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ANOTĀCIJA

Tuberkuloze (TB) ir saglabājusi savu lomu kā būtisks veselības drauds 
globālā mērogā, par spīti inovācijām zāļu vielu izstrādē, terapijas protokolu 
un diagnostisko metožu attīstībai. TB pacienti saskaras ar terapijas blakuspa-
rādībām, kas negatīvi ietekmē to labbūtību, dzīves kvalitāti vai pat noved pie 
priekšlaicīgas terapijas pārtraukšanas. Šie izaicinājumi cīņā ar TB uzsver nepie-
ciešamību pēc jaunu biomarķieru identificēšanas, lai uzlabotu slimības gaitas 
monitoringu un klīnisko lēmumu pieņemšanu terapijas laikā.

Šajā promocijas darbā ir aplūkoti vairāki uz asiņu izmeklējumiem balstīti 
mitohondriālās un genomiskās DNS izcelsmes biomarķieri pacientiem ar TB 
apvienojumā ar citiem potenciāli ietekmējošiem faktoriem kā, piemēram, antro
pometriskajiem rādītājiem un dzīvesveida paradumiem, ar mērķi noteikt TB 
radīto bioloģisko lomu un sistēmiskos efektus, tajā skaitā arī terapijas radītos.

Iegūtie rezultāti liecina, ka mitohondrijiem ir būtiska loma TB patoģenēzē, 
kur TB infekcija stimulē imūnsenescences procesus, potenciāli paātrinot in-
fekcijas attīstību. Mitohondriālā šūnu brīvā cirkulējošā DNS uzrādīja strauju 
atbildes reakciju uz TB terapiju, konkrētāk, etambutolu, izceļot to kā potenciāli 
pielietojamu biomarķieri ārstēšanas monitorēšanai. Turklāt pacientu dzīvesveida 
paradumi un antropometriskie rādītāji būtiski ietekmē analizētos biomarķierus 
un būtu jāņem vērā uzsākot terapiju un tās laikā.

Iegūtie rezultāti var kalpot par pamatu turpmākiem pētījumiem, kas vērsti 
uz TB gaitas novērošanas rīku un marķieru izveidi, t.sk., arī uz saimniekorga-
nisma mērķētas terapijas izstrādē vai tādu, kas balstīti uz mitohondriālajām 
funkcijām TB patoģenēzē. Šāda molekulārā pieeja varētu uzlabot TB uzraudzību 
un terapijas iznākumu.

Atslēgas vārdi: tuberkuloze, mtDNS kopiju skaits, mtDNS ģenētiskās variācijas, 
telomēru garums, biomarķieri
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SAĪSINĀJUMI

ATF – adenozīna trifosfāts
AUC – laukums zem koncentrācijas-laika līknes (angļu val. area under curve)
ccf-DNS – šūnu brīvā cirkulējošā DNS (angļu val. circulating cell-free DNA)
CN – kopiju skaits (angļu val. copy number)
CRP – C‐reaktīvais proteīns
DAMP – bojājumu saistītais molekulārais paterns  

(angļu val. damage-associated molecular pattern)
ddPĶR – pilienu digitālā PĶR
DS-TB – zāļu jutīgā TB (angļu val. drug-sensitive TB)
HIV – cilvēka imūndeficīta vīruss (angļu val. human immunodeficiency virus)
ĶMI – ķermeņa masas indekss
LC-MS/MS – šķidruma hromatogrāfija-tandēma masspektrometrija
MDR-TB – multirezistentā tuberkuloze  

(angļu val. multidrug-resistant tuberculosis)
Mtb – Mycobacterium tuberculosis
mtDNS – mitohondriālā DNS
nDNS – kodola DNS (angļu val. nuclear DNA)
NGS – jaunās paaudzes sekvencēšana
NZR – nevēlamas zāļu reakcijas
OXPHOS – oksidatīvā fosforilācija
PĶR – polimerāzes ķēdes reakcija
PVO – Pasaules Veselības organizācija
ROS – reaktīvie skābekļa savienojumi
TL – telomēru garums (angļu val. telomere length)
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IEVADS

Tuberkuloze (TB) ir būtisks izaicinājums veselības nozarei visā pasaulē,  kas 
katru gadu izraisa nāvi miljoniem cilvēku, it īpaši zemu un vidēju ienākumu 
reģionos (WHO 2024c). Lai gan ir novērojami uzlabojumi diagnostikas un 
terapijas stratēģiju attīstībā,  nav iespējams veiksmīgi paredzēt slimības gaitu 
vai laicīgi atpazīt indivīdus, kas ir pakļauti augstākam blakusparādību riskam. 
Marķieri, kas ļautu savlaicīgi novērtēt uzņēmību pret TB infekciju, attīstības 
gaitu un atbildes reakciju uz terapiju, varētu ievērojami uzlabot TB ārstēšanas 
stratēģijas un terapijas iznākumus.

Attiecībā uz biomarķieriem, mitohondriji ir daudzsološs molekulārais mēr-
ķis. Lai gan vislabāk tie ir pazīstami ar savu lomu šūnu enerģijas metabolismā, 
salīdzinoši nesen tie atzīti arī par būtiskiem imūnās sistēmas reakciju un iekai-
suma procesu regulatoriem. Minētie procesi ir cieši saistīti arī ar TB patoģenēzi, 
un tādējādi mitohondriji, iespējams, varētu kalpot par biomarķieriem cilvēka 
organisma reakciju monitorēšanai terapijas laikā. Piemēram, izmaiņas mito-
hondriju DNS molekulu kopiju skaitā (mtDNS CN), kombinācijā ar telomēru 
garuma (TL) variācijām cirkulējošās asins šūnās var liecināt par  imūnsenes-
cenci, kas, savukārt, var ietekmēt saimniekorganisma uzņēmību pret infekcijas 
slimībām, tostarp arī TB. Tas liek vaicāt, kā DNS balstīti biomarķieri varētu tikt 
izmantoti TB ārstēšanas uzraudzības uzlabošanai, un kādus tieši slimības gaitas 
aspektus tie varētu atspoguļot.

Darba nozīme: šajā darbā ir analizēti mtDNS CN, mitohondriālo ģenētisko 
variāciju, asiņu šūnu TL un pacientu individuālie faktori kā potenciāli biomar-
ķieri, lai novērtētu TB bioloģisko ietekmi uz saimniekorganismu un raksturotu 
pret-TB zāļu radītos sistēmiskos efektus. Lai gan ir nepieciešami turpmāki pētī-
jumi šo rezultātu pielietošanai klīniskajā praksē, darbs sniedz vērtīgu ieskatu TB 
patoģenēzē un pret-TB terapijas radītājos sistēmiskajos efektos, tādējādi veicinot 
turpmāku personalizētās terapijas pieeju izstrādi un uzlabojot TB gaitas uzrau-
dzību.

Pētījuma mērķis: Izpētīt TB pacientu asiņu izmeklējumos balstītus DNS 
biomarķierus, mitohondriālās un šūnu kodola izcelsmes, lai novērtētu to po-
tenciālo lomu un pielietojumu slimības gaitas, terapijas un pret-TB zāļu radīto 
blakusparādību uzraudzībā. 

Darba uzdevumi:
1)	 Veikt mtDNS CN un TL noteikšanu TB pacientu asiņu paraugos, 

salīdzināt mērījumu rezultātus ar kontroles grupas paraugiem, kas ir 
salāgoti pēc vecuma un dzimuma sadalījuma;
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2)	 Veikt pilna mitohondriālā genoma variantu analīzi multirezistentās TB 
(MDR-TB) pacientiem, lai noteiktu to iespējamo ietekmi uz amikacīna 
un kapreomicīna izraisītajām blakusparādībām;

3)	 Veikt cirkulējošās šūnu brīvās mtDNS (ccf-mtDNS) un kodola DNS 
(ccf-nDNS) CN mērījumus pacientu ar zāļu jutīgu TB (DS-TB) plazmā 
pirms un pēc medikamentu saņemšanas, lai noteiktu īstermiņa sistē-
miskos efektus;

4)	 Noteikt citus, pacientu specifiskos un dzīvesveida saistītos, faktorus, kas 
varētu ietekmēt TB attīstību un/vai novēroto biomarķieru vērtības.

Darbs tapis pateicoties vairāku projektu atbalstam: Valsts Pētījuma prog-
rammas Biomedicīna sabiedrības veselībai (BIOMEDICINE) „Inovatīvu in-
fekcijas procesa regulācijas un modulācijas stratēģiju izveide” (7. projekta, 
7.3. apakšprojekta ceturtā posma), Rīgas Stradiņa universitātes pētījuma granta 
Nr. 23030103 un 6-ZD-22/25/2022, Latvijas Zinātnes padomes fundamentālo un 
lietišķo pētījumu projekta Nr.  lzp2020/1-0050 un Eiropas Atveseļošanās fonda 
„Latvijas Organiskās sintēzes institūta un Latvijas Biomedicīnas pētījumu un 
studiju centra konsolidācijas” projekta Nr.5.2.1.1.i.0/2/24/I/CFLA/001 (Nr.  11/
BMC/DG).
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1. LITERATŪRAS APSKATS

1.1.	 Ieskats TB

TB galvenais izraisītājs Mycobacterium tuberculosis (Mtb) ir uzskatāms par 
nāvējošāko patogēnu cilvēces vēsturē, kas laika gaitā ir izraisījis vairāk nāves 
gadījumu nekā jebkurš cits mikroorganisms. Lai gan TB ir ārstējama un savā 
ziņā pat novēršama, katrs ceturtais indivīds ir inficēts ar Mtb – sauktu arī par 
latento infekciju –, kas var kļūt aktīva un izraisīt simptomus 5–10% gadījumu, ja 
imūnā sistēma ir novājināta (Houben and Dodd 2016; WHO 2024c).

Globāli 2023. gadā aptuveni 10,8 miljoniem cilvēku tika diagnosticēta TB, 
no tiem 8,2 miljoni bija pirmreizējās infekcijas pacienti, savukārt 1,25 miljoni 
gāja bojā šīs slimības dēļ (WHO 2024c). Lai gan kopumā TB incidence samazi-
nās, MDR-TB prevalence pakāpeniski pieaug un rada būtiskus draudus sabied-
rības veselībai (WHO 2024a). Šī iemesla dēļ, neskatoties uz visiem uzlaboju-
miem TB diagnostikā, ārstēšanā un profilaksē, TB saglabā savu vadošo lomu kā 
nāvējošākā infekciju slimība, it īpaši starp augsta riska populācijām, piemēram, 
cilvēka imūndeficīta vīrusa (HIV) pacientiem, indivīdiem ar citām hroniskām 
slimībām, nepietiekamu uzturu vai augstas saslimstības reģionos dzīvojošajiem 
(WHO 2024a).

1.1.1.	 Mycobacterium tuberculosis patogenitātes mehānismi

Mtb ir viena no Mtb kompleksa baktērijām, kuru atklājis Roberts Kohs 
1882.  gadā. Mtb ir intracelulārs mikroorganisms, kuru izplata aerosolu veidā 
ar aktīvu TB inficēts indivīds klepus, šķaudīšanas vai runāšanas laikā. Ieelpojot 
vienu līdz piecām baktērijas nūjiņām var būt pietiekoši, lai attīstītos infekcija 
(Tellier et al. 2019).

Kad baktērija nokļūst elpceļos, iedzimtā imūnsistēma aktivizē savus aizsar-
dzības mehānismus caur epiteliālo barjeru: alveolārā epitēlija šūnām un alveo-
lārajiem makrofāgiem, kas ir primārais Mtb mērķis (Nunes-Alves et  al. 2014). 
Inficētie alveolārie makrofāgi (vai Mtb baktērijas tieši) migrē uz plaušu intersti-
ciālajiem audiem, kur sekojoši inficē dažādus no monocītiem atvasinātus un 
audos mītošus makrofāgus, dendrītiskās šūnas un neitrofīlus (Chandra, Grigsby, 
and Philips 2022). Ja iedzimtās imunitātes atbildes reakcija ir efektīva, Mtb 
baktērijas tiek pilnībā eliminētas, novēršot aktīvas infekcijas attīstību (Chandra 
et al. 2022; Nunes-Alves et al. 2014).

Ja iedzimtā imunitāte nav spējusi likvidēt patogēnu, tiek aktivizēta adap-
tīvā imunitāte. Dendrītiskās šūnas vai inflammatorie monocīti migrē uz 
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pulmonālajiem limfmezgliem, kur tiek apmācītas antigēna specifiskās T šūnas 
(Chandra et al. 2022). Šis process ierosina imūnšūnu mobilizēšanu uz plaušu pa-
renhīmu, novedot pie granulomu izveides (Pai et al. 2016). Granulomu funkcija 
ir infekcijas izplatības ierobežošana, tās veido nekrotisks kodols, kuru apņem 
amorfa imūnšūnu masa, veidota no Mtb inficētiem alveolārajiem makrofāgiem 
(Ramakrishnan 2012). Lai gan granulomu mērķis ir infekcijas ierobežošana, 
tās var kalpot par aizsargājošu mikrovidi Mtb populācijai, ļaujot izvairīties no 
imūnsistēmas identificēšanas un eliminācijas. Šis mehānisms ļauj infekcijai per-
sistēt klīniski latentā stāvoklī, saglabājot ierobežotu replikāciju (Luies and du 
Preez 2020).

Latentu TB raksturo pastāvīga imūnsistēmas atbilde uz Mtb antigēniem, bez 
klasiskajām aktīvas slimības izpausmēm, taču ar paaugstinātu risku tās attīstīt 
(Narasimhan et al. 2013). Infekcija latentā stāvoklī var persistēt pat gadu desmi-
tiem ilgi, reaktivizējoties tikai apstākļos, kas ir labvēlīgi transmisijai, vai arī tad, 
kad bakteriālā slodze kļūst pārmērīga. Tas var izraisīt granulomas sabrukumu, 
ļaujot baktērijām nonākt asinsritē vai atgriezties elpošanas traktā (Anes et  al. 
2023; Lin et al. 2014; Pai et al. 2016).

Mtb izmanto dažādus mehānismus, lai izdzīvotu saimniekorganismā un 
modulētu tā imūnreakcijas (izvairoties vai aizkavējot tās). Piemēram, Mtb in-
ducē apoptozi inficētajos makrofāgos un nekrozi alveolārā epitēlija šūnās, aptur 
fagosomu nobriešanu inficētajās šūnās un dendrītisko šūnu nobriešanu, aizkavē-
jot T šūnu aktivāciju. Turklāt Mtb spēj pārprogrammēt  imūnšūnu metabolismu, 
izraisot mitohondriju disfunkciju, kā rezultātā attīstās T šūnu izsīkums un ne-
efektīva adaptīvā imūnreakcija (Ankley, Thomas, and Olive 2020; Chandra et al. 
2022; Danelishvili et al. 2003; Russell et al. 2019; Vázquez et al. 2017).

1.2.	TB ārstēšana un blakusparādības

TB ārstēšanas shēma pēdējos gados ir būtiski uzlabojusies, kļūstot īsāka un 
optimizētāka. DS-TB tagad tiek ārstēta tikai ar perorāli lietojamiem medika-
mentiem. Standarta DS-TB terapiju veido intensīvā fāze, kas ilgst divus mēnešus, 
kurai seko uzturošā fāze divu līdz četru mēnešu garumā, lietojot 4–5 dažādus 
antibiotiku preparātus. Kopš 2021. gada sešu mēnešu ārstēšanas režīms tiek uz-
skatīts par zelta standartu, un tas ir piemērots visiem pacientiem neatkarīgi no 
vecuma, slimības smaguma vai HIV statusa (WHO 2022a). Sešu mēnešu shēma 
ietver divu mēnešu garu pirmās izvēles zāļu terapiju ar izoniazīdu, rifampicīnu, 
pirazinamīdu un etambutolu, kurai seko četru mēnešu gara terapija ar izonia-
zīdu un rifampicīnu.

MDR-TB ārstēšana ir daudz izaicinošāka nekā DS-TB. MDR-TB ir definēta 
kā TB, kuru izraisa Mtb celmi, kas ir rezistenti pret vismaz diviem pirmās izvē-
les pret-TB medikamentiem: rifampicīnu un izoniazīdu (WHO 2024b). Kopējā 
aprēķinātā MDR-TB prevelence pasaulē ir aptuveni 11,6%, ar augstāko izplatību 



10

Austrumeiropas valstīs, Krievijā, Centrālāzijā un daļā Ķīnas (Salari et al. 2023). 
Līdz 2016.  gadam MDR-TB terapija ilga 18–24 mēnešus un ietvēra vairākus 
injicējamos medikamentus, kuri asociēti ar smagām blakusparādībām. Kopš 
Pasaules Veselības organizācijas (PVO) vadlīniju atjaunošanas 2022.  gadā un 
jaunu medikamentu apstiprināšanas terapijā, tiek rekomendētas īsākas, perorā-
las ārstniecības shēmas. Šobrīd MDR-TB ārstēšanas režīmi var tikt iedalīti sešu 
mēnešu, deviņu mēnešu vai garākos režīmos. Mtb celma zāļu jutības testēšana 
nosaka pacienta piemērotību konkrētai ārstēšanas shēmai (WHO 2022b).

Sešu mēnešu ārstēšanas shēmu sastāda četri medikamenti: bedakvilīns, pre-
tomanīds, linezolīds un moksifloksacīns (WHO 2022b). Deviņu mēnešu shēma 
tiek lietota pacientiem, kuri nav piemēroti īsākajai sešu mēnešu shēmai. Tā ie-
tver četru mēnešu ilgu intensīvo fāzi (bedakvilīns, levofloksacīns vai moksiflok-
sacīns, etionamīds, etambutols, augstas izoniazīda devas, pirazinamīds un klofa-
zimīns), kurai seko turpinājuma jeb uzturēšanas fāze atlikušajos piecos mēnešos 
(levofloksacīns vai moksifloksacīns, klofazimīns, etambutols un pirazinamīds). 
Garākā MDR-TB terapijas shēma (18–24 mēneši) tiek pielāgota pacientiem ar 
papildu zāļu rezistenci vai citiem komplicējošiem faktoriem. Ārstēšanas shēmas 
izvēli ietekmē klīniskie faktori (piemēram, slimības smagums, aknu vai nieru 
mazspēja, nekontrolēts cukura diabēts vai HIV statuss), kontekstuālie faktori 
(piemēram, HIV vai izoniazīda rezistences izplatība) un pieejamības faktori 
(piemēram, TB zāļu pieejamība un izmaksas) (WHO 2022a). Terapijas ilgums 
var tikt pielāgots atkarībā no pacienta atbildes reakcijas uz terapiju (WHO 
2022b).

1.2.1.	 Nevēlamas zāļu reakcijas TB terapijā

Nevēlamās zāļu reakcijas (NZR) var ietekmēt dažādas orgānu sistēmas, un 
to smaguma pakāpe parasti variē no vieglas (1. pakāpes) līdz potenciāli letā-
lai (4. pakāpe). NZR var klasificēt, izmantojot DAIDS (angļu val. Division of 
acquired immunodeficiency syndrome) gradācijas tabulu pieaugušo un bērnu 
blakusparādību smaguma pakāpes noteikšanai:

•	 1. pakāpes (vieglas): simptomi neietekmē vai ietekmē nedaudz ikdienas 
sociālās un funkcionālās aktivitātes;

•	 2. pakāpes (mērenas): simptomi ietekmē vairāk nekā tikai nedaudz 
ikdienas sociālās un funkcionālās aktivitātes;

•	 3. pakāpes (smagas): simptomi izraisa nespēju veikt ierastās sociālās 
un funkcionālās aktivitātes;

•	 4. pakāpes (dzīvību apdraudošas): simptomi izraisa nespēju veikt 
pamata funkcijas vai prasa medicīnisku vai ķirurģisku iejaukšanos, lai 
novērstu paliekošu bojājumu;

•	 5. pakāpes (letālas): izraisa pacienta nāvi (NIH 2017).
Balstoties uz PVO sniegtajiem datiem, aptuveni 19,3% pacietu ar DS-TB at-

tīstās 3. pakāpes vai pat augstākas NZR (WHO 2022a). Taču šajā jautājumā dati 
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ir pretrunīgi un atšķiras starp dažādiem ģeogrāfiskajiem reģioniem. 2022. gadā 
Brazīlijā veiktajā pētījumā tika ziņots, ka 78,8% TB pacientu attīstās vismaz 
viena NZR. Visbiežāk sastopamās NZR ir hiperurikēmija (27,8%), dispepsija 
(22,9%) un dermatoloģiskās izpausmes (17,1%) (Sant´Anna et al. 2022). Tomēr 
88,7% no DS-TB pacientiem ar NZR, izpausmes radīja vieglus vai mērenus bo-
jājumus (Sant´Anna et al. 2022).

Salīdzinājumā ar DS-TB, MDR-TB ārstēšana prasa ilgāku laiku, lielāku me-
dikamentu slogu, augstākas zaļu devas un iekļauj medikamentus ar augstāku 
toksicitātes risku. Turklāt pacientiem var rasties smagas un neatgriezeniskas 
NZR, kas var novest pie sliktākiem ārstēšanas rezultātiem, un izraisīt nāvi aptu-
veni 15% MDR-TB pacientu. Smagu NZR gadījumā var tikt mainīta TB terapija, 
tādējādi vēl vairāk apdraudot ārstēšanas efektivitāti. Lai gan īsāki TB terapijas 
režīmi ir saistīti ar zemāku NZR penetranci, to pielietojums ne vienmēr ir ie-
spējams (WHO 2022b). 

Balstoties uz nesenu 2020.  gada metaanalīzi par MDR-TB ārstēšanu, tikai 
61,3–69,7% pacientu terapija bija veiksmīga (Lan et al. 2020). Turklāt aptuveni 
24% pacientu novēroja vismaz vienu pietiekami smagu NZR, lai pārtrauktu kāda 
medikamenta lietošanu. Piemēram, injicējamie medikamenti  – amikacīns un 
kanamicīns – visbiežāk tika pārtraukti ototoksicitātes dēļ (attiecīgi 87% un 75% 
gadījumu), savukārt nefrotoksicitāte veidoja 51% no kapreomicīna izraisītajām 
NZR, kas noveda pie šī medikamenta lietošanas pārtraukšanas (Lan et al. 2020).

1.3.	 DNS balstītu biomarķieru loma TB

Pašreizējie diagnostikas rīki, piemēram, Mtb antigēnu testi (tuberkulīna 
ādas tests, IGRA (interferona-gammas (IFN-γ) izdalīšanās tests) vai T-SPOT 
tests), krēpu uztriepju mikroskopija, krūškurvja rentgenogrāfija un automatizē-
tais molekulārais tests Xpert MTB/RIF spēlē būtisku lomu TB diagnostikā, ak-
tīvas slimības uzraudzībā, ārstēšanas monitorēšanā un iznākumu prognozēšanā 
(Heyckendorf et al. 2022; Huang et al. 2022; Nogueira et al. 2022). Tomēr šīm 
metodēm ir arī būtiski ierobežojumi, tostarp zema vai mainīga jutība, laikietil-
pīgums vai mazāka efektivitāte pediatriskiem pacientiem (Huang et  al. 2022). 
Turklāt tradicionālās pieejas var būt mazāk efektīvas, lai atklātu ārpusplaušu, 
uztriepes negatīvas vai latentās TB infekcijas (Huang et al. 2022; Jain et al. 2024). 
Minēto iemeslu dēļ jaunu biomarķieru izstrāde varētu uzlabot diagnostisko me-
tožu jutību, specifiskumu un pieejamību, potenciāli novēršot esošos trūkumus.

Ņemot vērā, ka biomarķieru pētniecība aktīvi koncentrējas uz specifiskuma 
un jutības palielināšanu, saglabājot izmeklējumu pēc iespējas neinvazīvāku, tiek 
izmeklēti dažādi biomarķieri, kas balstīti uz DNS molekulu kā galveno mērķi, 
gan audu paraugos, gan šūnu brīvos bioloģiskos šķīdumos, plašāk zināmu kā 
šķidro biopsiju (Li et al. 2024). DNS balstītiem biomarķieriem ir vairākas priekš-
rocības salīdzinājumā ar tradicionālajām metodēm, piemēram, mikroskopiju 



12

vai kultūru rezistences testiem: augsta jutība un specifiskums, ātrāka rezultātu 
ieguve, zema parauga starta koncentrācija, ko var potenciāli izmantot arī laten-
tās infekcijas diagnostikā, kā arī ir pieejamas dažādas tehnoloģijas, kuras var 
integrēt portatīvās ierīcēs, atvieglojot pielietojumu resursu limitētās lokācijās 
(Heyckendorf et  al. 2022; Nathavitharana et  al. 2022; Wang et  al. 2022; Yayan 
et al. 2024).

Tomēr neviens tests vienlaikus nevar atbildēt uz visiem klīniskajiem jau-
tājumiem. Tādēļ pacientu terapijas atbildes reakcijas, slimības progresija un 
iznākums būtu jāuzrauga, izmantojot dažādu metožu kombināciju, ietverot gan 
tradicionālos rutīnas testus, gan inovatīvas metodes. Pašlaik nav vienprātības 
par saimniekorganisma specifiskiem DNS biomarķieriem diagnostikas vai tera-
pijas novērošanas nolūkiem, uzsverot nepieciešamību pēc tādu izstrādes (Shaik, 
Pillay, and Jeena 2024).

No daudzsološajiem DNS biomarķieriem šajā darbā detalizētāk tiks ap-
skatīti tie, kas iegūti no asinīm, parādot to potenciālo lomu TB diagnostikas 
un slimības gaitas uzraudzībā. Turpmākās literatūras apskata sadaļas pamato šī 
promocijas darba izvēlētos mērķus no molekulārā un fizioloģiskā skatupunkta.

1.3.1.	 DNS balstīti biomarķieri no pilnām asinīm: mtDNS un 
TL diagnostiskais potenciāls

Kā jau iepriekšējā nodaļā tika uzsvērts, DNS balstīti biomarķieri ir ļoti per-
spektīvi. Tomēr vairums pētījumu koncentrējas uz patogēna, nevis saimniekor-
ganisma DNS pielietošanu diagnostikā. No saimniekorganisma viedokļa mtDNS 
perspektīvi ir labs mērķis TB infekcijas monitorēšanai.

Mitohondriji ir daudzfunkcionālas organellas, kas, neatkarīgi no kodola, 
satur paši savu DNS un ir atbildīgi ne tikai par adenozīna trifosfāta (ATF) 
produkciju un oksidatīvo fosforilāciju (OXPHOS), bet arī par šūnu REDOX 
līdzsvara modulēšanu, reaktīvo skābekļa savienojumu (ROS) ražošanu, pH un 
Ca²⁺ koncentrāciju regulēšanu un to homeostāzi. Turklāt mitohondriji regulē 
šūnas ciklu, iniciē apoptozi un piedalās dažādos signālceļos un epiģenētiskajā 
regulācijā caur Krebsa cikla starpproduktiem (Wallace 2015; Wallace and Fan 
2010; Weinberg, Sena, and Chandel 2015). Papildus jau minētajām funkcijām 
mitohondriji ir iesaistīti arī iedzimtās imūnās atbildes regulācijā, izmantojot 
dažādus mehānismus.

Pateicoties mtDNS relatīvajai hipometilācijai, strukturālajām īpašībām un 
uzņēmībai pret oksidatīviem bojājumiem, tā ir lielisks bojājumu saistīto mo-
lekulāro paternu jeb DAMP (angļu val. damage-associated molecular patterns) 
avots. No mtDNS atvasinātie DAMP aktivizē iedzimtās imūnās atbildes senso-
rus, stimulē citokīnu izdalīšanos un veicina dažādu iekaisīgu slimību patoloģiju 
(West and Shadel 2017). Ir pierādīts, ka Mtb infekcija tieši palielina mitohond-
riju stresu un ROS produkciju, izraisot oksidētās mtDNS izdalīšanos citosolā, 
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kur tā darbojas kā DAMP, mediējot iedzimto antimikrobiālo imunitāti un lokālu 
iekaisumu (West and Shadel 2017).

Cirkulējošo asiņu šūnu mtDNS CN varētu kalpot kā mitohondriju dis-
funkcijas indikators, šādu stāvokli izraisa arī hroniska Mtb infekcija un ilgstoša 
antigēnu prezentācija (Malik and Czajka 2013; Russell et  al. 2019). Lai gan 
mtDNS  CN lielākoties literatūrā saistīts ar geriatrijai raksturīgām slimībām, 
sirds un asinsvadu veselību, ļaundabīgiem audzējiem un citām hroniskām sa-
slimšanām, ir ziņota arī tā loma infekcijas slimību predispozīcijas prognozēšanā, 
slimības smaguma novērtēšanā un zāļu blakusparādību paredzēšanā (Castellani 
et al. 2020; Sun et al. 2019; Udomsinprasert et al. 2022; Wang et al. 2012).

Sistēmisks oksidatīvais stress un mitohondriju disfunkcija ir saistīti arī ar T 
šūnu disfunkciju un iekaisuma saistīto novecošanos (angļu val. inflammaging) – 
stāvokli, ko raksturo novecojušu imūnšūnu uzkrāšanās, kas vēl vairāk pastiprina 
sistēmisko iekaisumu un vājina imūno atbildi (Escrig-Larena, Delgado-Pulido, 
and Mittelbrunn 2023). Dažādi biomarķieri var raksturot inflammaging, tostarp 
DNS balstīti marķieri, piemēram, mtDNS CN, kā arī leikocītu TL (Lin and Epel 
2022). Oksidatīvā stresa ietekmē telomēras saīsinās, tādējādi apdraudot kopējo 
genomiskās DNS stabilitāti. Saīsināts TL ir saistīts arī ar augstāku mirstību da-
žādu, ar vecumu saistītu, patoloģiju dēļ (Dolcini et al. 2020). TL jau ir ziņots kā 
prognostisks marķieris TB ārstēšanas iznākumam, kur pacientiem ar garākām 
telomērām diagnozes uzstādīšanas laikā ir novērojami labāki terapijas rezultāti 
(Katoto et al. 2021).

Atgriežoties pie mtDNS, ir svarīgs ne tikai tās CN, bet arī pati kodējošā 
secība. Aptuveni 93% no mtDNS genoma ir kodējoši un satur evolūcijas gaitā 
saglabājušās, biežas variācijas, kas norāda uz piederību konkrētai mitohondriālai 
haplogrupai (Chinnery and Hudson 2013). Tā kā mtDNS nesatur intronus, tā 
ir vairāk pakļauta somatiskajām variācijām ar potenciāli funkcionālām sekām, 
reaģējot uz oksidatīvo stresu un citiem vides faktoriem (Ferreira and Rodriguez 
2024). Gan mantotās, gan iegūtās mtDNS variācijas var ietekmēt mitohondriju 
aktivitāti, elpošanas ķēdes darbību un kopējo mitohondriālo funkcionalitāti 
(Heidari et al. 2022; Sanchez-Contreras and Kennedy 2022; Schaefer et al. 2022; 
Vázquez-Coto et  al. 2022). Iepriekš minētais norāda, ka haplogroupu vai so-
matisko mtDNS variāciju klātbūtne varētu ietekmēt iekaisuma patoloģiju (West 
and Shadel 2017). Pašlaik mtDNS variāciju ietekme uz imūnās atbildes modu-
lāciju nav skaidra un ir nepieciešami papildus pētījumi. Savukārt, attiecinot uz 
TB, ir zināmas vairākas mtDNS variācijas, kurām ir būtiska loma otrās līnijas 
injicējamo medikamentu  – aminoglikozīdu  – NZR attīstībā (Gao, Chen, and 
Guan 2017; Jones et al. 2021).

1.3.2.	 Šūnu brīvās DNS balstīti biomarķieri asins plazmā

Šķidrā biopsija pēdējās desmitgades laikā ir guvusi arvien lielāku uzmanību. 
Tā ir daudzsološs rīks, kas pielietojams agrīnā diagnostikā un dažādu veselības 
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stāvokļu monitorēšanā. Būtiskākās priekšrocības ir mazs nepieciešamā ievades 
materiāla apjoms un plašs iespējamo pielietojumu klāsts (Adhit et  al. 2023; 
Caputo et  al. 2023). Šķidrās biopsijas metodes, kas nosaka dažādus cilvēka 
izcelsmes šūnu brīvās cirkulējošās DNS (ccf-DNS) mērķus, jau tiek pielietotas 
klīniskās diagnostikas kontekstos, piemēram, prenatālajā aprūpē, onkoloģijā un 
geriatrijas raksturīgo saslimšanu izpētē (Zimmer et al. 2022). Turklāt tā var tikt 
pielietota infekciozo aģentu DNS noteikšanā saimniekorganismā (Fernández-
Carballo et al. 2019; Szilágyi et al. 2020).

Tiek uzskatīts, ka veseliem indivīdiem ccf-nDNS asins plazmā galvenokārt 
rodas no limfoīdo un mieloīdo šūnu apoptozes, savukārt, ccf-mtDNS izcelsme 
galvenokārt skaidrojama ar cirkulējošiem šūnu brīviem mitohondrijiem (Roch 
et al. 2021; Snyder et al. 2016). Kopumā ccf-nDNS daudzums ir stabilāks nekā 
ccf-mtDNS, taču tās līmeņi var svārstīties atkarībā no indivīda dzimuma un 
vecuma (Meddeb et al. 2019). No otras puses, ccf-mtDNS koncentrācija plazmā 
var strauji pieaugt, kā atbildes reakcija uz psiholoģisko vai fizioloģisko stresu 
(Trumpff et al. 2019). Tā kā ccf-mtDNS tiek sekretēta gan citosolā, gan ārpus-
šūnu telpā un atpazīta kā DAMP, tā varētu kalpot arī kā funkcionāla saikne starp 
mitohondriju bojājumiem un sistēmisko iekaisumu (Cossarizza et al. 2011; West 
et al. 2015).

Ccf-DNS koncentrāciju variācijas ir plaši pētītas dažādās pacientu grupās, 
tajā skaitā, indivīdiem ar infekcijas slimībām, fiziskām traumām, kritiski smagu 
stāvokli vai sirds un asinsvadu saslimšanām, norādot tās potenciālu diagnostikā 
dažādos medicīniskajos scenārijos (Jackson Chornenki et  al. 2019; Peng et  al. 
2024; Trulson et al. 2023; Vajpeyee et al. 2020; Zhang et al. 2024). Turklāt ccf-
DNS var kalpot kā daudzpusīgs biomarķieris klīnisko lēmumu pieņemšanai, 
terapijas gaitas uzraudzībai, mikroorganismu rezistences identificēšanai un 
minimālās reziduālās slimības noteikšanai, padarot to īpaši pievilcīgu hronisku 
infekciju uzraudzībā (Nyaruaba et al. 2019; Rahat et al. 2020).

TB konteksta pētījumos ir pierādīts, ka cirkulējošās bakteriālās izcelsmes 
DNS noteikšana plazmā pacientiem ar plaušu TB var kalpot kā daudzpusīgs 
biomarķieris diagnostikas nolūkiem, savukārt, ccf-mtDNS CN nesen identifi-
cēts kā potenciāls biomarķieris latentās un aktīvās TB infekcijas diferenciācijai 
(Nyaruaba et al. 2019; Pan et al. 2022). Līdzīgi rezultāti pierādīti arī COVID-19 
pacientiem, kur ccf-mtDNS daudzums tika izmantots, lai atšķirtu asimptomātis-
kus un simptomātiskus indivīdus no kontroles grupas (Shoraka et al. 2023). Šie 
rezultāti uzsver šķidro biopsiju potenciālu kā daudzsološu rīku rutīnas diagnos-
tikā, īpaši TB kontekstā, kur tā varētu uzlabot agrīnu diagnosticēšanu un realizēt 
precīzijas medicīnas pieejas.
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2. MATERIĀLI UN METODES

2.1.	 Pētījuma dizains un paraugu ievākšana

Promocijas darba mērķis bija veikt no asinīm iegūtu biomarķieru – mtDNS 
un nDNS balstītu  – izpēti TB pacientiem, vēršot uzmanību uz to iespējamo 
lomu slimības patoģenēzē, ārstēšanas efektivitātē un NZR attīstībā, kā arī izpētīt 
sarežģītās mijiedarbības starp imūnsenescenci, mitohondriju funkcijām un dzī-
vesveida faktoriem pacientiem ar DS- vai MDR-TB. Šī pētījuma sākumā viens 
no perspektīvajiem nākotnes mērķiem bija potenciālu kandidātmarķieru iden-
tificēšana, kurus varētu izmantot klīniskajā praksē kā rīkus slimības progresijas 
uzraudzībai vai TB smaguma novērtēšanai. Šī iemesla dēļ izmantotās moleku-
lārās metodes tika apzināti saglabātas vienkāršas, lai nepieciešamības gadījumā 
veicinātu to integrāciju klīniskajā praksē (1. tabula).

Pirmās divas publikācijas no 2021. un 2023.  gada apraksta pētījumus, kas 
ir realizēti uz retrospektīviem klīniskajiem gadījumiem, to uzmanības centrā 
ir MDR-TB pacienti. Pacientu kohorta tika ievākta laika posmā no 2014. līdz 
2017. gadam. DNS paraugi tika iegūti no Valsts iedzīvotāju genoma datubāzes 
pēc Rovītes un kolēģu aprakstītā protokola (Rovite et al. 2018).

Trešā publikācija ir šķērsgriezuma pētījums, kurā analizētas ccf-DNS dau-
dzuma izmaiņas asinīs pacientiem ar DS-TB. Šīs publikācijas tapšanā tika iz-
mantota cita pacientu kohorta vairāku iemeslu dēļ: (1) DS-TB pacienti saņem 
mazāk medikamentu, tādēļ ir vieglāk izsekojamas zāļu metabolītu mijiedarbības; 
(2) bija nepieciešami svaigi plazmas paraugi – būtiski precīzai metabolītu ana-
līzei; un (3) pacienti bija pirmreizēji diagnosticēti, bez smagām blakusslimībām 
vai komplicētas anamnēzes, samazinot iespējamos mijiedarbojošos faktorus. 
Paraugi tika ievākti Tuberkulozes un plaušu slimību centrā, bet DNS izdalīšana 
no šiem paraugiem veikta Latvijas Biomedicīnas pētījumu un studiju centrā.
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1. tabula. Promocijas darbā iekļauto publikāciju kopsavilkums: pētījumu grupas un 
izmantotās metodes.

I publikācija
(Freimane et al. 2021)

II publikācija
(Freimane et al. 2023)

III publikācija
(Freimane et al. 2025)

Pētījuma 
tips

Retrospektīvs Retrospektīvs Šķērsgriezuma 
pētījums

Paraugu 
ieguves 
avots

Valsts iedzīvotāju 
genoma datubāze  
(Rovite et al. 2018)

Valsts iedzīvotāju 
genoma datubāze   
(Rovite et al. 2018)

Tuberkulozes un 
plaušu slimību centrā 
uzņemtie pacienti 
(Rīgas Austrumu 
klīniskā universitātes 
slimnīca)

Pētījuma 
grupa

nMDR-TB = 51
nkontrole = 57

n = 47 n = 25 

Veselības 
stāvoklis

MDR-TB pacienti 
un pēc vecuma un 
dzimuma salāgotas 
veselās kontroles

MDR-TB pacienti DS-TB pacienti

Izmantotais 
bioloģiskais 
materiāls

DNS izdalīta no 
pilnām asinīm

DNS izdalīta no 
pilnām asinīm

DNS izdalīta no asins 
plazmas

Galvenās 
molekulārās 
metodes

Reālā laika 
polimerāzes ķēdes 
reakcija (PĶR)

Pilna mtDNS 
genoma 
sekvencēšana 
izmantojot 
jaunās paaudzes 
sekvencēšanu (NGS)

1) Pilienu digitālā 
PĶR (ddPĶR)
2) LC-MS/MS

Mērķis Noteikt vai MDR-TB 
infekcija ir saistīta 
ar izmaiņām 
novecošanās 
biomarķieros 
perifērajās asinīs

Apskatīt NZR 
iespējamo saistību ar 
dažādiem pacienta, 
slimības specifiskiem 
vai terapijas 
saistītiem faktoriem

Noteikt ccf-mtDNS 
un -nDNS svārstības 
DS-TB pacientu 
plazmā pēc pret-TB 
medikamentu 
uzņemšanas
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Visu trīs publikāciju pētījumu pacientu iekļaušanas kritēriji ietvēra: vecumu 
virs 18 gadiem; parakstītu informēto piekrišanu; atbilstošu MDR-TB vai DS-TB 
diagnozi; pieejamu klīnisko informāciju. Izslēgšanas kritēriji tika piemēroti tikai 
trešajā publikācijā: grūtniecība un koinfekcija ar  citu mikrobiālu vai virālu in-
fekciju (piemēram, C vai B hepatīta vīrusu, HIV).

Informācija par pacientu dzīvesveida paradumiem, antropometriskajiem rā-
dītājiem un citiem iespējamiem ietekmējošiem faktoriem tika iegūta sadarbībā 
ar Rīgas Austrumu klīniskās universitātes slimnīcas Tuberkulozes un plaušu sli-
mību centru un Latvijas Valsts iedzīvotāju genoma datubāzi. Pētījums tika veikts 
saskaņā ar Helsinku deklarāciju un apstiprināts Latvijas Centrālās medicīnas 
ētikas komitejā (Nr.  01-29.1/1 un Nr.  01-29.1.2/1736), Rīgas Austrumu klīnis-
kās universitātes slimnīcas Ētikas komitejā (Nr.  24-A/15) un Rīgas Austrumu 
klīniskās universitātes slimnīcas Zinātnes nodaļā (Nr.  ZD/08-06/01-21/187). 
No visiem pētījuma dalībniekiem tika iegūta informētā piekrišana.

2.2.	Molekulārās metodes

2.2.1.	 I publikācija – reālā laika PĶR

Relatīvā TL un mtDNS CN noteikšanai tika izmantota reālā laika PĶR 
atsevišķās reakcijās. mtDNS CN tika noteikts, izmantojot multipleksu PĶR ar 
Maxima Probe/ROX qPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific, ASV) reaģen-
tiem, kur mitohondriālais mērķis bija mazā loka (zināms kā minArc) reģions. 
Normalizācijai tika izmantots GAPDH gēns (OMIM: 138400), kā aprakstīts 
iepriekš (Phillips, Sprouse, and Roby 2014; Zole and Ranka 2019).

Savukārt, TL relatīvai kvantifikācijai tika izmantoti Maxima SYBR Green 
qPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific, ASV) reaģenti, un normalizācijai 
tika izmantots vienas kopijas gēns HBB (β-globīns) (OMIM: 141900), kā apraks-
tīts iepriekš (Kim et  al. 2013). Reālā laika PĶR reakcijas apstākļi bija sekojoši: 
denaturācija 95 °C 10 min, un 40 cikli ar 95 °C 10 s un 58 °C 1 min. Katram 
paraugam mērījumi tika veikti trīs atkārtojumos, un relatīvās kvantifikācijas ap-
rēķini tika veikti, izmantojot 2-ΔΔCT metodi ar Pfaffl modifikāciju (Livak and 
Schmittgen 2001; Pfaffl 2004).

2.2.2.	 II publikācija – pilna mtDNS genoma sekvencēšana

Pilna mtDNS genoma sekvencēšana tika veikta, izmantojot IonTorrent teh-
noloģiju un Personal Genome Machine (Thermo Fisher Scientific, ASV). Vispirms 
viss mitohondriju genoms tika amplificēts divās atsevišķās PĶR reakcijās, iegūs-
tot A un B fragmentus, katru vairāk nekā 8 kb garumā, kā aprakstīts iepriekš 
(Fendt et al. 2009). Viena parauga A un B amplifikācijas fragmenti tika apvienoti 
un sašķelti ar sonikācijas metodi līdz 200-250 bp garumam. DNS fragmentu 
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bibliotēku sagatavošanā izmantots Ion Plus Fragment Library Kit (Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, Kalifornija, ASV) un Ion XpressTM Barcode Adapters Kits 
(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, Kalifornija, ASV).

Iegūtie sekvencēšanas dati augšupielādēti Galaxy tīmekļa platformā, to ana-
līzei izmantojot publisko serveri usegalaxy.org (Afgan et al. 2018). BAM datu faili 
konvertēti FASTQ formātā, izmantojot rīku Convert, Merge, Randomize (Barnett 
et al. 2011). FASTQ sekvences filtrētas pēc kvalitātes (sliekšņa vērtība: 20; bāžu 
procentuālais daudzums sekvencē, kam jāsasniedz vai jāpārsniedz noteiktā 
kvalitātes vērtība: 90). Adapteru sekvenču noņemšanai izmantots Trim Galore! 
rīks (Krueger et  al. 2023). Bowtie 2 izmantots, lai kartētu nolasījumus pret re-
ferences sekvenci, šajā gadījumā izmantota pārskatītā Kembridžas references 
sekvence (angļu val. revised Cambridge Reference Sequence, rCRS) NC_012920.1 
(Homo sapiens mitochondrion complete genome) (Langmead and Salzberg 2012). 
Kartētie nolasījumi analizēti ar FreeBayes rīku haploīdiem genomiem, izmanto-
jot populācijas modeli, kā aprakstīts iepriekš (Nekrutenko and Ostrovsky 2021).

Viena nukleotīda varianti tika definēti kā pozīcijas, kas atšķirīgas no refe-
rences sekvences; indelu variācijas netika analizētas. Lai izslēgtu iespējamās sek-
vencēšanas kļūdas, katrs paraugs tika manuāli pārskatīts, izmantojot Integrative 
Genomics Viewer (IGV) (Robinson et al. 2011). Eksportētie VCF faili tika augšu-
pielādēti HaploGrep 2.0 klasifikatorā, lai noteiktu detalizētu mtDNS haplogrupu 
piederību (Weissensteiner et al. 2016). Variantu interpretācija veikta, izmantojot 
HmtVar un MITOMAP datubāzes (Preste et al. 2019; Ruiz-Pesini et al. 2006).

2.2.3.	 III publikācija – DNS izdalīšana un ddPĶR

Asins paraugu ievākšanu nodrošināja kvalificēts medicīnas personāls, iz-
mantojot EDTA stobrus (BD, Plimuta, Apvienotā Karaliste). Paraugi ievākti 
trīs laika punktos: no rīta tukšā dūšā pirms zāļu lietošanas (turpmāk tekstā dē-
vēts par 0 h laika punktu), kā arī 2 h un 6 h pēc zāļu lietošanas. Asins paraugi 
nekavējoties tika centrifugēti ar ātrumu 4000 apgr./min (3488×g) 15 minūtes 
4  °C temperatūrā, plazma fasēta alikvotos un sasaldēta -70 °C temperatūrā līdz 
turpmākai apstrādei.

Plazmas ccf-DNS tika iegūta no 200 µL svaigi atkausēta materiāla, izmanto-
jot QIAamp DNA Blood Mini Kit reaģentus (QIAGEN, Hildene, Vācija) saskaņā 
ar ražotāja norādījumiem. DNS tika eluēta 100 µL eluācijas bufera un uzglabāta 
-20 °C temperatūrā līdz turpmākai analīzei.

Absolūtai plazmas paraugu ccf-mtDNS un ccf-nDNS kvantifikācijai tika iz-
mantota ddPĶR metode, kur attiecīgi amplifikācijas mērķi bija MT-ND1 (OMIM: 
516000) un B2m (OMIM: 109700) gēni. Reakcijas maisījums gatavots saskaņā 
ar ražotāja rekomendācijām ar gala tilpumu 20 μL, kas ietver 10 μL 2×ddPĶR 
maisījumu zondēm (angļu val. supermix for probes) (Bio-Rad Laboratories, 
Dubaija, AAE), 1 μL ar katru praimeri (gala koncentrācija maisījumā: 900 nM), 
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1 μL zondes (gala koncentrācija maisījumā: 250 nM), 2 μL plazmas DNS pa-
rauga un nukleāžu brīvu ūdeni. Praimeri un zondes tika iegādāti no Metabion 
(Vācija) un izvēlēti balstoties uz literatūru (Ye et al. 2017; Belmonte et al. 2016). 
Mitohondriālā gēna MT-ND1 amplifikācijai plazmas DNS tika atšķaidīta ar 
nukleāžu brīvu ūdeni attiecībā 1:10.

Reakcijas pilieni tika ģenerēti saskaņā ar ražotāja rekomendācijām, izman-
tojot pilienu ģeneratoru (Bio-Rad Laboratories, Hercules, ASV). Pilieni pārnesti 
uz ddPĶR reakcijas plati. Reakcija veikta sekojošos apstākļos: inkubācija 95 °C 
10 min, 40 cikli ar 94 °C 30 s un 60 °C 60 s, beidzot ar 98 °C 10 min. Rezultāti 
nolasīti, izmantojot QX200 pilienu lasītāju (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
ASV) un analizēti ar QuantSoft™ Analysis Pro (1.0.596). Absolūtais ccf-mtDNS 
un ccf-nDNS kopiju skaits uz 1 μL svaigas plazmas tika aprēķināts, ņemot vērā 
atšķaidījumu.

2.2.4.	 Pret-TB zāļu farmakokinētisko parametru noteikšana ar 
LC-MS/MS

DS-TB pacientu plazmas paraugos medikamentu – izoniazīda, rifampicīna, 
pirazinamīda un etambutola – koncentrāciju noteikšanai tika izmantota validēta 
LC-MS/MS metode, kas aprakstīta iepriekš (Kivrane et al. 2021). Laukums zem 
koncentrācijas-laika līknes (AUC) no 0 līdz 6 stundām (AUC₀–₆h) tika aprēķi-
nāts, izmantojot lineāro trapezoidālo metodi, balstoties uz datiem, kas iegūti 
trīs laika punktos: pirms zāļu saņemšanas (0 h), kā arī 2 un 6 stundas pēc to uz-
ņemšanas. Šie laika punkti parasti ir visinformatīvākie terapeitisko zāļu līmeņu 
monitorēšanai (Peloquin 2002).

2.3.	Bioinformātiskās un statistiskās analīzes

Katrā pētījuma daļā tika analizēti dažādi pacientu specifiskie, dzīvesveida 
un veselības stāvokļa saistītie faktori. Analizēto faktoru līdzības un atšķirības 
katrā publikācijā ir apkopotas 2. tabulā, lai atvieglotu to uztveršanu.

Minētie faktori tika izvēlēti, lai normalizētu datus un identificētu iespēja-
mos aplūkoto biomarķieru ietekmējošos mainīgos lielumus, kurus vajadzētu 
ņemt vērā turpmākajos pētījumos vai datu interpretācijas laikā, kā arī lai izslēgtu 
kovariātu ietekmi.
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2. tabula. Promocijas darbā analizētie faktori un izmantotie statistiskie testi.

Analizētie faktori

Apskatīti visās 
publikācijās

Attiecas uz I 
publikāciju 

Attiecas uz II 
publikāciju

Attiecas uz III 
publikāciju

‣	 Dzimums
‣	 Vecums
‣	 Smēķēšanas 

paradumi
‣	 Ķermeņa masas 

indekss (ĶMI)
‣	 Alkohola 

patēriņš
‣	 Blakus 

saslimšanas

‣	 MDR-TB 
statuss
‣	 Infekcijas 

gadījums
‣	 Infekcijas 

lokācija

‣	 Injicējamie 
medikamenti – 
amikacīns vai 
kapreomicīns
‣	 Injicējamo 

medikamentu 
saņemto devu 
skaits
‣	 Antiretrovirālā 

terapija
‣	 Infekcijas 

gadījums
‣	 mtDNS 

variācijas

‣	 C-reaktīvais 
proteīns (CRP)
‣	 Papildus 

medikamentu 
lietošana
‣	 Hipertensijas 

medikamenti
‣	 Plaušu kavitācija
‣	 Zāļu izraisīti aknu 

bojājumi
‣	 Pret-TB 

medikamentu 
AUC0–6 h

Izmantotie statistiskie testi

‣	 ANOVA
‣	 ANCOVA

‣	 t-tests
‣	 Pīrsona 

korelācija

‣	 Hi-kvadrāta 
tests
‣	 Fišera tests
‣	 Loģistiskā 

regresija

‣	 t-tests
‣	 Lineārā regresija
‣	 Vilkoksonu rangu 

tests
‣	 Manna-Vitnija tests
‣	 Spīrmena korelācija
‣	 Šapiro-Vilka 

normalitātes tests

Statistiskie testi tika izvēlēti, pamatojoties uz datu tipu, to atbilstību nor-
mālsadalījumam un konkrēto pētniecisko jautājumu. Izmantotie statistiskie testi 
arī ir norādīti 2. tabulā. Visiem testiem piemērots nozīmības līmenis α = 0,05. 
Statistiskās analīzes tika veiktas, izmantojot GraphPad Prism versiju  5.01 
(Windows operētājsistēmai), R Statistical Software (v4.1.2) un XLSTAT (Adinsoft 
2021; GraphPad Software 2007; R Core Team 2021). 
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3. REZULTĀTI UN DISKUSIJA

3.1.	 MDR-TB pacientiem var novērot imunosenescences 
pazīmes

Aplūkotajā pirmās publikācijas kohortā MDR-TB pacientiem tika novē-
rotas būtiski saīsinātas telomēras (P < 0,0001) un paaugstināts mtDNS CN 
(P  =  0,0068) salīdzinājumā ar veselajām kontrolēm, turklāt šī atšķirība nebija 
saistīta ar bioloģisko vecumu. ANCOVA analīze liecina, ka visnozīmīgākais 
ietekmējošais faktors gan TL saīsināšanās, gan mtDNS CN pieaugumā bija 
MDR-TB diagnoze (attiecīgi P  =  0,002 un P  =  0,019), ņemot vērā arī citus 
pacientu specifiskos un dzīvesveida faktorus. Papildus, mtDNS CN izmaiņas 
ietekmēja arī pacientu dzimums (P < 0,001), turklāt sievietēm netika novērotas 
būtiskas izmaiņas salīdzinot ar kontroles grupu. Jāņem vērā, ka šajā kohortā 
sievietes bija nepietiekami pārstāvētas. Arī citi faktori kā ĶMI, smēķēšana un 
TB infekcijas lokācija (ārpusplaušu) var ietekmēt mtDNS CN un TL dinamiku, 
tomēr Mtb infekcija pārliecinoši bija visietekmīgākais faktors no aplūkotajiem.

Tas liek domāt, vai Mtb infekcija ir cēlonis novērotajai imunosenescencei, 
vai arī indivīdiem ar imunosenescences pazīmēm ir paaugstināts infekcijas at-
tīstības risks. Abi scenāriji ir vienlīdz iespējami. Literatūrā telomēru saīsināšanās 
ir asociēta ar pastiprinātiem iekaisuma procesiem un var kalpot kā biomarķieris 
aknu bojājumiem, ko izraisa pārmērīga ROS produkcija pret-TB zāļu iedarbībā 
(Ruiz et  al. 2021; Udomsinprasert et  al. 2020). Imūnšūnu saīsinātas telomēras 
ir saistītas ar limfopēniju un augstāku pacientu mirstību infekciozā vidē (Ruiz 
et al. 2021). Turklāt, telomēru saīsināšanās veicina progresējošu atrofiju un funk-
ciju izpildes pasliktināšanos proliferatīvos orgānos (zarnu trakta vai asinsrades), 
vienlaikus negatīvi ietekmējot funkcijas arī citos orgānos kā, piemēram, aknās 
un sirdī (Sahin et al. 2011). Telomēru saīsināšanās un disfunkcija ir saistīta arī ar 
traucētu mitohondriju bioģenēzi, funkciju izpildi, samazinātu glikoneoģenēzi un 
pastiprinātu ROS produkciju, kas, savukārt, tālāk veicina telomēru saīsināšanos 
(Sahin et al. 2011).

Sekojoši, atbildē uz Mtb infekciju palielinās mitohondriālo ROS produkcija, 
lai pastiprinātu iekaisuma atbildes reakciju, kas vienlaicīgi stimulē telomēru bo-
jājumus. Savukārt telomēru saīsināšanās paātrina mitohondriju disfunkciju un 
mtDNS izdalīšanu citosolā un cirkulācijā, sekmējot Mtb izdzīvošanu. Tādējādi 
veidojas pašuzturošs cikls, kurā infekcijas progresēšana un imūnsenescence 
savstarpēji pastiprina viena otru (Ellzey, Patrick, and Watson 2023; Qian et al. 
2019).
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3.2.	Amikacīna un kapreomicīna izraisīto blakusparādību 
izvērtējums pacientiem ar MDR-TB

Otrajā pētījumā 47 pacienti ar MDR-TB saņēma injicējamos pret-TB me-
dikamentus: amikacīnu un/vai kapreomicīnu. Vairāk nekā pusei no kohortas 
pacientu attīstījās aminoglikozīdu saistītās NZR: ototoksicitāte un/vai nefrotok-
sicitāte (n = 26/47, 55,3%). Ototoksicitāti biežāk varēja novērot pacientiem, kuri 
terapijā saņēma amikacīna injekcijas (loģistiskās regresijas analīze, P  =  0,049). 
Minētie blakusefekti literatūrā galvenokārt ir saistīti ar mitohondriju translācijas 
traucējumiem, ar sekojošu oksidatīvā stresa izraisītu mitohondriālo disfunkcija 
un šūnu nāvi (Shulman et al. 2014). Pētījumā iegūtie rezultāti atbalsta iepriekš 
izvirzīto teoriju, ka novērotās zāļu reakcijas primāri rodas aminoglikozīdu 
bioķīmisko īpašību dēļ kombinācijā ar citiem predisponējošiem faktoriem, 
piemēram, mitohondriju funkcionālo stāvokli, ģenētisko predispozīciju un pa-
stiprinātu aminoglikozīdu uzkrāšanos šūnās, kas ir īpaši jutīgas pret to ietekmi, 
t.sk., iekšējās auss sensorās šūnas un nieru proksimālo kanāliņu epitēlija šūnas 
(McDermott et al. 2022; Rivetti et al. 2023; Vuda and Kamath 2016). Novērotie 
ototoksicitātes gadījumi nekorelēja ar saņemtajām medikamentu devām vai ārs-
tēšanas ilgumu, uzsverot pacienta individuālās variabilitātes un ģenētiskā fona 
iespējamo ietekmi.

Savukārt, nefrotoksicitāte biežāk tika konstatēta pacientiem ar esošiem 
nieru funkcijas traucējumiem pirms terapijas uzsākšanas un gados vecākiem 
pacientiem (Fišera tests: P = 0,017). Ņemot vērā, ka nieru funkcija ar vecumu 
pakāpeniski samazinās, šķiet loģiski, ka nefrotoksicitāte biežāk varētu tikt novē-
rota gados vecākiem pacientiem (Noronha et al. 2022); tomēr šo saistību neap-
stiprināja multifaktoriālā loģistiskā regresijas analīze.

3.3.	 Mitohondriālo ģenētisko faktoru loma amikacīna un 
kapreomicīna saistītajās NZR

Pilna mitohondriālā genoma analīze neatklāja specifiskus, ar NZR attīstību 
saistītus variantus, kā arī netika novērotas būtiskas atšķirības NZR sastopamībā, 
analizējot specifiskus variantus vai mitohondriālās haplogrupas. 

Iegūtie rezultāti liecina, ka mitohondriju ģenētiskā variabilitāte ir pārāk 
plaša, lai izdarītu viennozīmīgus secinājumus par aplūkoto variantu saistību ar 
aminoglikozīdu izraisītajām NZR. Lai gan 34% (n  =  16) no MDR-TB pacien-
tiem, kas saņēma aminoglikozīdu injekcijas, attīstījās ototoksicitāte, neviens no 
literatūrā zināmajiem riska variantiem netika konstatēts. Taču tika identificēti 
vairāki jauni varianti ar potenciālu ietekmi NZR attīstībā.

Identificēto variantu zemās sastopamības un kohortas ģenētiskās hete-
rogenitātes dēļ ir grūti noteikt, vai tie tiešām ir saistīti ar novēroto fenotipu. 
Daudzsološs šķita m.961T>A variants, kas tika konstatēts pacientam ar 
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ototoksicitāti. Minētais variants ir lokalizēts MT-RNR1 gēnā, kas ir labi zi-
nāms ototoksicitātei raksturīgo variantu „karstais punkts”. Populāciju datubāzē 
gnomAD v4.1.0  tas ir ziņots tikai četras reizes ar aptuveno alēles frekvenci 
0,007%. Populācijas pētījumos šis variantu ziņots divreiz  – vienu reizi mūsu 
zinātniskās grupas mtDNS variantu analīzē etnisko latviešu populācijā un vienu 
reizi indivīdam no Krievijas (Dzhemilova et al. 2009; Igumnova et al. 2018).

Lai arī netika konstatētas iepriekš literatūrā ziņotās mtDNS variācijas, kas 
saistītas ar aminoglikozīdu inducētu ototoksicitāti, gandrīz visiem indivīdiem 
tika atrasti papildu mtDNS varianti, kas nebija saistīti ar to mitohondriālo 
haplogrupu. Iespējams, ka faktiskā mtDNS haplogrupa var nomākt potenciāli 
patogēnu vai fenotipu modificējošu variantu, mainot tā ekspresivitāti (La Morgia 
et al. 2020; Vila-Sanjurjo, Smith, and Elson 2021). No otras puses, fenotipu var 
regulēt arī pati šūna, „apklusinot” modificējošo variantu (Münch and Harper 
2016; Richter-Dennerlein et al. 2016). Kopumā iegūtie rezultāti uzsver blakuspa-
rādību komplekso dabu un izaicinājumus to prognozēšanā.

3.4.	Svārstības ccf-mtDNS un -nDNS CN asins plazmā pēc 
TB medikamentu saņemšanas pacientiem ar DS-TB

Pēc pret-TB zāļu saņemšanas vidējais ccf-mtDNS CN pacientu asins plazmā 
uzrādīja straujas svārstības, kur otrajā laika punktā (2 h) tas pieauga vidēji 
1,5  reizes, bet trešajā (6 h pēc zāļu saņemšanas) atkal samazinājās par 1,3  rei-
zēm. Lai novērtētu relatīvās izmaiņas pirmajās divās stundās, tika aprēķināta 
ccf-mtDNSΔ2 h/0 h attiecība. Tās vērtība variēja starp pacientiem, un to ietekmēja 
vecums, etambutola AUC0-6h un ĶMI. Šī ccf-mtDNS spēja strauji reaģēt uz fi-
zioloģiskiem stresoriem norāda uz tās potenciālu TB ārstēšanas procesa moni-
torēšanā un dažādu ietekmējošo mainīgo novērtēšanā. Kā piemēru var minēt, 
ka ccf-mtDNS līmenis var tikt izmantots, lai atšķirtu latentu TB infekciju no 
aktīvas slimības, kas atbalsta, ka šis biomarķieris atspoguļo slimības dinamiku 
(Pan et al. 2022). Iegūtie rezultāti liecina, ka ccf-mtDNS sākotnējās vērtības va-
rētu norādīt uz infekcijas smaguma pakāpi vai iedzimtās imūnās atbildes trau-
cējumiem, taču šī pieņēmuma apstiprināšanai nepieciešami papildus pētījumi.

Savukārt, ccf-nDNS līmenis plazmā sešu stundu laikā pēc zāļu saņemšanas 
saglabājās relatīvi stabils, kas drīzāk pamato tā pielietojumu kā iekšējo kontroli 
ccf-mtDNS mērījumos, īpaši gadījumos, kad novērotas to ekstrēmas vērtības. 
Papildus, tika novērots, ka pacientiem ar plaušu kavitācijām bija augstāki 
ccf-nDNS rādītāji, lai gan šī atšķirība nebija statistiski nozīmīga (p  =  0,055). 
Iespējams, ierobežotais pētījuma dalībnieku skaits mazinājis statistisko jaudu šīs 
asociācijas apstiprināšanai, taču tas arī neizslēdz potenciālo saistību.

Kopumā, var secināt, ka DNS-balstīti biomarķieri ir potenciāli izmanto-
jami TB slimības novērošanā, kur pilno asiņu mtDNS un TL labāk raksturo 
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iespējamo predispozīciju slimības attīstībai, bet plazmas ccf-DNS ir piemērotāks 
strauju terapijas reakciju monitorēšanai.

3.5.	 Citi aplūkoto DNS biomarķieru ietekmējošie faktori

Visās promocijas darbā iekļautajās publikācijās papildus ir analizēti dažādi 
slimības specifiskie un pacientu faktori, lai novērtētu to iespējamo savstarpējo 
mijiedarbību un pielietojumu TB uzraudzībā. Kā pirmo var minēt pacienta 
dzimumu, kas izrādījās statistiski būtisks faktors tikai mtDNS CN variācijās 
asinīs MDR-TB pacientiem, bet neietekmēja TL vērtības. Kopumā sievietes 
neuzrādīja nozīmīgu atšķirību analizētajos novecošanas biomarķieros, salīdzi-
not ar vecumam un dzimumam atbilstošām veselām kontrolēm. Pastāv vairāki 
iespējamie skaidrojumi novērotajām dzimuma atšķirībām. Pirmkārt, pētījuma 
kohortā sieviešu grupa bija nepietiekami pārstāvēta (n  =  12; 23,5%). Otrkārt, 
pastāv dzimuma atšķirības leikocītu skaitā, kā arī estrogēna līmenī, kas ir bū-
tiski, jo estrogēns regulē mitohondriju bioenerģētiskos procesus (Klinge 2020; 
Shim et al. 2020).

Sekojoši tika aplūkoti arī citi ar imunosenescences marķieriem saistīti 
raksturlielumi kā, piemēram, vecums. Pirmajā rakstā DS-TB pacientu kohortā 
vecums neuzrādīja ietekmi uz aplūkotajiem marķieriem, lai gan šī asociācija ir 
labi zināma populācijas pētījumos (Zole and Ranka 2018). Tas tika skaidrots ar 
pacientu grupas vecuma diapazonu un vidējo vecumu, kā arī pašas infekcijas 
ietekmi. Savukārt, pēdējā rakstā multivariātu analīzē vecums izcēlās kā statis-
tiski nozīmīgs faktors ccf-mtDNS svārstību ietekmē pēc zāļu lietošanas, lai gan 
univariātu analīzē statistiski nozīmīga ietekme netika konstatēta. Tas liecina, ka 
pacienta bioloģiskais vecums varētu darboties kā modificējošs faktors. Vecums 
kā tāds ir saistīts ar hroniskām slimībām, sistēmisku „nolietojumu”, kumulatīvo 
allostatisko slodzi un arī paaugstinātu ccf-DNS CN (Memiah et al. 2021; Tessier 
et al. 2023; Wang 2022). Tas ir būtiski arī TB kontekstā, jo organisma noveco-
šana ietekmē arī zāļu farmakokinētiku, t.sk., zāļu vielu absorbciju kuņģa-zarnu 
traktā, I fāzes metabolismu aknās un ekskrēciju nieru funkcijas pasliktināšanās 
dēļ (Reis da Silva 2024). Tomēr, ņemot vērā, ka šī asociācija tika novērota tikai 
ccf-mtDNS CN gadījumā, bet ne ccf-nDNS, tiek pieņemts, ka tā drīzāk ir saistīta 
ar iekaisuma procesiem un atbildes reakciju uz terapiju, kas gados vecākiem 
pacientiem var būt sarežģītāka (Negin, Abimbola, and Marais 2015).

Kā nozīmīgs faktors izcēlās arī ķermeņa kompozīcija, kura tika raksturota 
ar ĶMI. Šis faktors izrādījās būtisks divās no promocijas darbā iekļautajām 
publikācijām. Pirmkārt, MDR-TB pacientiem normāls ĶMI bija saistīts ar garā-
kām telomērām asins paraugos. Iegūtie rezultāti papildina literatūrā ziņotos, ka 
virssvars korelē ar īsākām telomērām kumulatīvā oksidatīvā stresa un hroniska 
iekaisuma dēļ (Warmelink et al. 2011). Savukārt, būtiska ietekme uz mtDNS CN 
netika konstatēta.
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Otrkārt, DS-TB pacientiem ar augstāku ĶMI biežāk tika novērotas ne-
gatīvas ccf-mtDNS izmaiņas divas stundas pēc zāļu saņemšanas (Δ2 h/0 h), bet 
pacientiem ar nepietiekamu svaru tika reģistrēts lielāks relatīvais ccf-mtDNS 
CN pieaugums. Šie dati norāda, ka ĶMI var ietekmēt analizētos biomarķierus, 
lai gan, iespējams, atšķirīgos veidos, jo tie atspoguļo dažādus bioloģiskos para-
metrus un atbildes reakcijas, uzsverot sarežģīto ķermeņa kompozīcijas ietekmi 
uz slimības patoģenēzi un ārstēšanu. Papildus, ķermeņa kompozīcijas izmaiņas, 
kas rodas novecošanas un hronisku slimību, tai skaitā, TB, rezultātā, bieži iz-
paužas kā muskuļu masas zudums un sekojoša palielināta taukaudu proporcija. 
Šīs izmaiņas var ietekmēt terapijas efektivitāti, jo muskuļu masa spēlē nozīmīgu 
lomu zāļu metabolismā, izplatīšanā organismā un izvadīšanā (Chung 2014; Reis 
da Silva 2024). Turklāt ar TB asociētais svara zudums pats par sevi var būt riska 
faktors aknu bojājumu attīstībai (Warmelink et  al. 2011). No otras puses, ne-
pietiekams uzturs un samazināta ķermeņa masa ir labi zināmi TB riska faktori 
(Choi et al. 2021).

No pacienta neatkarīgiem faktoriem izcēlās etambutola lietojums, tas sta-
tistiski būtiski ietekmēja ccf-mtDNS dinamiku pēc zāļu uzņemšanas, vistica-
māk, tā ķīmisko īpašību dēļ, negatīvi ietekmējot mitohondriju funkciju, izjaucot 
elpošanas ķēdes darbību (Sarkar and Ganguly 2016). Minētā iejaukšanās var iz-
raisīt pārmērīgu ROS produkciju un ATF sintēzes samazināšanos, kas, savukārt, 
stimulē ccf-mtDNS izdalīšanu (Reddam, McLarnan, and Kupsco 2022; Zhao 
et al. 2021). Citās šajā darbā iekļautajās publikācijās zāļu ietekme vai farmako-
kinētiskie parametri netika analizēti kā atsevišķi faktori, jo MDR-TB pacientiem 
lietoto zāļu shēmas ir ļoti atšķirīgas un ietver vairāk medikamentu, turklāt nelie-
lais paraugu skaits nebija pietiekams statistiskās jaudas nodrošināšanai.

Paraugu atlases kritēriju un salīdzinoši nelielo TB pacientu skaita dēļ ir aug-
sta iespēja, ka atsevišķas potenciālās faktoru asociācijas ir palaistas garām. Dažas 
statistiskās saistības tika novērotas tikai izolētās univariātu analīzēs. Piemēram, 
nesmēķētājiem telomēras bija nedaudz garākas nekā smēķētājiem un pacientiem, 
kas kādreiz ir smēķējuši, un plaušu TB slimniekiem telomēras bija garākas nekā 
pacientiem ar ārpusplaušu TB (tai skaitā to kombinētām formām), lai gan šīs 
atšķirības nebija statistiski nozīmīgas. MDR-TB pacientiem kopumā bija lielāks 
smēķētāju īpatsvars, augstāks alkohola patēriņš un zemāks ĶMI nekā vecumam 
un dzimumam atbilstošiem kontroles grupas indivīdiem. Līdzīgi novērojama 
asociācija starp CRP un ccf-nDNS bija nozīmīga tikai univariātu analīzē. Tomēr 
CRP ir labi zināms iekaisuma marķieris arī TB gadījumā, kur tas var būt protek-
tīvs pret bakteriālu infekciju (Sproston and Ashworth 2018).

Minētie novērojumi uzsver sistēmiskā iekaisuma, dzīvesveida faktoru un 
molekulāro marķieru sarežģīto savstarpējo mijiedarbību. Vairāki no aplūko-
tajiem faktoriem, piemēram, smēķēšana, samazināts ĶMI un alkohola patē-
riņš iepriekš ir aprakstīti literatūrā kā būtiski TB attīstībai (Min et  al. 2023; 
Narasimhan et al. 2013; Siddalingaiah et al. 2023). Iegūto rezultātu nesakritība 
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ar literatūrā ziņoto ir skaidrojama ar nelielo paraugkopu un analizēto faktoru 
daudzveidību. Interesanti, ka katra no šī darba pamatojošajām publikācijām 
atspoguļoja atšķirīgus biomarķieru ietekmējošos faktorus, uzsverot dažādos pa-
tofizioloģiskos mehānismus, kas nosaka mtDNS CN, TL un plazmas ccf-DNS 
variabilitāti, apliecinot šo marķieru daudzpusīgo raksturu un potenciālo pielie-
tojumu dažādos kontekstos.

3.6.	 Pētījuma ierobežojumi

Visi iegūtie rezultāti tika interpretēti ļoti kritiski, ņemot vērā pētījuma iero
bežojumus. Kā vienu no galvenajiem trūkumiem var minēt nelielo pacientu 
skaitu, kas kombinācijā ar izmantoto kvantitatīvo metožu augsto jutību varēja 
radīt grūti izskaidrojamu rezultātu variabilitāti. Iegūtos datus varēja ietekmēt arī 
ārēji faktori: primārā materiāla (asiņu vai plazmas) ieguve, apstrāde, uzglabā-
šana, transportēšana, paraugu kopējā kvalitāte, kā arī cilvēciskās kļūdas tālākā 
apstrādē.

Iegūtos rezultātus varēja ietekmēt trombocītu kontaminācija, kuras novēr-
šana plazmas paraugos nav pilnībā iespējama, jo zināma aktivācija ir neizbē-
gama asiņu centrifugēšanas laikā (Söderström et al. 2016). Papildus, ccf-mtDNS 
līmeni var ietekmēt arī citi veselības stāvokļi, kas var vēl nebūt klīniski identi-
ficēti, piemēram, neirodeģeneratīvu slimību gadījumā tas ir samazināts un var 
kalpot kā prognostisks marķieris (Lowes et al. 2020). Tāpat mtDNS CN būtiski 
atšķiras starp dažādiem šūnu tipiem, un šis faktors šajā pētījumā netika ņemts 
vērā (Filograna et  al. 2021). Pat ja tas tiktu izvērtēts, references vērtības ap-
lūkotajiem marķieriem veselos indivīdos vai dažādos audos joprojām nav de-
finētas. Šādu standartizētu atsauces vērtību iztrūkums pagaidām apgrūtina šo 
biomarķieru ieviešanu diagnostikā. Turklāt aplūkoto biomarķieru pielietojamība 
pediatriskajiem pacientiem joprojām ir neskaidra.
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SECINĀJUMI

1.	 Pacientiem ar MDR-TB novērojams imūnās sistēmas novecošanās fenotips, 
salīdzinot ar veselām kontrolēm.

2.	 MDR-TB pacientiem ototoksicitātes attīstība pēc amikacīna vai kapreomi-
cīna lietošanas nav skaidrojama ar iepriekš literatūrā ziņotajām mitohond-
riālajām variācijām, liecinot par iespējamu starppopulāciju ģenētisko varia-
bilitāti un citu, vēl neidentificētu, faktoru iesaisti.

3.	 MDR-TB pacientiem nefrotoksicitātes attīstība pēc amikacīna vai kapre-
omicīna lietošanas visticamāk ir saistīta ar iepriekšēju nieru darbības trau-
cējumu klātbūtni, nevis ar ģenētisku predispozīciju vai citiem faktoriem.

4.	 Ccf-mtDNS, bet ne ccf-nDNS, uzrāda uzskatāmu atbildes reakciju uz TB 
terapiju pacientiem ar DS-TB, īpaši uz etambutola lietošanu. Šis kvantitatī-
vais mērījums var atspoguļot individuālās pacienta farmakokinētiskās īpat-
nības.

5.	 Pacienta dzīvesveida saistītie faktori ietekmē analizēto DNS biomarķieru 
vērtības un/vai to interpretāciju.
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AIZSTĀVAMĀS TĒZES

1.	 Pacientiem ar MDR-TB novēro imūnās sistēmas novecošanās fenotipu, 
kuru raksturo palielināts mtDNS CN un saīsināts TL. Tas var attīstīties gan 
aktīvas slimības, gan arī hroniskas antigēna prezentācijas dēļ, neizslēdzot 
abu ietekmju vienlaicīgu efektu.

2.	 Ar injicējamiem medikamentiem – amikacīnu un kapreomicīnu – saistītās 
NZR galvenokārt ietekmē lietotā zāļu viela un pacienta veselības stāvoklis 
pirms terapijas uzsākšanas.

3.	 Ccf-DNS potenciāli ir izmantojama kā biomarķieris TB terapijas uzrau-
dzībai: ccf-mtDNS daudzums plazmā strauji reaģē uz zāļu uzņemšanu, 
savukārt, ccf-nDNS var kalpot kā iekšējā kontrole, apstiprinot novēroto 
svārstību ticamību.
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PATEICĪBAS 

Es gribētu izteikt visdziļāko pateicību mana promocijas darba vadītājai 
Dr. R. Rankai, kas deva man iespēju piedalīties ģenētikas laboratorijas projektos 
un neatlaidīgi rada iespējas finansējuma piesaistei mana darba turpināšanai un 
rezultātu prezentēšanai starptautiski. Paldies par atbalstu!

Liels paldies maniem fantastiskajiem LBMC laboratorijas biedriem, kas 
nežēloja savus padomus un dalījās ar idejām, reaģentiem, halātiņiem un pat 
kārumiem! Jūsu atbalsts tiešām palīdzēja iet cauri šiem izaicinošajiem gadiem, 
esmu ļoti pateicīga par to! Viktorija, Agnija, Darja – bez jums nekur!

Es gribētu izteikt pateicību arī LBMC un VIGDB par sadarbību, iekārtu no-
drošināšanu, paraugu atlasi un konsultācijām problēmu gadījumā. Šī sadarbība 
bija būtiska promocijas darba tapšanā.

Mana visdziļākā pateicība, protams, ir manai lieliskajai ģimenei! Pirmkārt, 
jau manam vīram  – paldies, ka liki man pievērsties darbam arī tad, kad mani 
neganti kārdināja Spider Solitaire, ka klausījies manos eksperimentu neveiksmes 
stāstos (pat ja tie Tev neradīja nekādu saprašanu – sorry, not sorry), un par Tavu 
nerimstošo atbalstu! Neizmērojams paldies arī maniem sunīšiem, Čiekuram un 
Frejai, kas neļāva man zaudēt veselo saprātu, nodrošināja ikdienas pastaigas un 
cītīgi strādāja virsstundas kā terapijas suņi. Šis ir jums… 

Un visbeidzot, paldies arī manai PhD atbalsta grupai no BKUS ģenētikas 
laboratorijas, it īpaši Egijai, kas dalījās ar memēm, pārlasīja manus promocijas 
darba melnrakstus un neļāva man padoties!

Visi, kas nejūtas piederīgi nevienai no minētajām kategorijām, atcerieties, 
ka es vienalga esmu dziļi pateicīga par katru atbalsta kripatiņu, iedrošinājumu 
un pozitīvu domu, kas ļāva man nokļūt tur, kur es esmu.
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