.

Salidzinot atseviski al€]u asociaciju tikai starp virieSiem (n = 80), asociacija ar
CCRS5 genu bija izteiktaka (OR = 4,492, p = 0,00098, ClI 95% 1,754-11,5), ka ar1
biezak bija H1069Q alelei (MAFcamildei;i 0,091,
MAF  pigewi = 0,016, OR = 6,2, p = 0,045, Cl 95% 1,029-46,55). Veicot alelu

statistiski  ticami

asociaciju sievietém (n = 70), statistiski ticami ka riska al€lei bija SERPINA1 géna

PIS alélei (MAFneatbildétéji = 0,0833, MAFatbﬂdétgji = 0,0083, OR = 10,82, p= 0,042,
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C1 95% 0,632-185,1), kas visticamak ir saistits ar al€les reto sastopamibu (parejie

rezultati katram dzimumam atseviski att€loti pielikuma)

Alelu asociacija starp totaliem neatbildétajiem uz antiviralo terapiju

4.16. tabula

Rs# Géns Aléle MAF MAF A2 p OR Cl
(dbSNP) pacientiem pacientiem vertiba 95%
arnulles  ar atbildi
atbildi uz
(n=19) antiviralo

terapiju

- GSTM1 MO 0,273 0,481 3,466 0,062 0,405 0,152—
1,076
- GSTT1 TO 0,091 0,135 0,335 0,563 0,646 0,142—
2,902
rs8175347 UGT1Al 7 0,333 0,375 0,232 0,629 0,833 0,397—
1,75
rs333 CCR5 D 0,447 0,204 10,51 0,001 3,165 1,540-
6,502
rs1800562 HFE Y 0,067 0,061 0,015 0,903 1,1 0,239-
5,063
rs1799945 HFE D 0,118 0,109 0,023 0,878 1,091 0,357-
3,335
rs76151636 ATP7B Q 0,059 0,020 1,846 0,174 3,038 0,566—
16,31

rs28929474 SERPINA1 PIZ 0 0,025 0,905 0,341 0 -
rs17580 SERPINA1 PIS 0,056 0,008 4,997 0,025 7,118 0,971-
52,2

Agrina atbilde tiek definéta ka virusa izzuSana treSaja terapijas ménesi. Lali

noskaidrotu, vai kadi no analizétajiem gené&tiskajiem markieriem to ietekmé&, sava

starpa tika salidzinati, pacienti, kuriem ta tika sasniegta, pret pacientiem, kuriem gan

bija dal&ja atbilde, gan nulles atbilde uz terapiju (35 pacientiem netika noteikta virusa

slodze terapijas treSaja ménesT). Statistiski ticami atskiras GSTM1 nulles genotips —
MAFneatbildétiji = 013182; MAFagﬁna virala atbilde — 014853$ OR = 0’49491 p = 01052,

Cl 95% 0,2414-1,015. Salidzinot T genotipa biezumu virieSiem, asociacija ar agrinu

viralu atbildi bija izteiktaka — OR = 0,4011, p = 0,042, Cl 95% 0,164-0,98009,

sievietém statistiski ticama asociacija netika atrasta (p > 0,05).
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4.10. Genétisko markieru asociacija ar biokimiskajiem un kliniskajiem

raditajiem pirms antiviralas terapijas

Veicot linearas regresijas analizi, asociacijai ar biokimiskajiem un
morfologiskajiem datiem diagnozes uzstadisanas bridi, iegitie dati tika korigéti péc
dzimuma un vecuma, gan arl péc dzimuma, vecuma un virusa genotipa kopa.
Asociacija ar hemoglobina limeni tika korigéta ari tikai péc dzimuma, jo hemoglobina
Itmenis statistiski ticami atSkiras starp dzimumiem.

Statistiski ticami rezultati tika ieglti asociacijai starp PIZ aléli, kas saistitas ar
paaugstinatu citohroma un  hialuronskabes Iimeni, PIS aléli, kas saistita ar
paaugstinatu hialuronskabes un samazinatu hemoglobina limeni (statistiski ticama
asociacija pazuda, kad vértibas tika korigétas péc dzimuma, dzimuma un vecuma vai
dzimuma, vecuma un genotipa), GSTM1 nenulles genotips ar paaugstinatu
citokeratina limeni, samazinatu HAI indeksu, un samazinatu hemoglobina limeni
(statistiski ticama asociacija pazuda, kad vértibas tika korigétas péc dzimuma,
dzimuma un vecuma vai dzimuma, vecuma un genotipa) un UGT1A1l géna (TA),
aleli, kas bija saistita ar paaugstinatu citokeratina ltmeni (rezultati att€loti 4.17.
tabula).

4.17. tabula
Genétisko markieru asociacija ar biokimiskajiem un morfologiskajiem raditajiem (péc

aditiva modela)

Raditajs SNP Aléle BETA p vértiba
Citohroms C rs28929474 PIZ 1,657  3,969E-005
1,663  4,319E-005"

2,191%  3,726E-006°

Citokeratins—18 — M1 86,41 0,0153
85,67 0,0205"

83,242 0,04925%

rs8175347 (TA); 99,92 0,0498

99,09" 0,0527*

113,3° 0,0719?

rs17580 PIS 460,1 0,0005

474,8* 0,0004*

629,12 0,0002?

Hialuronskabe rs28929474 PIZ 166,4 0,0001
176,50  2,073E-005"
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Nobeigums 4.17. tabulai

Raditajs SNP Alele BETA p vertiba

28,72° 0,4536°
rs17580 PIS 103,8 0,0101
108,5" 0,0051*
—26,02? 0,4946%

Hb pirms - M1 —-0,345 0,0266
-0,0906° 0,527°

-0,0902*  0,5301"

-0,1548*  0,3073%

rs17580 PIS ~1,183 0,0521
-1,03* 0,0572°

~1,013! 0,0628"

-0,2733%  0,6529*

Fibroze rs28929474 P1Z 0,819 0,0753
0,882} 0,042
HAI _ M1  —0,7737 0,0083

-0,7358  0,0109'
-0,71732  0,0187°

TBETA un p vértiba korigéts pec vecuma un dzimuma,
’BETA un p vértibas korigétas péc vecuma, dzimuma un virusa genotipa,
*BETA un p vértiba korigéts péc dzimuma



5. DISKUSIJA

Endo— un ksenobiotiku metabolisma iesaistito génu funkcionalo polimorfismu
analize tiek veikta daudzu slimibu gadijuma, tai skaita, aknu bojajuma,
kardiovaskularo slimibu, diabéta u.c., jo audu bojajumu izraisa, ne tikai tieSs kimisks/
infekciozs bojajums, bet arl izmainita organisma atbilde uz So bojajumu. P&tijjuma
ietvaros tika pétiti divi biezakie aknu bojajuma izraisitaji — alkohols un HCV [EASL,
2011; EASL, 2012; Mathurin, 2012], un to ierosinatas slimibas — akits toksisks
alkohola hepatits un hronisks CVH. Abas slimibas ir plasi pétitas, bet aizvien tiek
mekI&ti jauni biokimiskie un gené&tiskie markieri, kas dotu iesp&ju precizak prognozét

slimibas gaitu un CVH gadijuma arT antiviralas terapijas efektivitati.

5.1.Aknu bojajuma smagumu nosakoSie kliniskie un biokimiskie raditaji akiita

toksiska alkohola hepatita pacientiem

Eiropa tiek izmantotas dazadas aknu bojajuma smagumu nosakosas skalas
(Maddrey, MELD, GAHS, ABIC skalas), kas izmanto dazadus biokimiskus raditajus,
bet nav izveidota vienota klasifikacija, jo katrai no tam ir savas priekSrocibas un
trakumi [EASL, 2012]. Latvija netick izmantota viena konkrta skala alkohola
izraisita aknu bojajuma noteikSanai. Ari Latvija ir registréti divi patenti, kas ieteiktu
izmantot endogéno endotoksinu serdes IgA antivielas (LV14471B) un citohroma C
(LV13855B) limenpa analizi seruma. Abi raditaji pétijuma ieklautajiem pacientiem
netika noteikti, tapéc izvertet to nozimibu nebija iespgjams.

Viens no biokimiskajiem raditajiem, kas ir ieklauts aknu bojajuma
novertéjuma skalas [EASL, 2012], ir protrombins, jo tas parada aknu sintézes
funkciju. Ja protrombins ir samazinats, tad tas var liecinat par aknu bojajumu —
nesp&ju nodros§inat aknu sintézes funkciju [Lisman, 2010]. Misu pétijuma
protrombina limenis Statistiski ticami atSkiras starp letalajiem un neletalajiem
gadijjumiem, apstiprinot to, ka tas ir nozimigs aknu bojajuma raditajs. Ta ka tas
atSkiras ari starp dzimumiem (p = 0,004), tad ari masu pétijuma ieklautajam
sievietem, iesp&jams, bija attistijies smagaks aknu bojajums, l1dzigi, ka tas ieprieks ir
aprakstits [Stewart, 2001], jo netiek aprakstitas protrombina limena atskiribas starp

dzimumiem. Sievietém smagaka aknu bojajuma attistiba ir saistama ar to, ka sievietes
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organisma, salidzinot ar virieSa organismu, ir vairak tauku un mazak tdens, tapéc,
lietojot vienu un to paSu daudzumu alkohola asinis, veidojas augstaka alkohola
koncentracija, ka arT kungi esosa ADH ir ar zemaku aktivitati, un lidz ar to alkohols
tick mazak noardits, salidzinot ar virieSiem [Lieber, 2000]. Tomér ir janem véra, ka
ne visiem pétijuma ieklautajiem pacientiem bija zinams no anamné&zes, Cik ilgi un
daudz ir lietots alkohols, un citi alkohola metabolismu ietekm&josi negenétiski faktori.

Salidzinot citus biokimiskos raditajus starp dzimumiem, statistiski ticami
atSkiras holesterina Itmenis un eritrocitu skaits. Ir zinams, ka alkohols izmaina lipidu
metabolismu organisma, sievieteém vairak samazinot ne—augsta blivuma holesterina
limeni [Wakabayashi, 2009], misu pétijuma statistiski ticamas atSkiribas bija kopgja
holesterina ITment (sievietém statistiski ticami zemaks, p = 0,021), kas ir Iidzigs jau
aprakstitajai dzimumu atSkirigajai alkohola ietekmei uz lipidu Iimeni [Wakabayashi,
2009]. Statistiski ticami neatSkiras tadi biokimiskie raditaji, kas specifiskak raksturo
aknu bojajumu ka GGT, ALAT, ASAT un sarmaina fosfataze.

Pacientiem, kuri nomira no aknu izraisita bojajuma, statistiski ticami
neatskiras aknu bojajuma/iekaisuma markieri, bet atSkiras raditaji, kas raksturo aknu
sintézes funkciju — protrombins (statistiski ticami augstaks pacientiem, kuri izdzivoja
p = 0,05) un limfocitu skaits, kas raksturo iekaisuma procesu (augstaks pacientiem,
kuri izdzivoja, p = 0,04). Marcos et al. pétijuma pieradits, ka limfocitu samazinats
skaits liecina par samazinatu imunitati/ organisma aizsargspéjam — statistiski ticamas
atSkiribas tika atrastas salidzinot pacientus ar alkohola izraisitu cirozi un alkoholikiem
bez aknu slimibas (OR = 1,40, Cl 95% 1,11-1,77), bet netika atrastas, salidzinot
pacientus ar kontroles grupu (OR = 1,09, CI 95% 0,87-1,37) [Marcos, 2011].
Limfopeénija tiek aprakstita saisttba ar aknu mazspgjas attistibu alkohola izraisitas
aknu cirozes gadijuma, bet CD4'/CD8" attieciba ir paaugstinata un saistita ar fibrozes
attistibu alkohola lietoSanas gadijuma, un iesp&ams var tikt izmantota ka neinvazivs
fibrozes markieris [Marcos, 2011].

Sarmaina fosfataze, lidzigi ka GGT, tiek aprakstita ka specifiskaka alkohola
izraisita hepatita raditajs [Perrillo, 1978], bet miisu pacientu grupa nebija iesp&jams
izvertet tas salidzinajumu ar kontroles grupu, bet salidzinajuma ar references intervalu
(0-117U1) vidgjas vertibas pacientu grupa bija palielinatas (673 U/1), bet neviena no
paslaik plasi izmantotajam skalam sarmaina fosfataze netiek ieklauta ka raditajs, lai
noteiktu alkohola izraisita hepatita smagumu [Mathurin, 2012]. Pacientu grupa,

68



izvert§jot un salidzinot dazadas apakSgrupas (sievietes/viriesi, letalie/neletalie

gadijumi), netika atrastas statistiski ticamas atSkiribas tas [imenos.

5.2. Genétisko markieru analize akiita toksiska hepatita pacientiem

Petfjuma tika ieklauti 10 genétiskie markieri, kas tika noteikti akfita toksiska
hepatita pacientiem, divi no tiem tika izslégti no talakas analizes, jo ALDHZ2 géna
markieris bija monomorfs, ka jau iepriekS tas ir aprakstits eiropieSu izcelsmes
populacijas [Wang, 2002], un NAT2 géna aléle G857A (rs1799931), jo tas biezums
bija mazaks ka 0,05. Ta ka NAT2 polimorfismi ir plasi izmantoti populaciju
petijumos, tad tika noteikts al€les biezums Latvijas populacija — G857A aléles
biezums ir 0,0098. Salidzinajumam tika izmantoti www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/ dati,
vislielaka analizéta populacija (n = 226) ir HAPMAP projekta ietvaros, kur
eiropieSiem §Ts al€les biezums ir atrasts 0,009, kas sakrit ar miisu iegiitajiem datiem.

Analizgjot parjos genctiskos markierus akiita toksiska alkohola hepatita
pacientu grupa, statistiski ticami rezultati tika konstatéti, analiz&ot GSTT1 un

GSTM1 nulles genotipus, ka arT NAT2 géna eso$os markierus.

5.2.1. GSTs kodéjoso génu nozime akiita toksiska hepatita attistiba

GSTs kodgjosie géni ir iesaistiti oksidativa stresa samazinaSana. Saistiba ar
alkohola metabolismu vai ar ta lietoSanu izraisitam slimibam visvairak ir pétiti
GSTM1 un GSTT1 nulles genotipi. Miisu pétijuma tika atklats, ka akiita toksiska
hepatita pacientiem, salidzinot ar kontroles grupu, ir biezaks GSTT1 nulles genotips
(OR = 2,174, p = 0,004), ka arT GSTT1 un GSTML1 nenulles genotipu kombinacija ir
sastopama biezak akiita toksiska hepatita grupa, salidzinot ar kontroles grupu
(p = 0,004). Saistiba ar alkohola lietosanu Marcos et al. ir veikusi meta—analizi,
apkopojot informaciju no 15 dazadiem pétijumiem, kuros tika noteikta GSTT1 un
GSTM1 nulles genotipu un GSTP1 géna lle105Val al€les biezums alkoholikiem ar un
bez cirozes, ka arT kontroles grupai. Statistiski ticama asociacija tika atrasta tikai ar
GSTM1 nulles genotipu un tikai, salidzinot alkoholiku grupas sava starpa — ar/bez
alkohola izraisitu aknu slimibu (OR = 1,43, Cl 95% 1,14-1,78); un pacientiem ar

alkohola izraisttu cirozi un alkoholikiem bez aknu slimibas (OR = 1,40,
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Cl 95% 1,11-1,77), bet ne ar kontroles grupu (OR = 1,09, Cl 95% 0,87-1,37)
[Marcos, 2011]. Rezultatu nesakritiba ar GSTM1 nulles genotipu misu pétijuma
varétu biit saistita gan ar izveletas pacientu grupas lielumu, gan art ar to, ka misu
izveletajai pacientu grupai ne vienmeér bija zinama alkohola lietoSanas anamnéze, un
tie tika analizeti ka akita toksiska hepatita pacienti, nevis hroniski alkohola lietotaji,
pret&ji Marcos et al. aprakstitajos pétijumos, kuros bija ieklauti hroniski alkohola
lietotaji ar/bez alkohola izraisitu aknu slimibu/cirozi [Marcos, 2011]. GSTM1 nulles
genotips misu pacientu grupa saistas ar paaugstinatu bilirubina Itmeni (kopgjo
bilirubina un tieSo bilirubinu). GSTM1 nulles genotips tiek saistits ar
hiperbilirubin€miju jaundzimuSo vecuma, kas tiek skaidrots ar GSTM1 un GSTAI
lidzibu bilirubina piesaisté un Iidz ar to ari konjugéSana [Muslu, 2008]. Vé&laka
vecuma GSTM1 saistiba ar bilirubinu tiek aprakstita saistiba ar hepatotoksisku
medikamentu lietoSanu.

Marcos et al., veiktaja meta—analizes pétijuma netika atrasta asociacija ar
GSTT1 nulles genotipu un alkohola izraisitu aknu bojajumu [Marcos, 2011].
Skaidrojums, kapéc misu pétijuma tika atrasta saistiba ar GSTT1 nulles genotipu un
akttu toksisku hepatitu, salidzinot ar kontroles grupu, varétu but vairak saistits ar
nelegala alkohola esoSo piemaisijumu atindéSanu, jo ka viens no specifiskiem
substratiem tiek minéts benzéns [Qu, 2005], kas var veidoties dazados dzg€rienos,
kuros ir natrija benzoats un askorbinskabe, ka ar1 ar izvélétas populacijas lielumu.
GSTT1 nulles genotips misu pétjjuma grupa bija saistits arl ar samazinatu
protrombina Iimeni, iesp&jams, ka GSTT1 nulles genotips ietekmé aknu bojajumu, jo
protrombins tiek lietots ka aknu bojajuma markieris aknu mazsp€jas gadijuma
[Robert, 1996]. Saistiba starp GSTT1 nulles genotipu un aknu bojajumu tiek
aprakstita saistiba ar medikamentu izraisTtu idiosinkratisku bojajumu [Lucena, 2008],
bet saistiba ar protrombina Itmeni netika apskatita.

GSTT1 nulles genotips saistits arT ar paaugstinatu hialuronskabes Itmeni, kas
tiek atzim&ta ka labs markieris fibrozes attistibai CVH gadijuma [Avila, 2010].
Petijuma grupai nebija pieejama informacija par fibrozi aknas, jo pacienti tika
hospitalizéti ar aktitu toksisku hepatitu, kad biopsijas veikSana visbiezak nav
iespéjama augsta riska dgl, tapéc nebija iesp&jams izvertét GSTTL1 nulles genotipa

ietekmi uz fibrozes attistibu aknas alkohola lietoSanas gadijuma.
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5.2.2. NAT2 gena polimorfismu nozime akiita toksiska hepatita attistiba

NAT2 géna polimorfismi nosaka 1énu vai atru ksenobiotiku acetiléSanu [Sim,
2008]. Musu pétijuma tika analizg&ti tris polimorfismi, no kuriem viens tika izslégts, jo
retakas al€les biezums populacija ir < 5%. Salidzinot al€lu biezumus starp pacientiem
un kontroles grupu, netika atrastas statistiski ticamas atskiribas, bet, salidzinot sava
starpa mirusos un izdzivojuSos pacientus, miruSajiem pacientiem bija biezaka A590G
polimorfisma G aléle (OR = 2,34, p = 0,045), kas nosaka 1énu acetilésanu, bet,
analiz§jot haplotipus, biezak bija haplotips, kas nosaka normalu acetiléSanu
(p = 0,045), kaut gan C481T alle ir iesaistita haplotipos, kas nosaka 1&no acetiléSanu.
Ieprieks$ aprakstits, ka Ieéna acetiléSana biezak sastopama alkohola lietotajiem, kuriem
nav attistijies smags aknu bojajums — ciroze [Rodrigo, 1999], kas sakristu ar miisu
pétijuma grupa veikto haplotipu analizi, bet ir pretruna ar atsevisku al€lu asociaciju,
kas iegiita misu pétijuma. Lai noteiktu l€nas acetiléSanas iesp&jamo asociaciju ar
aknu bojajumu, tika veikta linearas regresijas analize: pacientiem ar lénu acetiléSanu
(A590G polimorfismu saistita) miisu pétijuma grupa ir statistiski ticama saistiba ar
paaugstinatiem aknu bojajuma raditajiem — GGT un sarmaino fosfatazi (p < 0,05),
salidzinot ar normalu acetiléSanu, lidz ar to ar1 ar izteiktaku aknu bojajumu, kas
paskaidro ar1 1€nas acetiléSanas nosakosas al€les biezako sastopamibu miruSajiem
pacientiem miisu petijuma.

C481T alele ir ieklauta haplotipa, kas nosaka lénu acetiléSanu, bet par
atsevisku $1 polimorfisma aktivitati ir pretrunigi viedokli [Agundez, 2008]. Misu
pétijuma grupa veikta analize pierada, ka alglem C481T un AS590G ir pret&ja
aktivitate, gan veicot linearas regresijas analizi, gan ar1 salidzinot vid€jos biokimiskos
raditajus starp genotipiem. Statistiski ticami atSkiras GGT un sarmainas fosfatazes
Itmeni starp individiem ar dazadiem genotipiem. Abi raditaji bija augstaki pacientiem
ar Ieénu acetilésanu, kas apstiprinatu smagaka aknu bojajuma attistibu pacientiem ar

lenu acetilésanu.

5.2.3. UGT1A1 géna polimorfismu nozime akiita toksiska hepatita attistiba

Skaidrojums, kapéc miisu pétijuma netika atrasta saistiba starp UGT1A1 géna
polimorfismu, kas arT péc plasa genoma asociacijas pétjjumiem ir galvenais

genétiskais markieris saistits ar bilirubina lIimeni [Lieber, 2000], varétu bt maza
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pétama pacientu grupa, ka ari tas, ka etanols izmaina géna UGT1AL transkripcijas
aktivitati [Kardon, 2000], kas varétu kompensét mutacijas (TA)7 izraisito samazinato

géna ekspresiju, kas izraisa labdabigu hiperbilirubinémiju [Muslu, 2008].

5.3. Hronisks C virus hepatits

P&éc Pasaules veselibas organizacijas datiem visa pasaul€ pieaug saslimstiba ar
hronisku CVH, ari Latvija pédéjos gados pieaug diagnosticéto pacientu skaits.
Hronisks CVH parasti tiek atklats regularajas mediciniskajas parbaudes, ka ari, veicot
infekciju parbaudi, klustot par donoru, jo sakotn&ja perioda infekcija norit bez
kliniskajiem simptomiem [EASL, 2011; Tolmane, 2011]. Latvija no visiem gada
atklatajiem pacientiem CVH pacientiem antiviralo terapiju 2011. gada sanéma 51,2 %
pacienti un ~ 4% no partrauca arstéSanos (SIA RAKUS stacionara Latvijas
Infektologijas centra dati). Promocijas darba ieklautaja populacija lielaks pacientu
skaits sanéma terapiju (70,1%) un lielaks ar bija terapiju partraukuso personigu
iemesku dél skaits (6,25%). Latvija terapijas partraukSana parasti notiek tapéc, ka
pacienti nonak apcietindjuma vai emigrg, jo, salidzinot ar citam valstim, ir augstaka
pacientu lidzestiba, kas tiek saistita ar to, ka atSkiriba no Eiropas Savienibas valstim
pacientiem ir 25% lidzmaksajums terapijai, bet ar to ari saistits, ka dala no pacientiem
nesanem nepiecieSamo antiviralo terapiju [Tolmane, 2012b]. ArT virusu genotipu
sastopamibas biezums ir Iidzigs ka Eiropa [EASL, 2011] — p&tijuma grupa biezakais ir
genotips 1 (71,4%). Tapéc varétu secinat, ka izv€léta pacientu grupa reprezenté

hroniska CVH pacientus Latvija.

5.3.1. Hronisku CVH pacientu biokimiskais raksturojums un ta salidzinajums

starp dzimumiem

Hroniska CVH diagnoze tiek uzstadita, nosakot anti-HCV, ka art HCV-RNS,
kura tiek konstatéta vismaz 6 ménesus, bet, lai noteiktu aknu bojajumu, tiek veiktas
ar1 bioktmiskas analizes un aknu biopsija [EASL, 2011]. Lai gan ir pétitas vairakas
neinvazivas metodes aknu bojajuma noteikSanai (Fibrotest, HCV Fibrosure, ActiTest
[Poynard, 2004]), kas ir svarigas, lai veiktu izvéli par terapijas nepiecieSsamibu, tomer

ar1 Latvija joprojam ,zelta standarts” ir aknu biopsija [ESAL, 2011; Santantonio,
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2008]. Petijuma icklautajiem pacientiem bija noteikts GGT, ALAT, ka ari bija zinams
pacientu dzimums.

Lai HCV infekcija klatu hroniska, viens no riska faktoriem ir viriesa dzimums
[EASL, 2011; Massard, 2006]. Sliktaka prognoze ir saistita ar to, ka sievietém
estrogéns nomac zvaigznveida aknu Stnu daliSanos un fibrogenézi, ka ari ictekmé
transforméjosa augSanas faktora un citu mediatoru sintézi, kas ietekmé& fibrozes
attistibu aknu $tinas. Pateicoties tam, virieSiem desmit reizes atrak ka sievietém notiek
cirozes attistiba hroniska CVH gadijuma [Massard, 2006]. Lai noteiktu, vai virieSiem
ir sliktaki biokimiskie raditaji diagnozes uzstadiSanas bridi, tie tika salidzinati starp
dzimumiem. Statistiski ticamas atSkiribas tika atrastas ALAT, GGT, dzelzs limeni,
eritrocitu skaita un hemoglobina Itmeni. Tas, ka virieSiem statistiski ticami augstaki ir
ALAT un GGT Iimeni, varétu liecinat par izteiktaku aknu bojajumu virieSiem, kas
sakrit ar iepriek$ aprakstito [EASL, 2011], bet, salidzinot HAI indeksu, kas
morfologiski raksturo iekaisumu aknu $tnas, statistiski ticamas atSkiribas netika
atrastas (p = 0,565). Dzelzs limena atskiribas ir skaidrojamas ar to, ka sievietém
ménesreizu laika tiek zaudéts dzelzs, tapéc ari ta limenis ir zemaks [Zeuzem, 2000],
kaut gan abiem dzimumiem vidg&jas vertibas dzelzs Iimenim ieklavas normas robezas
(6,6-28,3 umol/l). Eritrocitu un hemoglobina limenim ir zinamas dzimumu atkiribas,
tapec arT tiek lietoti dazadi references intervali abiem dzimumiem. Iepriek§ aprakstitas
pilnas asinsainas izmainas hroniska CVH gadijuma atzimé samazinatu neitrofilu un
trombocitu skaitu [Streiff, 2002], $adas izmainas netika izvertétas pétamaja grupa, jo
tika analizts tikai neitrofilu absoliitie skaitli un nebija pieejami pilnas asins ainas dati
kontroles populacijai, bet CVH pacientiem leikocttu skaits un neitrofilu % ieklavas
references intervala.

Starp dazadiem virusa genotipiem biutiskakas atSkiribas tiek minétas starp
1./2. un 3. genotipu, kuram raksturigaka izteiktaka aknu fibroze tiesi uz steatozes fona
[Manns, 2006]. TreSajam virusa genotipam statistiski ticami augstaki raditaji bija —
ALAT (p = 0,006) un ASAT (p = 0,009) Iimeni, kas raksturo $tnu citolizi, un
citokeratina—18 Iimenis (p = 0,005), kas raksturo $inu apoptozi. CVH patogenéze ir
svariga loma $iinu apoptozei, jo HCV ierosina gan aknu §tinu (veicinot smagaka aknu
bojajuma attistibu), gan leikocitu (vairak saistits terapijas efektivitati — virusa
persistésanu) apoptozi [Parfieniuk—Kowerda, 2013], tapéc tas raksturojosie raditaji,
pieméram, citohroms C un citokeratins—18 tiek pétiti saistiba ar CVH. Citohroms C
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vairak raksturo nespecifisku audu $iinu navi, bet citokeratins—18 specifiski norada uz
aknu $tinu, nevis mezenhimalo $inu apoptozi. Aknu $inu apoptozes vai nekrozes
rezultata palielinas ari ALAT, ASAT (nespecifiski $iinu bojaejas — apoptozes vai
nekrozes raditaji) un GGT (specifiskaks aknu $tnu enzims, kuras Ilimenis var
palielinaties gan alkohola lictoSanas gadijuma [Perrillo, 1978], gan aknu S$tnu
bojaejas gadijuma). Tapéec, salidzinot iegitos datus, var noteikt, ka pacientiem ar
treSo virusa genotipu ir izteiktaka aknu Stinu apoptoze, kas veido smagaku aknu
bojajumu, kas sakrit ar iepriek$ aprakstito [Poynard, 2003a]. Ari pie morfologiski
visizteiktaka aknu bojajuma, cirozes, miisu p&tamaja grupa statistiski ticami bija
paaugstinati ALAT, ASAT, GGT, citokeratina—18 un hialuronskabes Iimenis
(p < 0,05). Hialuronskabe tiek sintez&ta visos audos, aknas to sintezg Ito Stinas, tas
Itmenis ir normas robezas, ja nav aknu $iinu bojajuma, bet ta paaugstinasanas saistas
ar fibrozes izteiktibu aknu audos, un tiek aprakstits, ka neatkarigi no izraisitaja,
hialuronskabe palielinas lidz ar fibrozes izteiktibas pakapi aknu audos [McHutchison,
2000].

Izvertgjot ieglito atradi, var secinat, ka papildus tradicionali lietotajiem aknu
bojajuma raditajiem (ALAT, ASAT, GGT) ar1 Latvija diagnostiski nozimigi bitu
noteikt hialuronskabes un citokeratina—18 Iimeni, kas specifiskak raksturotu aknu

Stnu bojaeju un iekaisuma procesu.

5.3.2. Biokimisko raditaju salidzinajums starp pacientu grupam, kas sanéma

terapiju

Pétijuma grupa tika salidzinati bioktmiskie dati pirms terapijas uzsakSanas,
pacientiem ar sasniegtu SVR un persistéjosu virusu péc terapijas beigam. Statistiski
ticami at8kiras aknu bojajuma raditajs — GGT Iimenis (p < 0,001), fibrozi raksturojoss
raditajs — hialuronskabe (p = 0,021), iekaisumu raksturojoss raditajs — leikocitu skaits
(p = 0,021) un no morfologiskajiem izmeklgjumiem — atseviski fibrozes noveért&jums
(p = 0,003) un ari kopgjais HAI (p = 0,027). No raditajiem tikai leikocitu skaits bija
augstaks pacientiem ar sasniegtu SVR, bet pargjie raditaji bija augstaki pacientiem ar
persist€josu virusu ari pec antiviralas terapijas. Augstaks leikocTtu skaits nodroSina
labaku imunitates nodroSinasanu, kas nodroSina SVR sasniegSanu, ka ar1 raksturo

HCV mazak izraisitu bojajumu, jo virusS ierosina gan aknu S§tnu, gan leikocitu
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apoptozi [Parfieniuk—Kowerda, 2013]. P&tijuma ieguta informacija sakrit ar ieprieks
aprakstito, ka antiviralas terapijas efektivitate ir atkariga no aknu audu fibrozes un
ickaisuma attistibas [EASL, 2011].

Ka neefektivas terapijas riska faktors tiek minéts virieSu dzimums un lielaks
vecums [EASL, 2011; Manns, 2006], ari mdasu pétijuma grupa tika iegita gandriz
statistiski ticami saistiba ar virie$a dzimumu (OR = 1,49, p = 0,077), bet, salidzinot
slimibas diagnostic€Sanas vecumu, netika atrasta statiski ticama saistiba — SVR
sasniegu$ajiem pacientiem vid&jais vecums 37,75 £+ 11,94 gadi, ar persist&josu virusu
38,98 + 11,94 gadi (p = 0,545). Iesp&jamais izskaidrojums varétu but, ka pacienti bija
viena vecuma grupa, ka art ieklautajiem pacientiem bija lidzigs dzimumu sadalijums,
ka arf salidzino$i maza pétijuma grupa.

P&c literatiiras datiem SVR tiek sasniegta 40-50% pacientu ar 1.genotipu un
~80% ar 2. un 3. genotipu [EASL, 2011]. Masu pétijuma grupa efektiva terapija bija
57,3% pacientu ar 1. genotipu — 15,5% bija totali neatbildétaji, tapéc terapija tika
partraukta, un 27,2% pacientiem notika virusa recidivs, tas atjaunojas p&c terapijas
beigam. P&tamaja grupa pacientiem ar citiem virusu genotipiem netika konstatéts
neviens totals neatbildétajs un 16,7% notika virusa atjaunoSanas, iegttie dati sakrit ar
literattiras datiem [Bosma, 1995], un augstu SVR izdodas sasniegt, tikai pievienojot
proteazu inhibitorus ir iesp&jams sasniegt pat 95% SVR pacientiem ar 1. genotipu

[Chae, 2013], ka arf citus specifiskakus medikamentus.

5.3.3. Genétisko markieru analize CVH pacientu grupa un to ietekme uz

slimibas gaitu

HCV infekcijas gadijuma tiek mekl&ti ne tikai biokimiskie markieri, kas lautu
precizak prognozgEt gan antiviralas terapijas izvéli, gan tas prognozi, bet ari genétiskie
faktori. Ta ka pacienta imunitatei ir loma infekcijas persistéSana, tad tiek pétiti ar1
HLA génu ietekme uz CVH attistibu [EASL, 2011], Latvija ir veikts p&tijums, nosakot
HLA Kklases riska al€les hemofilijas pacientiem, kuri inficéti ar CVH, atrodot, ka HLA
alelet DRB1*07, biezak atrodama pacientiem, kuriem §1 infekcija pariet hroniska
forma [Simanis, 2008], ka arT hroniska CVH pacientiem [Jéruma, 2012], tapec Sie

markieri netika ieklauti promocijas darba.
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Savukart ar terapijas efektivitati pasaulé péd&jos gados visvairak petits ir
IL28B polimorfisms, kas precizak lauj prognozet atbildi uz kombinéto antiviralo
terapiju (pegilétais interferons un ribavirins), ja pacients ir inficéts ar HCV 1.genotipu
[Esteban, 2008; Tanaka, 2009; Wiegand, 2008]. Latvija ir veikts p&tijums, kura ari
apstiprinats, ka IL28B polimorfismam ir loma terapijas efektivitaté pacietiem ar
virusa 1. genotipu [Tolmane, 2012b], bet ta ka paSlaik Latvija vél nav registréti
jaunakie medikamenti CVH arsté€Sanai, tad droS$i vien mingta polimorfisma
noteikSanai Latvija, Iidzigi ka citu valstu vadlinijas [Bosma, 1995], varétu bt
ieteikuma raksturs.

Promocijas darba tika pétiti dzelzs (géns HFE), vara (géns ATP7B) un
bilirubina (géns UGT1Al) vielmaina iesaistitie génu polimorfismi, ka arT del32
polimorfisms (géna CCRS5), kas izmaina leikocitu CCRS receptora sinteézi un GSTM1
un GSTT1 nulles genotipi, kas saistiti ar oksidativo stresu $tna, kas var ietekmét CVH

klinisko gaitu. Talak aprakstiti atseviski katrs no analizétajiem polimorfismiem.

5.3.3.1. GSTML1 nulles genotipa ietekme uz CVH

Veicot gadijuma—kontroles analizi p&tijuma grupa, GSTM1 nenulles genotips
bija biezak sastopams CVH pacientu grupa (OR = 1,487, p = 0,0052). Kontroles
grupa bija gan jaunaka, gan arl taja nebija atbilstoSa dzimumu sadalijums, bet ta ka
minétie markieri ir autosomas, tad iegitais rezultats tika izmantots, lai noteiktu
genétisko markieru sastopamibu visparéja populacija. Par GSTM1 nulles genotipu
saistiba ar CVH attistibu ir tikai atsevisSki petjjumi, kaut gan ir pieradita oksidativa
stresa loma HCV izraisita aknu bojajuma attistiba [Koike, 2006], gan ari HCV
izmaina glutationa peroksidazes aktivitati organisma [Martinez, 2007], art GSTM1 un
GSTTI1 piemit tas aktivitate [Hurst, 1998]. Iepriek$ publicéta pétijuma, kura tika
analizeti 135 hroniska CVH pacienti, tika atklats, ka CVH pacientiem biezaks ir tiesi
nulles genotips, nevis ka musu gadijuma nenulles genotips [Martinez, 2007].
Atskiribas butu skaidrojamas ar nulles genotipa sastopamibu dazadas populacijam
[Josephy, 2010].

Analiz&jot GSTM1 nulles genotipa ietekmi uz antiviralas terapijas efektivitati,
netika atrastas statistiski ticamas atSkiribas starp pacientiem, kuriem tika sasniegta

SVR un kuriem n€. Analiz€jotagrinu vir;alu atbildi uz antiviralo terapiju, GSTM1
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nulles genotips bija retak sastopams pacientiem ar persistéjosu virusu péc antiviralas
terapijas (OR = 0,4949, p = 0,052). Skaidrojums varétu but, ka GSTM1 nulles
genotips ir saistits ar lielaku oksidativo stresu hepatocitos HCV ietekmé, kas rada
lielaku aknu bojajumu un, savukart, aknu bojajums ir viens no riska faktoriem
sliktakai atbildes reakcijai uz antiviralo terapiju [EASL, 2011].

Pamatojumu, ka misu pacientu grupa GSTM1 nulles genotips ir saistits ar
aknu $tinu bojajumu, pierada arT tas, ka GSTM1 nenulles genotips ir saistits ar HAI
(BETA = -0,7737, p = 0,0083), un citokeratina—18 Itmeni, kas raksturo hepatocitu
apoptozi (BETA = 86,41, p = 0,0153) — kas nozimétu, ka nulles genotips aizsarga no
hepatocitu apoptozes, bet veicina cita veida bojajumu aknu §tina, piem&ram, nekrozes
un iekaisuma attistibu (jo pozitivi korele ar HAI). Lai izskaidrotu un parbauditu Sos
rezultatus, tie butu japarbauda lielaka populacija, jo paslaik to ir iesp&jams tikai
salidzinat ar vienu pétjjumu, kura netika atrasta saistiba ar biokimiskiem un
morfologiskiem CVH pacientu datiem [Martinez, 2007]. Savukart, veikta
meta—analizes p&tijuma, kura tika analiz€ta hepatocelularas karcinomas saistiba (viens
no kuras biezakajiem iemesliem ir hronisks CVH) ar GSTM1 nulles genotipu, tika
ieklauti 3 pétijumi par eiropieSu izcelsmes populacijam (pacientu skaits 443, kontroles
grupa — 408 individi) tika iegtts, ka GSTM1 nulles genotips ir mazak sastopams
hepatocelularas karcinomas pacientu grupa (OR = 0,79, p = 0,042,
Cl 95% 0,50-1,24). Viena péetijuma tika atklata GSTM1 nulles genotipa tiesa saistiba
ar CVH izraisitas hepatocelularas karcinomas patogenézi, bet Indijas populacija
atklats, ka GSTM1 nulles genotips ir aizsargajoss pret hepatocelularas karcinomas
attistibu [Kiran, 2008]. Sos rezultatus varétu pielidzinat miisu pétijuma iegiitajam, ka
GSTM1 genotips ir saistams ar aknu bojajumu CVH gadijuma, bet ir nepiecieSami

plasaki petijumi, lai labak raksturotu to nozimi.

5.3.3.2. GSTTL1 nulles genotipa ietekme uz CVH

Lidzigi ka GSTMI, arT1 GSTTI ir iesaistits Stinas oksidativa stresa reguléSana
un tam piemit glutationa peroksidazes aktivitate [Hurst, 1998]. Veicot gadijuma —
kontroles analizi, GSTT1 nulles genotips bija biezak sastopams hroniska CVH
gadijuma (OR = 1,621, p = 0,0226), lidzigi ka tas aprakstits arT Spanijas populacija

[Martinez, 2007], bet, analiz&jot saistibu ar atbildes reakciju uz antiviralo terapiju,
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statistiski ticami rezultati netika ieguti (p>0,05). Netika ari atrasta saistiba ar
biokimiskajiem vai morfologiskajiem datiem CVH pacientu grupa. Viens no
skaidrojumiem, ko piedavaja Martinez S. et al. [Martinez, 2007], ka saistibu ar
bioktmiskiem raditajiem CVH pacientu grupa neizdodas atrast, ir tas, ka GSTT1 un
GSTMI ir loma agrina infekcijas attistiba, bet, analiz&jot hroniska CVH pacientus ar
kontroles grupu §i iectekme nav atrodama biokimiska Itmeni [Martinez, 2007]. Lai
apstiprinatu So, ir nepiecieSams palielinat petamo grupu, jo ir tikai atseviski petijumi,

kas apskata So jautajumu.

5.3.3.3. UGT1Al gena (TA); aleles ietekme uz CVH

UGT1A1 géna (TA); aléle izraisa labdabigu hiperbilirubingmiju jeb Zilbéra
sindromu [Muslu, 2008], un ta ka bilirubinam piemit antioksidantu ipasibas [Stocker,
1987], tas varttu ietekmét iekaisuma attistibu aknu $§tinas CVH pacientiem. UGT1A1
mutacija tiek pétita arm saistiba ar dazadu medikamentozu terapiju izraisitiem
blakusefektiem [Marques, 2010].

Veiktaja gadijuma (hroniska CVH pacienti) — kontroles analiz€ netika atrasti
statistiski ticami rezultati — iemesls var€tu biit jaunaka un péc dzimuma sadalijuma
neatbilstosa kontroles grupa. Salidzinot dazadas pacientu grupas péc atbildes reakcijas
uz antiviralo terapiju sava starpa, netika atrasta statistiski ticama asociacija ar
UGT1Al (TA)7 aleli (p > 0,05). Lidzigi negativi rezultati ir aprakstiti arT ieprieks
veiktajos pétijumos [Costa, 2011; Urbanek, 2011]. Negativa atrade var€tu bt saistita
ar to, ka HCV infekcijas gadijuma ~10% pacientu veidojas autoantivielas pret
UGT1AL veidoto enzimu [Bachrich, 2001], kas varétu ari mazinat polimorfisma lomu
saistiba ar paaugstinatu bilirubina Iimeni, un, iesp§ams, samazinato aknu Siinu
iekaisumu.

Literatira ir aprakstiti divi gadijuma apraksti, kad pacientiem ar UGT1Al
polimorfismu homozigotiska forma (Zilbéra sindromu) péc kombingtas antiviralas
terapijas uzsakSanas dramatiski paaugstinajas kop€ja bilirubina Itmenis, kas tika
saistits, gan ar interferona radito stresu Stinai, gan ar ribavirina izraisito eritrocitu
hemolizi, kas paaugstina bilirubina Itmeni [Deterding, 2009]. P&tijuma iesaistajiem

pacientiem netika noteikts bilirubina limenis, tapéc nebija iesp&ams noteikt ta
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saistibu ar UGT1Al géna polimorfismu, bet pie blakném netika atzimé&ta ar1 izteikta
dzelte, kas noraditu uz paaugstinatu bilirubina Iimeni.

Savukart, analiz§jot saistibu ar biokimiskajiem raditajiem, UGT1Al
polimorfisms statistiski ticami saistjas ar paaugstinatu citokeratina—18 limeni (BETA
= 99,92, p = 0,0498, statistika ticamiba izzid, ja dati tiek korigéti péc pacientu
vecuma/dzimuma vai vecuma/dzimuma/virusa genotipa), noradot, ka polimorfisms,
iespgjams, varétu biit saistits ar procesiem, kas ietekmé paaugstinatu hepatocitu
apoptozi.

Lai noskaidrotu, vai UGT1Al géna polimorfisms ir nozimigs CVH
patogenéz€, biitu nepiecieSams noskaidrot, kur§ no faktoriem ir nozimigaks —
bilirubina ka antioksidanta loma iekaisuma mazinas$ana, vai HCV ietekmé veidotas

antivielas pret glikuroniltransferazi A1, kas, iesp&jams, pastiprina hepatocitu apoptozi.

5.3.3.4. CCR5 gena del32 aleles ietekme uz CVH

Géna CCRS mutacija del32 pirmo reizi tika aprakstita saistiba ar cilvéka
imindeficita virusu (HIV), jo géns kod€ vienu no limfocitu receptoriem, caur kuru
HIV var inficét limfocitus, tapéc to dévé par "HIV rezistences izraisoSu mutaciju”
[Curiel, 1989]. Turpmakos pétijumos tika atklats, ka §T mutacija, lai gan aizsarga no
HIV infekcijas, bet veicina HCV infekcijas attistibu [Woitas, 2002]. Ir bijusi ari
pétijumi, kuros $ada asociacija netika atrasta [Tommasi, 2006]. Miisu pétijuma grupa,
veicot gadijuma — kontroles asociacijas analizi, del32 aléle bija biezaka hroniska CVH
pacientiem (OR = 1,675, p = 0,0026), un visticamakais bija recesivais iedzimsanas
modelis, noradot, ka del32/del32 ir riska genotips HCV infekcijai.

Skaidrojums atrastajai asociacijai varétu but, ka CCRS ir iesaistits imiinas
atbildes nodroSinasana, kas ir svariga, lai regulétu gan infekcijas saglabasanas/
persistéSanu, gan antiviralas terapijas efektivitati. CCR5 géns kodé hemokinu
receptoru, un hemokini ir hemostatistiski citokini, kas nosaka Stnu virzibu uz
iekaisuma vietu, un CCRS ir viens no hemokiniem, kas ir nozimigs HCV kliniskaja
attistiba [Zeremski, 2011]. CCRS hemokinu sintéze pastiprinas HCV inficétajas
Stnas, un pieradits, ka tie veicina fibrozes attistibu aknu Siinas HCV ietekmé

[Zeremski, 2007], bet, veicot linearas regresijas analizi, lai noteiktu saistibu ar
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biokimiskajiem un morfologiskajiem raditajiem misu pacientu grupa, ta netika atrasta
(p > 0,05).

Salidzinot pacientus ar sasniegtu SVR, del32 bija biezaka pacientiem ar
neefektivu terapiju (OR = 3,057, p = 0,0002), un biezaka pacientiem ar nulles
atbildes reakciju uz antiviralo terapiju (OR = 3,165, p = 0,0012), kas bija izteiktaka
virieSiem (OR = 4,492, p = 0,00098). legiitie rezultati ir pret&ji ieprieks
aprakstitajiem [Glas, 2003], bet ieprieks aprakstitas negativas asociacijas ar terapijas
iznakumu bija mazakas pacientu grupas (n = 78[Ahlenstiel, 2003], n = 59 [Glas,
2003]), viena no pétjjumiem bija aprakstits, ka del32 mutacijai ir ietekme
monoterapija ar ribavirinu [Ahlenstiel, 2003].

Lai gan pieradita hemokinu loma HCV infekcijas gadijuma, tomer ir
saltdzino8i maz public€tu p&tijumu par biezako mutaciju CCR5 géna, kas ietekmé §1
proteina sintézi un CVH klinisko gaitu un ar1 atbildes reakciju uz antiviralo terapiju,

tapec biitu nepiecieSams petijumu turpinat lielaka pacientu grupa.

5.3.3.5. HFE géna C282Y un H63D alélu ietekme uz CVH

Mutacijas HFE géna izraisa hereditaro hemohromatozi — iedzimtu vielmainas
slimibu, kas saistas ar dzelzs uzkraSanos parenhimatozajos organos, tai skaita aknas.
Simptomi, kas visbiezak ieklauj glikozes tolerances traucéjumus, aknu bojajumu, adas
krasas izmainas, kardiomiopatiju, virieSiem sakas 40-60 gadu vecuma, sieviet€ém
biezak péc 60 gadu vecuma [Zeuzem, 2000].

Analiz&jot minétas mutacijas CVH pacientiem, bija zinams, ka C282Y
mutacijas biezums ir < 5%, bet ta ka ta izraisa hereditaro hemohromatozi, ta tika
ieklauta ari turpmakas analizés. Tomer ar nevienu no raditdjiem netika atrasta
statistiski ticama asociacija. lemesls varétu biit tas, ka kliniski nozimiga dzelzs
uzkrasanas hemohromatozes gadijuma notiek lielaka vecuma, salidzinot ar petijuma
ieklautajiem CVH pacientiem (vidgjais vecums — 38,73 + 12,88 gadi), iesp&jams,
tapéc ari netika atrasta asociacija ar dzelzs un ferritina limeni CVH pacientiem. Lai
gan dzelzs loma CVH patogenézg ir pieradita [Chen, 2012; Jia, 2012; Knapp, 2011],
tomér dati par géna HFE mutaciju saistibu ar CVH ir pretrunigi. Li S et al. veiktaja
meta—analiz€ tikai H63D mutacijai ir atrasta saistiba ar SVR [Li, 2012], kuras

biezums Latvija ir 12%, bet Lietuva pat ~16% [Coelho—Borges, 2012], salidzinot
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C282Y mutacijas biezums Latvija ir 3,5 %. Saistiba ar H63D mutaciju tiek pamatota
ar to, ka ta atrodas cieSa saistiba ar citiem lokusiem 6.hromosoma, tai skaita HLA
klases alelem [Lebray, 2004], un tam ir nozime CVH attistiba [Kuniholm, 2013;
Simanis, 2008]. Géna HFE un HLA klases nozimibu varétu ietekmét arf tas, ka 3a
genotipa HCV ietekmé cilveka organisma palielinas HFE un HLA antigénu
ekspresija uz Stnu virsmas [Cardoso, 2004].

Noskaidrot saisttbu ar HFE géna alélém bitu nozimigi, jo, ja iemesls ir
paaugstinata dzelzs uzkraSanas, tad, lai uzlabotu antiviralas terapijas efektivitati, butu
iesp&jams izmantot hemohromatozes terapiju — flebotomiju, kas tiek pétita ari
neatkarigi no HFE géna mutacijam [Mitsuyoshi, 2013], kas tiktu ierobezota terapijas

laika, jo ribavirins izraisa eritrocitu skaita samazinaSanos [EASL, 2011].

5.3.3.6. ATP7B géna H1069Q aléles ietekme uz CVH

ATPT7B geéns ir iesaistits vara vielmaina un mutacijas taja izraisa autosomali
recesivu vielmainas slimibu — Vilsona slimibu [Mura, 1997]. P&tijjuma tika ieklauta
H1069Q mutacijas analize. Lai gan tas biezums ir mazaks ka 0,05, tomér ta tika
ieklauta analiz€, jo ta izraisa vielmainas slimibu un tas nes€ju bieZums Latvija ir
1:80, kas ir nedaudz augstaks, ka vidgji tiek atziméts Eiropa — 1:90 [Lace, 2008].

Veicot asociacijas pétijumu, statistiski ticama asociacija tika atklata tikai ar
SVR nesasniegsanu virieSiem (OR = 6,2, p = 0,045). Vilsona slimibas gadijuma
netiek aprakstitas vara uzkrasanas atSkiribas starp dzimumiem [Mura, 1997], bet
sievietém ir labaka atbilde uz HCV antiviralo terapiju saistiba ar estrogéna sintézi
[EASL, 2011; Bosma, 1995]. Iegitais misu rezultats butu skaidrojams ar to, ka
mutacija izraisa pastiprinatu vara uzkrasanos aknu audos un ari izteiktaku aknu
iekaisumu [Marikovsky, 2002], un tas ir viens no riska faktiem antiviralas terapijas
efektivitatei [EASL, 2011], bet musu p&tamaja populacija H1069Q mutacijai nebija
saistita ar kadu no iekaisuma vai fibrozes raditajiem.

Saisttba ar CVH klmisko gaitu ir publikacijas, kas izsaka piep€émumu, ka
Vilsona slimiba un tas izraiso$as mutacijas izraisa zinamu aizsardzibu pret HCV
infekciju, petijuma bija ieklauti 60 molekulari apstiprinati Vilsona slimibas pacienti
un 94 individi, kuri ir vienas mutacijas nesgji géna ATP7B [Liggi, 2012]. Ar1 vara

nozime hroniskas CVH gaita tiek pétita [Ko, 2005], jo var§ organisma iesaistas
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imunitates regulésana, kaut gan precizs mehanisms vél joprojam nav zinams [Lucena,
2008]. Un ir zinams, ka CVH pacientiem tiek atrasts paaugstinats vara limenis, bet tas
vairak tiek saistits nevis ar vara uzkraSanos, bet ar ta atbrivoSanos hepatocitu
apoptozes laika [Guo, 2013], bet ta paaugstinasanas ir izteiktaka tiesi akitas infekcijas
laika [Rashed, 2011].

AT literatiira paradas pretrunigi dati par vara un Vilsona slimibas saistibu ar
CVH, kuru bitu nepiecieSams pétit lielaka populacija, ieklaujot arT vara limena
noteik§anu CVH pacientiem. Jo arT vara Iimena samazinaSanai ir pieejami efektivi

medikamenti, pieméram, D—penicilamins.

5.3.3.7. SERPINALI gena PIZ un PIS aléles ietekme uz CVH

SERPINAL géna mutacijas PIZ un PIS izraisa iedzimtu vielmainas slimibu —
alfa l-antitripsina nepietickamibu, kas tradicionali tiek raksturota ar neskaidru
hepatitu bérniba un emfizémas attistibu pieaugus$o vecuma [Chappell, 2008], bet
turpmakos pétijumos ir pieradits, ka ta var izraisit aknu bojajumu pieauguso vecuma,
bet mutacijas nes€jiem aknu bojajums attistas ~66 gadu vecuma [Topic, 2012]. Abu
mutaciju biezums CVH pacientiem un ietekme uz klmiskajiem simptomiem tika
analiz€ta, neskatoties uz to, ka mutaciju biezums ir < 0,05. PIZ mutacija tika ieklauta
pétijuma, jo ieprieks veiktajos mutaciju biezuma pétijumos, ir pieradits, ka ta ir biezi
sastopama Latvijas populacija [Lace, 2008].

Veicot asociacijas analizi, statistiski ticama saistiba tika atrasta starp PIS
mutaciju un nulles atbildi uz antiviralo atbildi (OR = 7,118, p = 0,0254,
Cl 95% 0,9705-52,2), kas bija ticamaka sieviettm (OR = 10,82,p = 0,042,
Cl 95% 0,632-185,1). Analizgjot saistibu ar biokimiskajiem raditajiem, tika atrasta
statistiski ticama asociacija ar raditajiem, kas raksturo $tinu apoptozi (ar citohromu C)
un fibrozi (ar hialuronskabi un morfologiskiem izmeklgjumiem). legiitie raditaji butu
javerte piesardzigi, jo abu mutaciju biezums ir < 0,05 un atrasta asociacija vartu bt
ticama tikai d€] maza pacientu skaita (ko norada ar1 plasais 95% ticamibas intervals),
tomér tie izskaidro viens otru, jo lielaks iekaisums un aknu fibroze ir saistama ar
sliktaku atbildi uz antiviralo terapiju [EASL, 2011; Bosma, 1995]. Asociacija ar
alfal-antitripsina nepietickamibu un CVH klinisko gaitu ir maz pétita ir iegiti

pretrunigi rezultati [Gharib, 2011; Settin, 2006].
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SERPINALl géna mutacijam varétu but nozime CVH patogenéze, jo ir
pieradita izmainita alfa—1 antitripsina sintéze HCV infekcijas gadijuma — ta ir
samazinata, un ta nav saistita ar biezakajam mutacijam — P1Z un PIS [Elzouki, 1997],
tapec to biitu nepiecieSams pétit lielaka populacija un art ieklaujot antitripsina limena

noteik$anu.
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1)

2)

3)

4)

SECINAJUMI

Smagaku alkohola izraisitu aknu bojajumu raksturo protrombina un citohroma

C limenis asinis

Polimorfismi NAT2 géna, GSTT1 un GSTM1 nulles genotipi ictekmé akuta

alkohola toksiska hepatita gaitu, nosakot smagaku slimibas norisi, savukart,

funkcionalie polimorfismi ALDH2, UGT1Al1, GSTA1, GSTP1 un MTHFR

génos neietekmé slimibas gaitu

Hroniska CVH gadijuma terapijas efektivitati ietekm& pirms terapijas esosa

aknu bojajuma pakape, jo tas ir mazaks (raksturo hialuronskabe, citokeratins—

18, GGT, leikocitu skaits un morfologiskas izmainas), jo liclakas izredzes

sasniegt SVR

Genétiskajiem markieriem ir nozime CVH patogenézé un antiviralas terapijas

efektivitate:

e hroniskas CVH attistibai riska faktori ir GSTM1 nenulles genotips, GSTT1
nulles genotips un CCR5 géna del32 algle

o Sliktai antiviralas terapijas efektivitatei riska faktors ir CCR5 géna del32
alele

e Aknu bojajumu HCV gadijuma ietekm& GSTM1 nulles genotips, UGT1Al
un SERPINA1 géna algles

e HFE, ATP7B génu alélem netika pieradita asociacija ar hroniska CVH

gaitu.
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Pielikums1

Etikas atlauja

Centrala medicinas &tikas komiteja

Beivibers wcla 72, Riga, LV-1011 o Tilr. 67876182 o Fakss 67876071 o E-pasts: vind@ives gov.Iv

Riga
29.07.2011. Nr.01-29.1/18
Rigas Stradipa universitites
Molekularis gengtikas zindtniskajai
laboratorijai

Atzinums Nr.(11-29.1/18 par pieteikuma
projekiu , Ksenobiotiku metabolisma génu
polimorfie varianti Larvijas populdcija

wn fo saistiba ar patologiju”

Centrild medicinas &ikas komiteja 2011.gada 29 julija izskatija
Rigas Stradipa universitites Molekuldris genltikas  zinatniskas
laboratorijas iesniegto picteikuma projektu Ksenobiotiku metabolisma
génu polimorfie variant Latvijas populicija un to saistiba ar patologiju”.

Pamatojoties uz Centriili medicinas &tikas komitejas 2011, gada
29 jilija protokola Nr.3 punktu 2, ftick izsnicgts atzinums, ka Rigas
Stradipa universitdtes Molekularis genétikas zindtniskiis laboratorijas
iesnieglais pieteikuma projekts _Ksenobiotiku metabolismas  génu
polimorfie varianti Latvijas populiiciji un to saistiba ar patologiju™ nav
pretruni ar biogtikas normam.
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Centrala medicinas étikas komiteja

Riga, Baznicas iela 25, LV1010 tel. 7043721 fax7043751

28.05.2003 A-10
Lémums Nr.10

Centrala medicinas &tikas komiteja 2003. gada 28. maija izskatija
Rigas Stradipa Universitites Medicinas biologijas un genétikas katedras
Molekularas genétikas zinatniskds laboratorijas pieteikuma projektu
“Monogéno patologiju: Cistiskas fibrozes, hereditaras hemohromatozes,
neirosensords vajdzirdibas, Zilbéra sindroma un alfa l-antitripsina
nepictickamibas — mutdaciju un polimorfo rajonu DNS diagnostiku
ievieSana Latvija”.

Pamatojoties uz Centrala medicinas &tikas komitejas 2003. gada 28. maija
sédes protokola Nr. 3 punktu 2, tiek izsniegts atzinums, ka Rigas
Stradipa Universitates Medicinas biologijas un genétikas katedras
Molekularas genétikas zinatniskas laboratorijas pieteikuma projekts
“Monogéno patologiju: Cistiskds fibrozes, hereditaras hemohromatozes.,
neirosensoras vajdzirdibas, Zilbéra sindroma un alfa 1-antitripsina
nepietickamibas — mutdciju un polimorfo rajonu DNS diagnostiku

-y

ievieSana Latvija” atbilst bio&tikas normam.

Centralds medicinas &tikas komitejas priek$s€détdjs U.Likops
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Pielikums2
Alélu kombinaciju analize akiita toksiska hepatita pacientu grupa

salidzinajuma ar kontroles grupu

Analizgto génu (markieru) Alelu Biezums Biezums  CHISQ P
seciba kombinacija kombinacija  kontroles pacientu
grupa grupa
NAT2(A590G)/ TACTIMITA1l 0,030 0,013 0,834 0,361
NAT2(C481T)/ MTHFR/  TACTIM1TG1 0,011 0,027 0,703 0,402
GSTGT é’TSf/TS"é/TfAslTA” CGCTIMOTGL 0048 0027 0,801 0,371
CGCT1MOCA2 0,069 0,044 0,678 0,410
TACTIMOTA2 0,044 0,015 1,918 0,166
TACT1IMOCA2 0,013 0,017 0,042 0,837
CGTT1IMOTA1 0,073 0,023 3,552 0,059
CGTT1IMOTA2 0,029 0,022 0,116 0,734
CGTTIMI1ITAl1 0,022 0,015 0,171 0,679
CGTTIMITG1 0,015 0,016 0,005 0,942
CGTT1IM1CAl 0,015 0,041 1,261 0,261
TGCT1IM1CA2 0,041 0,025 0,434 0,510
CGCT1M1CA1 0,008 0,033 1,579 0,209
TGCT1M1CAl1 0,003 0,028 1,849 0,174
TGTTIM1CA1 0,022 0,025 0,020 0,887
CGCTOM1TA2 0,022 0,027 0,050 0,824
TGCT1IMOCA2 0,011 0,042 1,858 0,173
CGCT1IMOCG1 0,026 0,047 0,681 0,409
CGTT1IMOCAl1 0,064 0,024 2,419 0,120
CGTTIMOCG2 0,011 0,037 1,428 0,232
TACTOMOCA1 0,033 0,008 2,006 0,157
CGCT1IM1CG1 0,004 0,018 0,893 0,345
CGCT1M1TA2 0,008 0,027 1,078 0,299
CGCT1IM1CG2 0,029 0,008 1,532 0,216
CGCT1IM1TA1l 0,021 0,029 0,155 0,694
CGCT1IMOCA1 0,032 0,019 0,414 0,520
CGCT1IMOTA1 0,016 0,018 0,008 0,928
TACTIM1CA2 0,026 0,029 0,022 0,883
TATTIMOCG2 0,010 0,021 0,458 0,499
TGCT1IMOCAl1 0,034 0,043 0,133 0,716
TATTIMOCA1 0,019 0,038 0,670 0,413
TGCT1IMOCG2 0,018 0,014 0,039 0,844
TACTIMOCA1 0,050 0,039 0,147 0,702
TACTIMOTG2 0,027 0,014 0,513 0,474
TGCTIMOTA1 0,012 0,021 0,247 0,619
TGTTIMOTA1 0,034 0,028 0,059 0,808
TGCT1IM1CG1 0,011 0,031 0,960 0,327
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Tabulas nobeigums

Analiz&to génu (markieru) Alglu Biezums Biezums  CHISQ P
seciba kombinacija kombinacija  kontroles pacientu
grupa grupa
CGTTOM1CAl1 0,013 0,018 0,062 0,804
TACT1IM1TG2 0,026 0,009 1,073 0,300
TATTIM1TA1l 0,000 0,020 1,842 0,175
NAT2 (A590G)/NAT2C481T CA 0,005 0,019 1,101 0,294
TA 0,271 0,271 0,000 0,998
CG 0,469 0,426 0,561 0,454
TG 0,255 0,284 0,317 0,573
GSTT1/ GSTM1 TOM1 0,133 0,063 6,565 0,010
TiM1 0,233 0,372 8,094 0,004
TOMO 0,067 0,040 1,493 0,222
TiIMO 0,567 0,525 0,670 0,413
GSTAL/GSTP1 TG 0,138 0,112 0,428 0,513
CG 0,172 0,197 0,271 0,603
TA 0,293 0,247 0,759 0,384
CA 0,397 0,444 0,642 0,423
GSTT1/ GSTM1/ GSTAL/ TIMITG 0,039 0,040 0,006 0,938
GSTP1 TIMOTG 0,087 0,066 0,552 0,458
TOM1CG 0,039 0,021 1,151 0,283
TIM1CG 0,046 0,077 1,327 0,249
TOMOCG 0,017 0,008 0,581 0,446
TIMOCG 0,079 0,112 1,011 0,315
TOM1TA 0,057 0,016 5,23 0,022
TIMITA 0,062 0,079 0,339 0,561
TOMOTA 0,008 0,017 0,410 0,522
T1IMOTA 0,174 0,121 2,072 0,150
TOM1CA 0,028 0,030 0,008 0,929
TIM1CA 0,089 0,167 4,183 0,041
TOMOCA 0,042 0,013 3,590 0,058
TIMOCA 0,233 0,234 0,000 0,987
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Analizéto markieru kombinaciju saistiba ar letalu vai neletalu alkohola

toksiska hepatita iznakumu

Analiz&to génu Alelu Biezums Biezums
(markieru) seciba kombinacija  letalajiem  neletalajiem
kombinacija gadljumiem gadjjumiem CHISQ P
NAT2(A590G)/ TACT1IM1TAL 0,034 0,029 0,023 0,879
NAT2(C481T)/  TGCTIMOTGL 0,000 0,029 0,850 0,357
R oS 11 CGCTIMOTGL 0,000 0,054 1615 0,204
GSTP1/ UGT1AL CGCT1MOCA2 0,069 0,065 0,006 0,937
TACT1IMOTA2 0,100 0,040 1,332 0,248
TACT1MOCA2 0,004 0,016 0,237 0,626
CGTT1IMOTAL 0,069 0,063 0,011 0,915
CGTT1IMOTA2 0,004 0,026 0,519 0,472
CGTT1IM1TAl 0,046 0,014 0,886 0,347
CGTTIM1TG1 0,046 0,000 3,246 0,072
CGTT1IM1CA1l 0,046 0,000 3,246 0,072
TGCT1M1CA2 0,034 0,043 0,039 0,844
TGTT1IM1CAl 0,000 0,029 0,850 0,357
TGCTOM1TA2 0,000 0,043 1,288 0,256
CGCT1MOCG1 0,034 0,016 0,347 0,556
CGTT1IMOCG1 0,000 0,029 0,850 0,357
CGTT1IMOCA1l 0,053 0,024 0,521 0,470
TGTT1IMOCA1 0,060 0,028 0,554 0,457
CGTT1MOCAZ2 0,031 0,033 0,004 0,949
CGTTOMOCA1 0,034 0,014 0,417 0,518
CGCTOMOCAL 0,034 0,014 0,417 0,518
CGCT1IM1CG2 0,000 0,029 0,850 0,357
CGCT1IM1TA1l 0,000 0,029 0,850 0,357
CGCT1MOCA1L 0,016 0,035 0,241 0,623
CGCT1MOTA1L 0,000 0,020 0,577 0,448
TACT1M1CA2 0,046 0,014 0,886 0,347
TGTT1IMOCG1 0,000 0,021 0,614 0,433
TGCT1MOCG1 0,000 0,048 1,452 0,228
TACT1MOCA1 0,069 0,042 0,323 0,570
TGCT1MOCA1 0,009 0,016 0,064 0,800
TACT1IMOTG2 0,034 0,024 0,081 0,776
TATT1IMOTAL 0,034 0,019 0,201 0,654
TACT1M1CG2 0,046 0,000 3,246 0,072
TACT1IM1TG2 0,011 0,029 0,263 0,608
CGCT1IMOTG2 0,000 0,023 0,680 0,410
TGTTOM1CG1 0,034 0,005 1,354 0,245
TGTTOM1CA1 0,000 0,038 1,141 0,285
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Tabulas nobeigums

Analizgto génu Alglu Biezums Biezums
(markieru) seciba kombinacija  letalajiem  neletalajiem
kombinacija gadljjumiem gadjjumiem CHISQ P
GSTT1/ GSTM1/ TIMITG 0,042 0,039 0,009 0,924
GSTAL/ GSTP1 TIMOTG 0,016 0,122 3,495 0,062
TOM1CG 0,079 0,027 1,648 0,199
TIM1CG 0,066 0,036 0,548 0,459
TOMOCG 0,027 0,012 0,330 0,566
T1IMOCG 0,038 0,096 1,208 0,272
TOM1TA 0,052 0,061 0,037 0,847
TIMITA 0,066 0,060 0,015 0,904
T1IMOTA 0,200 0,162 0,259 0,611
TOM1CA 0,002 0,035 1,104 0,293
TIM1CA 0,097 0,088 0,022 0,882
TOMOCA 0,081 0,025 1,995 0,158
T1IMOCA 0,233 0,238 0,003 0,960
GSTT1/ GSTM1 TOM1 0,158 0,122 0,290 0,590
TiM1 0,263 0,220 0,277 0,599
TOMO 0,105 0,049 1,331 0,249
TiIMO 0,474 0,610 1,958 0,162
NAT2 TA 0,395 0,218 3,998 0,046
(AS90G)/NAT2C481T CG 0,447 0,487 0,162 0,687
TG 0,158 0,295 2,557 0,110
GSTA1/GSTP1 TG 0,094 0,162 0,973 0,324
CG 0,195 0,158 0,243 0,622
TA 0,300 0,287 0,023 0,879
CA 0,410 0,393 0,032 0,858
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Pielikums 3

Alelu asociacija totalajiem neatbildétajiem salidzinajums starp dzimumiem

Rs# Geéns  Retaka MAF MAF A2 P OR Cl
(dbSNP) alele nulles pacientiem vertiba 95%
atbilde ar atbildi
uz
antiviralo
terapiju

Sievietem (n = 70)
gstml GSTM1 MO 0,25 0,479 1561 0,211 0,362 0,069-

1,886
gsttl GSTT1 T0 0 0,145 1,348 0,245 0,00 -
rs8175347 UGT1Al 7 0,4 0,339 0,247 0,701 1,296 0,343-

4,889
rs333 CCR5 D 0,5 0,274 2,608 0,106 2,643 0,786—
8,883

rs1800562 HFE Y 0 0,043 0,359 0,548 0,00 -
rs1799945 HFE D 008333 0066 0,047 0827 1,273 0,145
11,14

rs76151636 ATP7B Q 0 0,024 0,301 0,582 0,00 -

rs28929474 SERPINA1 PIZ 0 0,025 0,307 0,579 0,00 -
rs17580 SERPINA1 PIS  0,0833 0,008 4,112 0,042 10,82 0,632-
185,1

Viriesiem (n = 80)
gstm1l GSTM1 MO 0,285 0,482 1,933 0,164 0,4296 0,127-

gsttl GSTT1 T0 0,142 0,125 0,085 0,849 1,167 01,,243561—
rs8175347 UGT1Al 7 0,307 0,404 0,855 0,355 0,6536 057,276648—
rs333 CCR5 D 0,423 0,140 10,87 0,001 4,492 1%,765];—
rs1800562 HFE Y 0,090 0,076 0,050 0,822 1,20 0,121412—
rs1799945 HFE D 0,136 0,148 0,021 0,882 0,9058 05,,22?7
rs76151636 ATP7B Q 0,090 0,015 0,104 0,045 6,20 0?:2332652—
rs28929474 SERPINA1 PIZ 0 0,024 0592 0,441 0,00 46i55
rs17580 SERPINA1l PIS 0,041 0,008 1,703 0,191 5,348 0,322-
88,59
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