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ANOTACIJA

Tuberkuloze (TB) ir saglabajusi savu lomu ka bitisks veselibas drauds
globala méroga, par spiti inovacijam zalu vielu izstradé, terapijas protokolu
un diagnostisko metozu attistibai. TB pacienti saskaras ar terapijas blakuspa-
radibam, kas negativi ietekmé to labbttibu, dzives kvalitati vai pat noved pie
priekslaicigas terapijas partrauksanas. Sie izaicindjumi cina ar TB uzsver nepie-
cieSamibu péc jaunu biomarkieru identificésanas, lai uzlabotu slimibas gaitas
monitoringu un klinisko lémumu pienemsanu terapijas laika.

Saja promocijas darba ir aplikoti vairaki uz asinu izmekléjumiem balstiti
mitohondrialas un genomiskas DNS izcelsmes biomarkieri pacientiem ar TB
apvienojuma ar citiem potenciali ietekméjosiem faktoriem ka, pieméram, antro-
pometriskajiem raditajiem un dzivesveida paradumiem, ar mérki noteikt TB
radito biologisko lomu un sistémiskos efektus, taja skaita ari terapijas raditos.

Iegutie rezultati liecina, ka mitohondrijiem ir bitiska loma TB patogenézé,
kur TB infekcija stimulé imansenescences procesus, potenciali paatrinot in-
fekcijas attistibu. Mitohondriala $anu briva cirkuléjosa DNS uzradija strauju
atbildes reakciju uz TB terapiju, konkrétak, etambutolu, izcelot to ka potenciali
pielietojamu biomarkieri arsté$anas monitoré$anai. Turklat pacientu dzivesveida
paradumi un antropometriskie raditaji butiski ietekmé analizétos biomarkierus
un batu janem véra uzsakot terapiju un tas laika.

Iegiitie rezultati var kalpot par pamatu turpmakiem pétijjumiem, kas vérsti
uz TB gaitas novéro$anas riku un markieru izveidi, t.sk., ari uz saimniekorga-
nisma meérkétas terapijas izstradé vai tadu, kas balstiti uz mitohondrialajam
funkcijam TB patogenézé. Sada molekulara pieeja varétu uzlabot TB uzraudzibu
un terapijas iznakumu.

Atslégas vardi: tuberkuloze, mtDNS kopiju skaits, mtDNS genétiskas variacijas,
teloméru garums, biomarkieri
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SAISINAJUMI

ATF - adenozina trifosfats

AUC - laukums zem koncentracijas-laika liknes (anglu val. area under curve)
ccf-DNS - $tnu briva cirkuléjosa DNS (anglu val. circulating cell-free DNA)
CN - kopiju skaits (anglu val. copy number)

CRP - C-reaktivais proteins

DAMP - bojajumu saistitais molekularais paterns
(anglu val. damage-associated molecular pattern)

ddPKR - pilienu digitala PKR

DS-TB - zalu jutiga TB (anglu val. drug-sensitive TB)

HIV - cilvéka imundeficita viruss (anglu val. human immunodeficiency virus)
KMI - kermena masas indekss

LC-MS/MS - gkidruma hromatografija-tandéma masspektrometrija

MDR-TB - multirezistenta tuberkuloze
(anglu val. multidrug-resistant tuberculosis)

Mtb - Mycobacterium tuberculosis

mtDNS - mitohondriala DNS

nDNS - kodola DNS (anglu val. nuclear DNA)
NGS - jaunas paaudzes sekvencésana

NZR - nevélamas zalu reakcijas

OXPHOS - oksidativa fosforilacija

PKR - polimerazes kédes reakcija

PVO - Pasaules Veselibas organizacija

ROS - reaktivie skabekla savienojumi

TL - teloméru garums (anglu val. telomere length)



IEVADS

Tuberkuloze (TB) ir butisks izaicinajums veselibas nozarei visa pasaulé, kas
katru gadu izraisa navi miljoniem cilvéku, it ipasi zemu un vidéju ienakumu
regionos (WHO 2024c). Lai gan ir novérojami uzlabojumi diagnostikas un
terapijas stratégiju attistiba, nav iespéjams veiksmigi paredzét slimibas gaitu
vaj laicigi atpazit individus, kas ir paklauti augstakam blakusparadibu riskam.
Markieri, kas Jautu savlaicigi novértét uznémibu pret TB infekciju, attistibas
gaitu un atbildes reakciju uz terapiju, varétu ievérojami uzlabot TB arstésanas
stratégijas un terapijas iznakumus.

Attieciba uz biomarkieriem, mitohondriji ir daudzsoloss molekularais mér-
kis. Lai gan vislabak tie ir pazistami ar savu lomu $tnu energijas metabolisma,
salidzinosi nesen tie atziti arl par batiskiem imanas sistémas reakciju un iekai-
suma procesu regulatoriem. Minétie procesi ir ciesi saistiti arl ar TB patogenézi,
un tadéjadi mitohondriji, iespéjams, varétu kalpot par biomarkieriem cilvéka
organisma reakciju monitorésanai terapijas laika. Pieméram, izmainas mito-
hondriju DNS molekulu kopiju skaita (mtDNS CN), kombinacija ar teloméru
cenci, kas, savukart, var ietekmét saimniekorganisma uznémibu pret infekcijas
slimibam, tostarp arl TB. Tas liek vaicat, ka DNS balstiti biomarkieri varétu tikt
izmantoti TB arsté$anas uzraudzibas uzlabo$anai, un kadus tiesi slimibas gaitas
aspektus tie varétu atspogulot.

Darba nozime: $aja darba ir analizéti mtDNS CN, mitohondrialo genétisko
variaciju, asinu $tnu TL un pacientu individualie faktori ka potenciali biomar-
kieri, lai novértétu TB biologisko ietekmi uz saimniekorganismu un raksturotu
pret-TB zalu raditos sistémiskos efektus. Lai gan ir nepiecieSami turpmaki péti-
jumi $o rezultatu pielieto$anai kliniskaja praksé, darbs sniedz vértigu ieskatu TB
patogenézé un pret-TB terapijas raditajos sistémiskajos efektos, tadéjadi veicinot
turpmaku personalizétas terapijas pieeju izstradi un uzlabojot TB gaitas uzrau-
dzibu.

Pétijuma merkis: Izpétit TB pacientu asinu izmekléjumos balstitus DNS
biomarkierus, mitohondrialas un $anu kodola izcelsmes, lai novértétu to po-
tencialo lomu un pielietojumu slimibas gaitas, terapijas un pret-TB zalu radito
blakusparadibu uzraudziba.

Darba uzdevumi:

1) Veikt mtDNS CN un TL noteik$anu TB pacientu asinu paraugos,

salidzinat mérjjumu rezultatus ar kontroles grupas paraugiem, kas ir
salagoti péc vecuma un dzimuma sadalijjuma;



2) Veikt pilna mitohondriala genoma variantu analizi multirezistentas TB
(MDR-TB) pacientiem, lai noteiktu to iespéjamo ietekmi uz amikacina
un kapreomicina izraisitajam blakusparadibam;

3) Veikt cirkuléjosas $anu brivas mtDNS (ccf-mtDNS) un kodola DNS
(ccf-nDNS) CN mérjjumus pacientu ar zalu jutigu TB (DS-TB) plazma
pirms un péc medikamentu sanemsanas, lai noteiktu istermina sisté-
miskos efektus;

4) Noteikt citus, pacientu specifiskos un dzivesveida saistitos, faktorus, kas
varétu ietekmét TB attistibu un/vai novéroto biomarkieru veértibas.

Darbs tapis pateicoties vairaku projektu atbalstam: Valsts Pétijjuma prog-

rammas Biomedicina sabiedribas veselibai (BIOMEDICINE) ,Inovativu in-
fekcijas procesa regulacijas un modulacijas stratégiju izveide” (7. projekta,
7.3. apaksprojekta ceturta posma), Rigas Stradina universitates pétijuma granta
Nr. 23030103 un 6-ZD-22/25/2022, Latvijas Zinatnes padomes fundamentalo un
lietisko pétijumu projekta Nr. 1zp2020/1-0050 un Eiropas Atveselosanas fonda
»Latvijas Organiskas sintézes institGita un Latvijas Biomedicinas pétijumu un

BMC/DG).



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. leskats TB

TB galvenais izraisitajs Mycobacterium tuberculosis (Mtb) ir uzskatams par
navéjosako patogénu cilveces vesture, kas laika gaita ir izraisijis vairak naves
gadijumu neka jebkur$ cits mikroorganisms. Lai gan TB ir arstéjama un sava
zina pat novér$ama, katrs ceturtais individs ir inficéts ar Mtb - sauktu ari par
latento infekciju -, kas var klat aktiva un izraisit simptomus 5-10% gadijumu, ja
imana sistéma ir novajinata (Houben and Dodd 2016; WHO 2024c).

Globali 2023. gada aptuveni 10,8 miljoniem cilvéku tika diagnosticéta TB,
no tiem 8,2 miljoni bija pirmreizéjas infekcijas pacienti, savukart 1,25 miljoni
gaja boja §is slimibas dé] (WHO 2024c). Lai gan kopuma TB incidence samazi-
nas, MDR-TB prevalence pakapeniski pieaug un rada batiskus draudus sabied-
ribas veselibai (WHO 2024a). Si iemesla dél, neskatoties uz visiem uzlaboju-
miem TB diagnostika, arstéSana un profilaksé, TB saglaba savu vadoso lomu ka
navéjosaka infekciju slimiba, it ipasi starp augsta riska populacijam, pieméram,
cilvéka imundeficita virusa (HIV) pacientiem, individiem ar citam hroniskam
slimibam, nepietiekamu uzturu vai augstas saslimstibas regionos dzivojosajiem
(WHO 2024a).

1.1.1. Mycobacterium tuberculosis patogenitates mehanismi

Mtb ir viena no Mtb kompleksa baktérijam, kuru atklajis Roberts Kohs
1882. gada. Mtb ir intracelulars mikroorganisms, kuru izplata aerosolu veida
ar aktivu TB inficéts individs klepus, $kaudisanas vai runasanas laika. Ieelpojot
vienu lidz piecam baktérijas njinam var but pietiekosi, lai attistitos infekcija
(Tellier et al. 2019).

Kad bakterija noklust elpcelos, iedzimta imtnsistéma aktivizé savus aizsar-
dzibas mehanismus caur epitelialo barjeru: alveolara epitélija $inam un alveo-
larajiem makrofagiem, kas ir primarais Mtb meérkis (Nunes-Alves et al. 2014).
Inficétie alveolarie makrofagi (vai Mtb baktérijas tie$i) migré uz plausu intersti-
cialajiem audiem, kur sekojosi inficé dazadus no monocitiem atvasinatus un
audos mitosus makrofagus, dendritiskas $tinas un neitrofilus (Chandra, Grigsby,
and Philips 2022). Ja iedzimtas imunitates atbildes reakcija ir efektiva, Mtb
baktérijas tiek pilniba eliminétas, novérsot aktivas infekcijas attistibu (Chandra
et al. 2022; Nunes-Alves et al. 2014).

Ja iedzimta imunitate nav spéjusi likvidét patogénu, tiek aktivizéta adap-
tiva imunitate. Dendritiskas $tnas vai inflammatorie monociti migré uz



pulmonalajiem limfmezgliem, kur tiek apmacitas antigéna specifiskas T $iinas
(Chandra et al. 2022). Sis process ierosina imin$inu mobilizésanu uz plausu pa-
renhimu, novedot pie granulomu izveides (Pai et al. 2016). Granulomu funkcija
ir infekcijas izplatibas ierobezo$ana, tas veido nekrotisks kodols, kuru apnem
amorfa imansanu masa, veidota no Mtb inficétiem alveolarajiem makrofagiem
(Ramakrishnan 2012). Lai gan granulomu meérkis ir infekcijas ierobezosana,
tas var kalpot par aizsargajosu mikrovidi Mtb populacijai, laujot izvairities no
imiinsistémas identificédanas un eliminacijas. Sis mehanisms lauj infekcijai per-
sistét kliniski latenta stavokli, saglabajot ierobezotu replikaciju (Luies and du
Preez 2020).

Latentu TB raksturo pastaviga imansistémas atbilde uz Mtb antigéniem, bez
klasiskajam aktivas slimibas izpausmém, ta¢u ar paaugstinatu risku tas attistit
(Narasimhan et al. 2013). Infekcija latenta stavokli var persistét pat gadu desmi-
tiem ilgi, reaktivizéjoties tikai apstaklos, kas ir labveéligi transmisijai, vai ari tad,
kad bakteriala slodze klast parmériga. Tas var izraisit granulomas sabrukumu,
laujot baktérijam nonakt asinsrité vai atgriezties elposanas traktd (Anes et al.
2023; Lin et al. 2014; Pai et al. 2016).

Mtb izmanto dazadus mehanismus, lai izdzivotu saimniekorganisma un
modulétu ta imanreakcijas (izvairoties vai aizkavéjot tas). Pieméram, Mtb in-
ducé apoptozi inficétajos makrofagos un nekrozi alveolara epitélija $tnas, aptur
fagosomu nobrie$anu inficétajas $tinas un dendritisko $iinu nobriesanu, aizkaveé-
jot T $tinu aktivaciju. Turklat Mtb spéj parprogrammeét imanstnu metabolismu,
izraisot mitohondriju disfunkciju, ka rezultata attistas T $anu izsikums un ne-
efektiva adaptiva imtnreakcija (Ankley, Thomas, and Olive 2020; Chandra et al.
2022; Danelishvili et al. 2003; Russell et al. 2019; Vazquez et al. 2017).

1.2. TB arstésana un blakusparadibas

TB arstésanas shéma pédéjos gados ir batiski uzlabojusies, klastot isaka un
optimizétaka. DS-TB tagad tiek arstéta tikai ar perorali lietojamiem medika-
mentiem. Standarta DS-TB terapiju veido intensiva faze, kas ilgst divus ménesus,
kurai seko uzturos$a faze divu lidz ¢etru ménesu garuma, lietojot 4-5 dazadus
antibiotiku preparatus. Kop$ 2021. gada seSu méne$u arstésanas rezims tiek uz-
skatits par zelta standartu, un tas ir piemérots visiem pacientiem neatkarigi no
vecuma, slimibas smaguma vai HIV statusa (WHO 2022a). Se$u ménesu shéma
ietver divu meénesu garu pirmas izvéles zalu terapiju ar izoniazidu, rifampicinu,
pirazinamidu un etambutolu, kurai seko ¢etru ménesu gara terapija ar izonia-
zidu un rifampicinu.

MDR-TB arsté$ana ir daudz izaicino$aka neka DS-TB. MDR-TB ir definéta
ka TB, kuru izraisa Mtb celmi, kas ir rezistenti pret vismaz diviem pirmas izve-
les pret-TB medikamentiem: rifampicinu un izoniazidu (WHO 2024b). Kopéja
aprékinata MDR-TB prevelence pasaulé ir aptuveni 11,6%, ar augstako izplatibu



Austrumeiropas valstis, Krievija, Centralazija un dala Kinas (Salari et al. 2023).
Lidz 2016. gadam MDR-TB terapija ilga 18-24 méne$us un ietvéra vairakus
injicéjamos medikamentus, kuri asociéti ar smagam blakusparadibam. Kop$
Pasaules Veselibas organizacijas (PVO) vadliniju atjauno$anas 2022. gada un
jaunu medikamentu apstiprinasanas terapija, tiek rekomendétas isakas, perora-
las arstniecibas shémas. Sobrid MDR-TB arsté$anas rezimi var tikt iedaliti sedu
ménesu, devinu ménesu vai garakos rezimos. Mtb celma zalu jutibas testéSana
nosaka pacienta piemérotibu konkrétai arstésanas shémai (WHO 2022b).

Se$u ménesu arstésanas shému sastada Cetri medikamenti: bedakvilins, pre-
tomanids, linezolids un moksifloksacins (WHO 2022b). Devinu méne$u shéma
tiek lietota pacientiem, kuri nav pieméroti isakajai seSu ménesu shémai. Ta ie-
tver Cetru ménesu ilgu intensivo fazi (bedakvilins, levofloksacins vai moksiflok-
sacins, etionamids, etambutols, augstas izoniazida devas, pirazinamids un klofa-
zimins), kurai seko turpinajuma jeb uzturé$anas faze atlikusajos piecos ménesos
(levofloksacins vai moksifloksacins, klofazimins, etambutols un pirazinamids).
Garaka MDR-TB terapijas shéma (18-24 ménesi) tiek pielagota pacientiem ar
papildu zalu rezistenci vai citiem komplicéjosiem faktoriem. Arsté$anas shémas
izveli ietekmé kliniskie faktori (pieméram, slimibas smagums, aknu vai nieru
mazspéja, nekontroléts cukura diabéts vai HIV statuss), kontekstualie faktori
(pieméram, HIV vai izoniazida rezistences izplatiba) un pieejamibas faktori
(pieméram, TB zalu pieejamiba un izmaksas) (WHO 2022a). Terapijas ilgums
var tikt pielagots atkariba no pacienta atbildes reakcijas uz terapiju (WHO
2022b).

1.2.1. Nevélamas zalu reakcijas TB terapija

Nevélamas zalu reakcijas (NZR) var ietekmét dazadas organu sistémas, un
to smaguma pakape parasti varié no vieglas (1. pakapes) lidz potenciali leta-
lai (4. pakape). NZR var klasificét, izmantojot DAIDS (anglu val. Division of
acquired immunodeficiency syndrome) gradacijas tabulu pieaugu$o un bérnu
blakusparadibu smaguma pakapes noteiksanai:

o 1. pakapes (vieglas): simptomi neietekmeé vai ietekmeé nedaudz ikdienas

socialas un funkcionalas aktivitates;

o 2. pakapes (mérenas): simptomi ietekmé vairak neka tikai nedaudz
ikdienas socialas un funkcionalas aktivitates;

o 3. pakapes (smagas): simptomi izraisa nespéju veikt ierastas socialas
un funkcionalas aktivitates;

o 4. pakapes (dzivibu apdraudo$as): simptomi izraisa nespéju veikt
pamata funkcijas vai prasa medicinisku vai kirurgisku iejauksanos, lai
novérstu paliekosu bojajumu;

o 5. pakapes (letalas): izraisa pacienta navi (NIH 2017).

Balstoties uz PVO sniegtajiem datiem, aptuveni 19,3% pacietu ar DS-TB at-

tistas 3. pakapes vai pat augstakas NZR (WHO 2022a). Tacu $aja jautajuma dati
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ir pretrunigi un atskiras starp dazadiem geografiskajiem regioniem. 2022. gada
Brazilija veiktaja pétijjuma tika zinots, ka 78,8% TB pacientu attistas vismaz
viena NZR. Visbiezak sastopamas NZR ir hiperurikémija (27,8%), dispepsija
(22,9%) un dermatologiskas izpausmes (17,1%) (Sant”Anna et al. 2022). Tomér
88,7% no DS-TB pacientiem ar NZR, izpausmes radija vieglus vai mérenus bo-
jajumus (Sant’Anna et al. 2022).

Salidzinajuma ar DS-TB, MDR-TB arsté$ana prasa ilgaku laiku, lielaku me-
dikamentu slogu, augstakas zalu devas un ieklauj medikamentus ar augstaku
toksicitates risku. Turklat pacientiem var rasties smagas un neatgriezeniskas
NZR, kas var novest pie sliktakiem arstésanas rezultatiem, un izraisit navi aptu-
veni 15% MDR-TB pacientu. Smagu NZR gadijuma var tikt mainita TB terapija,
tadéjadi vél vairak apdraudot arstéSanas efektivitati. Lai gan isaki TB terapijas
rezimi ir saistiti ar zemaku NZR penetranci, to pielietojums ne vienmeér ir ie-
spé&jams (WHO 2022b).

Balstoties uz nesenu 2020. gada metaanalizi par MDR-TB arstésanu, tikai
61,3-69,7% pacientu terapija bija veiksmiga (Lan et al. 2020). Turklat aptuveni
24% pacientu novéroja vismaz vienu pietiekami smagu NZR, lai partrauktu kada
medikamenta lieto$anu. Pieméram, injicéjamie medikamenti — amikacins un
kanamicins - visbiezak tika partraukti ototoksicitates dé| (attiecigi 87% un 75%
gadijumu), savukart nefrotoksicitate veidoja 51% no kapreomicina izraisitajam
NZR, kas noveda pie §1 medikamenta lieto$anas partrauks$anas (Lan et al. 2020).

1.3. DNS balstitu biomarkieru loma TB

Pagreizéjie diagnostikas riki, pieméram, Mtb antigénu testi (tuberkulina
adas tests, IGRA (interferona-gammas (IFN-y) izdaliSanas tests) vai T-SPOT
tests), krépu uztriepju mikroskopija, kraskurvja rentgenografija un automatize-
tais molekularais tests Xpert MTB/RIF speélé butisku lomu TB diagnostika, ak-
tivas slimibas uzraudziba, arsté$anas monitoré$ana un iznakumu prognozééané
(Heyckendorf et al. 2022; Huang et al. 2022; Nogueira et al. 2022). Tomér $im
metodém ir ari batiski ierobezojumi, tostarp zema vai mainiga jutiba, laikietil-
pigums vai mazaka efektivitate pediatriskiem pacientiem (Huang et al. 2022).
Turklat tradicionalas pieejas var bat mazak efektivas, lai atklatu arpusplausu,
uztriepes negativas vai latentas TB infekcijas (Huang et al. 2022; Jain et al. 2024).
Minéto iemeslu dé] jaunu biomarkieru izstrade varétu uzlabot diagnostisko me-
tozu jutibu, specifiskumu un pieejamibu, potenciali novérsot esosos trakumus.

Nemot véra, ka biomarkieru pétnieciba aktivi koncentréjas uz specifiskuma
un jutibas palielinasanu, saglabajot izmekléjumu péc iespéjas neinvazivaku, tiek
izmekléti dazadi biomarkieri, kas balstiti uz DNS molekulu ka galveno meérki,
gan audu paraugos, gan $unu brivos biologiskos skidumos, plasak zinamu ka
$kidro biopsiju (Li et al. 2024). DNS balstitiem biomarkieriem ir vairakas prieks-
rocibas salidzinajuma ar tradicionalajam metodém, pieméram, mikroskopiju
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vaj kultiiru rezistences testiem: augsta jutiba un specifiskums, atraka rezultatu
ieguve, zema parauga starta koncentracija, ko var potenciali izmantot ari laten-
tas infekcijas diagnostika, ka arl ir pieejamas dazadas tehnologijas, kuras var
integrét portativas iericés, atvieglojot pielietojumu resursu limitétas lokacijas
(Heyckendorf et al. 2022; Nathavitharana et al. 2022; Wang et al. 2022; Yayan
et al. 2024).

Tomeér neviens tests vienlaikus nevar atbildét uz visiem kliniskajiem jau-
tajumiem. Tadé] pacientu terapijas atbildes reakcijas, slimibas progresija un
iznakums butu jauzrauga, izmantojot dazadu metozu kombinaciju, ietverot gan
tradicionalos rutinas testus, gan inovativas metodes. Paslaik nav vienpratibas
par saimniekorganisma specifiskiem DNS biomarkieriem diagnostikas vai tera-
pijas novérosanas noltkiem, uzsverot nepiecieS$amibu péc tadu izstrades (Shaik,
Pillay, and Jeena 2024).

No daudzsolo$ajiem DNS biomarkieriem $aja darba detalizétak tiks ap-
skatiti tie, kas iegiti no asinim, paradot to potencialo lomu TB diagnostikas
un slimibas gaitas uzraudziba. Turpmakas literattiras apskata sadalas pamato §i
promocijas darba izvélétos mérkus no molekulara un fiziologiska skatupunkta.

1.3.1. DNS balstiti biomarkieri no pilnam asinim: mtDNS un

TL diagnostiskais potencials

Ka jau iepriekséja nodala tika uzsvérts, DNS balstiti biomarkieri ir loti per-
spektivi. Tomér vairums pétijjumu koncentréjas uz patogéna, nevis saimniekor-
ganisma DNS pielietosanu diagnostika. No saimniekorganisma viedokla mtDNS
perspektivi ir labs mérkis TB infekcijas monitorésanai.

Mitohondriji ir daudzfunkcionalas organellas, kas, neatkarigi no kodola,
satur pasi savu DNS un ir atbildigi ne tikai par adenozina trifosfata (ATF)
produkciju un oksidativo fosforilaciju (OXPHOS), bet ari par sinu REDOX
lidzsvara modulésanu, reaktivo skabekla savienojumu (ROS) razo$anu, pH un
Ca® koncentraciju reguléSanu un to homeostazi. Turklat mitohondriji regulé
$tnas ciklu, inicié apoptozi un piedalas dazados signalcelos un epigenétiskaja
regulacija caur Krebsa cikla starpproduktiem (Wallace 2015; Wallace and Fan
2010; Weinberg, Sena, and Chandel 2015). Papildus jau minétajam funkcijam
mitohondriji ir iesaistiti ari iedzimtas imanas atbildes regulacija, izmantojot
dazadus mehanismus.

Pateicoties mtDNS relativajai hipometilacijai, strukturalajam ipasibam un
uznémibai pret oksidativiem bojajumiem, ta ir lielisks bojajumu saistito mo-
lekularo paternu jeb DAMP (anglu val. damage-associated molecular patterns)
avots. No mtDNS atvasinatie DAMP aktivizé iedzimtas iminas atbildes senso-
rus, stimulé citokinu izdaliSanos un veicina dazadu iekaisigu slimibu patologiju
(West and Shadel 2017). Ir pieradits, ka Mtb infekcija tiesi palielina mitohond-
riju stresu un ROS produkciju, izraisot oksidétas mtDNS izdali$anos citosola,
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kur ta darbojas ka DAMP, medigjot iedzimto antimikrobialo imunitati un lokalu
iekaisumu (West and Shadel 2017).

Cirkulgjos$o asinu $anu mtDNS CN varétu kalpot ki mitohondriju dis-
funkcijas indikators, $adu stavokli izraisa ari hroniska Mtb infekcija un ilgstosa
antigénu prezentacija (Malik and Czajka 2013; Russell et al. 2019). Lai gan
mtDNS CN lielakoties literattra saistits ar geriatrijai raksturigim slimibam,
sirds un asinsvadu veselibu, laundabigiem audzéjiem un citam hroniskam sa-
slim$anam, ir zinota ari ta loma infekcijas slimibu predispozicijas prognozésana,
slimibas smaguma novérté$ana un zalu blakusparadibu paredzésana (Castellani
et al. 2020; Sun et al. 2019; Udomsinprasert et al. 2022; Wang et al. 2012).

Sistémisks oksidativais stress un mitohondriju disfunkcija ir saistiti ari ar T
$tnu disfunkciju un iekaisuma saistito novecosanos (anglu val. inflammaging) -
stavokli, ko raksturo novecojusu imansanu uzkrasanas, kas vél vairak pastiprina
sistémisko iekaisumu un vajina imino atbildi (Escrig-Larena, Delgado-Pulido,
and Mittelbrunn 2023). Dazadi biomarkieri var raksturot inflammaging, tostarp
DNS balstiti markieri, pieméram, mtDNS CN, ka ari leikocitu TL (Lin and Epel
2022). Oksidativa stresa ietekmé teloméras saisinas, tadéjadi apdraudot kopéjo
genomiskas DNS stabilitati. Saisinats TL ir saistits ari ar augstaku mirstibu da-
zadu, ar vecumu saistitu, patologiju dél (Dolcini et al. 2020). TL jau ir zinots ka
prognostisks markieris TB arsté$anas iznakumam, kur pacientiem ar garakam
teloméram diagnozes uzstadisanas laika ir novérojami labaki terapijas rezultati
(Katoto et al. 2021).

Atgriezoties pie mtDNS, ir svarigs ne tikai tas CN, bet ari pati kodéjosa
seciba. Aptuveni 93% no mtDNS genoma ir kodéjosi un satur evolicijas gaita
saglabajusas, biezas variacijas, kas norada uz piederibu konkrétai mitohondrialai
haplogrupai (Chinnery and Hudson 2013). Ta ka mtDNS nesatur intronus, ta
reagéjot uz oksidativo stresu un citiem vides faktoriem (Ferreira and Rodriguez
2024). Gan mantotas, gan iegiitas mtDNS variacijas var ietekmét mitohondriju
aktivitati, elposanas kédes darbibu un kopé&o mitohondrialo funkcionalitati
(Heidari et al. 2022; Sanchez-Contreras and Kennedy 2022; Schaefer et al. 2022;
Vazquez-Coto et al. 2022). Iepriek$ minétais norada, ka haplogroupu vai so-
matisko mtDNS variaciju klatbitne varétu ietekmeét iekaisuma patologiju (West
and Shadel 2017). Paslaik mtDNS variaciju ietekme uz imtnas atbildes modu-
laciju nav skaidra un ir nepieciesami papildus pétijumi. Savukart, attiecinot uz
TB, ir zinamas vairakas mtDNS variacijas, kuram ir batiska loma otras linijas
injicéjamo medikamentu - aminoglikozidu — NZR attistiba (Gao, Chen, and
Guan 2017; Jones et al. 2021).

1.3.2. Sanu brivas DNS balstiti biomarkieri asins plazma

Skidra biopsija pédéjas desmitgades laika ir guvusi arvien lielaku uzmanibu.
Ta ir daudzsoloss riks, kas pielietojams agrina diagnostika un dazadu veselibas

13



stavoklu monitorésana. Butiskakas prieksrocibas ir mazs nepiecieama ievades
materiala apjoms un plass iespéjamo pielietojumu klasts (Adhit et al. 2023;
Caputo et al. 2023). Skidras biopsijas metodes, kas nosaka dazadus cilvéka
izcelsmes $tunu brivas cirkulgjosas DNS (ccf-DNS) meérkus, jau tiek pielietotas
kliniskas diagnostikas kontekstos, pieméram, prenatalaja aprtpé, onkologija un
geriatrijas raksturigo saslims$anu izpété (Zimmer et al. 2022). Turklat ta var tikt
pielietota infekciozo agentu DNS noteiksana saimniekorganisma (Fernandez-
Carballo et al. 2019; Szilagyi et al. 2020).

Tiek uzskatits, ka veseliem individiem ccf-nDNS asins plazma galvenokart
rodas no limfoido un mieloido $anu apoptozes, savukart, ccf-mtDNS izcelsme
galvenokart skaidrojama ar cirkuléjosiem $tnu briviem mitohondrijiem (Roch
et al. 2021; Snyder et al. 2016). Kopuma ccf-nDNS daudzums ir stabilaks neka
ccf-mtDNS, taCu tas limeni var svarstities atkariba no individa dzimuma un
vecuma (Meddeb et al. 2019). No otras puses, ccf-mtDNS koncentracija plazma
var strauji pieaugt, ka atbildes reakcija uz psihologisko vai fiziologisko stresu
(Trumpf et al. 2019). Ta ka ccf-mtDNS tiek sekretéta gan citosola, gan arpus-
$anu telpa un atpazita ka DAMP, ta varétu kalpot ari ka funkcionala saikne starp
mitohondriju bojajumiem un sistémisko iekaisumu (Cossarizza et al. 2011; West
et al. 2015).

Ccf-DNS koncentraciju variacijas ir plasi pétitas dazadas pacientu grupas,
taja skaita, individiem ar infekcijas slimibam, fiziskam traumam, kritiski smagu
stavokli vai sirds un asinsvadu saslim$anam, noradot tas potencialu diagnostika
dazados mediciniskajos scenarijos (Jackson Chornenki et al. 2019; Peng et al.
2024; Trulson et al. 2023; Vajpeyee et al. 2020; Zhang et al. 2024). Turklat ccf-
DNS var kalpot ka daudzpusigs biomarkieris klinisko [émumu pienpemsanai,
terapijas gaitas uzraudzibai, mikroorganismu rezistences identificé$anai un
minimalas rezidualas slimibas noteik$anai, padarot to ipasi pievilcigu hronisku
infekciju uzraudziba (Nyaruaba et al. 2019; Rahat et al. 2020).

TB konteksta pétijumos ir pieradits, ka cirkuléjosas bakterialas izcelsmes
DNS noteiksana plazma pacientiem ar plausu TB var kalpot ka daudzpusigs
biomarkieris diagnostikas noltikiem, savukart, ccf-mtDNS CN nesen identifi-
céts ka potencials biomarkieris latentas un aktivas TB infekcijas diferenciacijai
(Nyaruaba et al. 2019; Pan et al. 2022). Lidzigi rezultati pieraditi ari COVID-19
pacientiem, kur ccf-mtDNS daudzums tika izmantots, lai atSkirtu asimptomatis-
kus un simptomatiskus individus no kontroles grupas (Shoraka et al. 2023). Sie
rezultati uzsver skidro biopsiju potencialu ka daudzsolo$u riku rutinas diagnos-
tika, ipasi TB konteksta, kur ta varétu uzlabot agrinu diagnosticé$anu un realizét
precizijas medicinas pieejas.
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Pétijjuma dizains un paraugu ievaksana

Promocijas darba mérkis bija veikt no asinim iegitu biomarkieru — mtDNS
un nDNS balstitu - izpéti TB pacientiem, vérSot uzmanibu uz to iespéjamo
lomu slimibas patogenézé, arstésanas efektivitaté un NZR attistiba, ka ari izpétit
sarezgitas mijiedarbibas starp imansenescenci, mitohondriju funkcijam un dzi-
vesveida faktoriem pacientiem ar DS- vai MDR-TB. Si pétjjuma sakuma viens
no perspektivajiem nakotnes meérkiem bija potencialu kandidatmarkieru iden-
tificé$ana, kurus varétu izmantot kliniskaja praksé ka rikus slimibas progresijas
uzraudzibai vai TB smaguma novértésanai. Si iemesla dé] izmantotas moleku-
laras metodes tika apzinati saglabatas vienkarsas, lai nepiecieamibas gadijuma
veicinatu to integraciju kliniskaja praksé (1. tabula).

Pirmas divas publikacijas no 2021. un 2023. gada apraksta pétijumus, kas
ir realizéti uz retrospektiviem kliniskajiem gadijumiem, to uzmanibas centra
ir MDR-TB pacienti. Pacientu kohorta tika ievakta laika posma no 2014. lidz
2017. gadam. DNS paraugi tika iegati no Valsts iedzivotaju genoma datubazes
péc Rovites un kolégu aprakstita protokola (Rovite et al. 2018).

Tresa publikacija ir $kérsgriezuma pétijums, kura analizétas ccf-DNS dau-
dzuma izmainas asinis pacientiem ar DS-TB. Sis publikacijas tap$ana tika iz-
mantota cita pacientu kohorta vairaku iemeslu dél: (1) DS-TB pacienti sanem
mazak medikamentu, tadé] ir vieglak izsekojamas zalu metabolitu mijiedarbibas;
(2) bija nepiecieSami svaigi plazmas paraugi — butiski precizai metabolitu ana-
lizei; un (3) pacienti bija pirmreizéji diagnosticéti, bez smagam blakusslimibam
vai komplicétas anamnézes, samazinot iesp&jamos mijiedarbojosos faktorus.
Paraugi tika ievakti Tuberkulozes un plausu slimibu centra, bet DNS izdaliSana
no $iem paraugiem veikta Latvijas Biomedicinas pétijumu un studiju centra.
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1. tabula. Promocijas darba ieklauto publikaciju kopsavilkums: pétijumu grupas un
izmantotas metodes.

I publikacija
(Freimane et al. 2021)

IT publikacija
(Freimane et al. 2023)

TIT publikacija
(Freimane et al. 2025)

infekcija ir saistita
ar izmainam
novecos$anas
biomarkieros
periférajas asinis

iespéjamo saistibu ar
dazadiem pacienta,
slimibas specifiskiem
vai terapijas
saistitiem faktoriem

Pétijuma Retrospektivs Retrospektivs Skérsgriezuma
tips pétijums
Paraugu Valsts iedzivotaju Valsts iedzivotaju Tuberkulozes un
ieguves genoma datubaze genoma datubaze plausu slimibu centra
avots (Rovite et al. 2018) (Rovite et al. 2018) uznemtie pacienti
(Rigas Austrumu
kliniska universitates
slimnica)
Petijjuma Nyprop = 51 n = 47 n=25
grupa Niroe = 57
Veselibas MDR-TB pacienti MDR-TB pacienti DS-TB pacienti
stavoklis un péc vecuma un
dzimuma salagotas
veselas kontroles
Izmantotais | DNS izdalita no DNS izdalita no DNS izdalita no asins
biologiskais | pilnam asinim pilnam asinim plazmas
materials
Galvenas Reala laika Pilna mtDNS 1) Pilienu digitala
molekularas | polimerazes kédes genoma PKR (ddPKR)
metodes reakcija (PKR) sekvencésana 2) LC-MS/MS
izmantojot
jaunas paaudzes
sekvencésanu (NGS)
Merkis Noteikt vai MDR-TB | Apskatit NZR Noteikt ccf-mtDNS

un -nDNS svarstibas
DS-TB pacientu
plazma péc pret-TB
medikamentu
uznemsanas
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Visu tris publikaciju pétijumu pacientu ieklausanas kritériji ietvéra: vecumu
virs 18 gadiem; parakstitu informéto piekriSanu; atbilstosu MDR-TB vai DS-TB
diagnozi; pieejamu klinisko informaciju. Izslégsanas kritériji tika pieméroti tikai
tresaja publikacija: gratnieciba un koinfekcija ar citu mikrobialu vai viralu in-
fekciju (pieméram, C vai B hepatita virusu, HIV).

Informacija par pacientu dzivesveida paradumiem, antropometriskajiem ra-
ditajiem un citiem iespéjamiem ietekméjosiem faktoriem tika iegtita sadarbiba
ar Rigas Austrumu kliniskas universitates slimnicas Tuberkulozes un plausu sli-
mibu centru un Latvijas Valsts iedzivotaju genoma datubazi. Pétijums tika veikts
saskana ar Helsinku deklaraciju un apstiprinats Latvijas Centralas medicinas
étikas komiteja (Nr. 01-29.1/1 un Nr. 01-29.1.2/1736), Rigas Austrumu klinis-
kas universitates slimnicas Etikas komiteja (Nr. 24-A/15) un Rigas Austrumu
kliniskas universitates slimnicas Zinatnes nodala (Nr. ZD/08-06/01-21/187).
No visiem pétijuma dalibniekiem tika ieguita informéta piekrisana.

2.2. Molekularas metodes

2.2.1. | publikacija — reala laika PKR

Relativa TL un mtDNS CN noteiks$anai tika izmantota reala laika PKR
atseviskas reakcijas. mtDNS CN tika noteikts, izmantojot multipleksu PKR ar
Maxima Probe/ROX qPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific, ASV) reagen-
tiem, kur mitohondrialais mérkis bija maza loka (zinams ka minArc) regions.
Normalizacijai tika izmantots GAPDH géns (OMIM: 138400), ka aprakstits
iepriek$ (Phillips, Sprouse, and Roby 2014; Zole and Ranka 2019).

Savukart, TL relativai kvantifikacijai tika izmantoti Maxima SYBR Green
qPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific, ASV) reagenti, un normalizacijai
tika izmantots vienas kopijas géns HBB (p-globins) (OMIM: 141900), ka apraks-
tits ieprieks§ (Kim et al. 2013). Reala laika PKR reakcijas apstakli bija sekojosi:
denaturacija 95°C 10 min, un 40 cikli ar 95°C 10 s un 58°C 1 min. Katram
paraugam mérijumi tika veikti tris atkartojumos, un relativas kvantifikacijas ap-
rékini tika veikti, izmantojot 2-AACT metodi ar Pfaffl modifikaciju (Livak and
Schmittgen 2001; Pfaftl 2004).

2.2.2. Il publikacija — pilna mtDNS genoma sekvencésana

Pilna mtDNS genoma sekvencésana tika veikta, izmantojot IonTorrent teh-
nologiju un Personal Genome Machine (Thermo Fisher Scientific, ASV). Vispirms
viss mitohondriju genoms tika amplificéts divas atseviskas PKR reakcijas, iegis-
tot A un B fragmentus, katru vairak neka 8 kb garuma, ka aprakstits ieprieks
(Fendt et al. 2009). Viena parauga A un B amplifikacijas fragmenti tika apvienoti
un sagkelti ar sonikacijas metodi lidz 200-250 bp garumam. DNS fragmentu
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bibliotéku sagatavo$ana izmantots Ion Plus Fragment Library Kit (Thermo Fisher
Scientific, Carlsbad, Kalifornija, ASV) un Ion XpressTM Barcode Adapters Kits
(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, Kalifornija, ASV).

Iegutie sekvencésanas dati augSupieladéti Galaxy timekla platforma, to ana-
lizei izmantojot publisko serveri usegalaxy.org (Afgan et al. 2018). BAM datu faili
konvertéti FASTQ formata, izmantojot riku Convert, Merge, Randomize (Barnett
et al. 2011). FASTQ sekvences filtrétas péc kvalitates (sliek$pa vértiba: 20; bazu
procentualais daudzums sekvencé, kam jasasniedz vai japarsniedz noteikta
kvalitates vértiba: 90). Adapteru sekvencu nonemsanai izmantots Trim Galore!
riks (Krueger et al. 2023). Bowtie 2 izmantots, lai kartétu nolasijumus pret re-
ferences sekvenci, $aja gadjjuma izmantota parskatita Kembridzas references
sekvence (anglu val. revised Cambridge Reference Sequence, rCRS) NC_012920.1
(Homo sapiens mitochondrion complete genome) (Langmead and Salzberg 2012).
Kartétie nolasijumi analizéti ar FreeBayes riku haploidiem genomiem, izmanto-
jot populacijas modeli, ka aprakstits ieprieks (Nekrutenko and Ostrovsky 2021).

Viena nukleotida varianti tika definéti ka pozicijas, kas atskirigas no refe-
rences sekvences; indelu variacijas netika analizétas. Lai izslégtu iespéjamas sek-
vencésanas kladas, katrs paraugs tika manuali parskatits, izmantojot Integrative
Genomics Viewer (IGV) (Robinson et al. 2011). Eksportétie VCF faili tika augsu-
pieladéti HaploGrep 2.0 klasifikatora, lai noteiktu detalizétu mtDNS haplogrupu
piederibu (Weissensteiner et al. 2016). Variantu interpretacija veikta, izmantojot
HmtVar un MITOMAP datubazes (Preste et al. 2019; Ruiz-Pesini et al. 2006).

2.2.3. lll publikacija — DNS izdaliSana un ddPKR

Asins paraugu ievak$anu nodrosinaja kvalificéts medicinas personals, iz-
mantojot EDTA stobrus (BD, Plimuta, Apvienota Karaliste). Paraugi ievakti
tris laika punktos: no rita tuksa dasa pirms zalu lietosanas (turpmak teksta de-
véts par 0 h laika punktu), ka ari 2 h un 6 h péc zalu lietosanas. Asins paraugi
nekavéjoties tika centrifugéti ar atrumu 4000 apgr./min (3488xg) 15 minites
4 °C temperatiira, plazma faséta alikvotos un sasaldéta -70 °C temperatira lidz
turpmakai apstradei.

Plazmas ccf-DNS tika jegtita no 200 uL svaigi atkauséta materiala, izmanto-
jot QIAamp DNA Blood Mini Kit reagentus (QIAGEN, Hildene, Vacija) saskana
ar razotaja noradjjumiem. DNS tika eluéta 100 uL eluacijas bufera un uzglabata
-20 °C temperatiira lidz turpmakai analizei.

Absolatai plazmas paraugu ccf-mtDNS un ccf-nDNS kvantifikacijai tika iz-
mantota ddPKR metode, kur attiecigi amplifikacijas mérki bija MT-ND1 (OMIM:
516000) un B2m (OMIM: 109700) géni. Reakcijas maisijums gatavots saskana
ar razotaja rekomendacijam ar gala tilpumu 20 pL, kas ietver 10 uL 2xddPKR
maisjjumu zondém (anglu val. supermix for probes) (Bio-Rad Laboratories,
Dubaija, AAE), 1 uL ar katru praimeri (gala koncentracija maisjjuma: 900 nM),
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1 uL zondes (gala koncentracija maisijjuma: 250 nM), 2 pL plazmas DNS pa-
rauga un nukleazu brivu adeni. Praimeri un zondes tika iegadati no Metabion
(Vacija) un izvéléti balstoties uz literatru (Ye et al. 2017; Belmonte et al. 2016).
Mitohondriala géna MT-NDI1 amplifikacijai plazmas DNS tika at$kaidita ar
nukleazu brivu Gdeni attieciba 1:10.

Reakcijas pilieni tika generéti saskana ar razotaja rekomendacijam, izman-
tojot pilienu generatoru (Bio-Rad Laboratories, Hercules, ASV). Pilieni parnesti
uz ddPKR reakcijas plati. Reakcija veikta sekojo$os apstaklos: inkubacija 95°C
10 min, 40 cikli ar 94°C 30 s un 60°C 60 s, beidzot ar 98 °C 10 min. Rezultati
nolasiti, izmantojot QX200 pilienu lasitaju (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
ASV) un analizéti ar QuantSoft™ Analysis Pro (1.0.596). Absolatais ccf-mtDNS
un ccf-nDNS kopiju skaits uz 1 pL svaigas plazmas tika aprékinats, nemot véra
atskaidijumu.

2.2.4. Pret-TB zalu farmakokinétisko parametru noteikSana ar

LC-MS/MS

DS-TB pacientu plazmas paraugos medikamentu - izoniazida, rifampicina,
pirazinamida un etambutola — koncentraciju noteiksanai tika izmantota validéta
LC-MS/MS metode, kas aprakstita ieprieks (Kivrane et al. 2021). Laukums zem
koncentracijas-laika liknes (AUC) no 0 lidz 6 stundam (AUC,_sh) tika apréki-
nats, izmantojot linearo trapezoidalo metodi, balstoties uz datiem, kas ieguti
tris laika punktos: pirms zalu sanemsanas (0 h), ka ari 2 un 6 stundas péc to uz-
nemsanas. Sie laika punkti parasti ir visinformativakie terapeitisko zalu limenu
monitoré$anai (Peloquin 2002).

2.3. Bioinformatiskas un statistiskas analizes

Katra pétijuma dala tika analizéti dazadi pacientu specifiskie, dzivesveida
un veselibas stavokla saistitie faktori. Analizéto faktoru lidzibas un atskiribas
katra publikacija ir apkopotas 2. tabula, lai atvieglotu to uztver$anu.

Minétie faktori tika izveléti, lai normalizétu datus un identificétu iespéja-
mos aplakoto biomarkieru ietekméjosos mainigos lielumus, kurus vajadzétu
nemt véra turpmakajos pétijumos vai datu interpretacijas laika, ka ari lai izslégtu
kovariatu ietekmi.
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2. tabula. Promocijas darba analizétie faktori un izmantotie statistiskie testi.

» Logistiska
regresija

Analizéetie faktori
Apskatiti visas Attiecasuz I Attiecas uz IT Attiecas uz III
publikacijas publikaciju publikaciju publikaciju
» Dzimums » MDR-TB » Injicéjamie » C-reaktivais
» Vecums statuss medikamenti - proteins (CRP)
» Smeékésanas » Infekcijas amikacins vai » Papildus
paradumi gadijums kapreomicins medikamentu
» Kermena masas | » Infekcijas » Injicéjamo lietoSana
indekss (KMI) lokacija medikamentu » Hipertensijas
» Alkohola sanemto devu medikamenti
pateérins skaits » Plausu kavitacija
» Blakus » Antiretrovirala » Zalu izraisiti aknu
saslimganas terapija bojajumi
» Infekcijas » Pret-TB
gadijums medikamentu
» mtDNS AUC, ¢,
variacijas
Izmantotie statistiskie testi
» ANOVA > t-tests » Hi-kvadrata > t-tests
» ANCOVA » Pirsona tests » Lineara regresija
korelacija » FiSera tests » Vilkoksonu rangu

tests
» Manna-Vitnija tests
» Spirmena korelacija
» Sapiro-Vilka
normalitates tests

Statistiskie testi tika izvéléti, pamatojoties uz datu tipu, to atbilstibu nor-
malsadalijumam un konkréto pétniecisko jautajumu. Izmantotie statistiskie testi
ar1 ir noraditi 2. tabula. Visiem testiem piemérots nozimibas limenis a = 0,05.
Statistiskas analizes tika veiktas, izmantojot GraphPad Prism versiju 5.01
(Windows operétajsistémai), R Statistical Software (v4.1.2) un XLSTAT (Adinsoft
2021; GraphPad Software 2007; R Core Team 2021).
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

3.1. MDR-TB pacientiem var novérot imunosenescences
pazimes

Apliukotaja pirmas publikacijas kohorta MDR-TB pacientiem tika nove-
rotas butiski saisinatas teloméras (P < 0,0001) un paaugstinats mtDNS CN
(P = 0,0068) salidzinajuma ar veselajam kontrolém, turklat $1 atskiriba nebija
saistita ar biologisko vecumu. ANCOVA analize liecina, ka visnozimigakais
ietekméjosais faktors gan TL saisinasanas, gan mtDNS CN pieauguma bija
MDR-TB diagnoze (attiecigi P = 0,002 un P = 0,019), nemot véra ari citus
pacientu specifiskos un dzivesveida faktorus. Papildus, mtDNS CN izmainas
ietekmeéja arl pacientu dzimums (P < 0,001), turklat sievietém netika novérotas
batiskas izmainas salidzinot ar kontroles grupu. Janem véra, ka Saja kohorta
sievietes bija nepietiekami parstavétas. Ari citi faktori ka KMI, smékésana un
TB infekcijas lokacija (arpusplausu) var ietekmét mtDNS CN un TL dinamiku,
tomeér Mtb infekcija parliecinosi bija visietekmigakais faktors no apliukotajiem.

Tas liek domat, vai Mtb infekcija ir célonis novérotajai imunosenescencei,
vai ari individiem ar imunosenescences pazimém ir paaugstinats infekcijas at-
tistibas risks. Abi scenariji ir vienlidz iespéjami. Literatara teloméru saisinasanas
ir asociéta ar pastiprinatiem iekaisuma procesiem un var kalpot ka biomarkieris
aknu bojajumiem, ko izraisa parmériga ROS produkcija pret-TB zalu iedarbiba
(Ruiz et al. 2021; Udomsinprasert et al. 2020). Imans$ianu saisinatas teloméras
ir saistitas ar limfopéniju un augstaku pacientu mirstibu infekcioza vidé (Ruiz
etal. 2021). Turklat, teloméru saisinasanas veicina progreséjosu atrofiju un funk-
ciju izpildes pasliktinasganos proliferativos organos (zarnu trakta vai asinsrades),
vienlaikus negativi ietekméjot funkcijas ari citos organos ka, pieméram, aknas
un sirdi (Sahin et al. 2011). Teloméru saisina$anas un disfunkcija ir saistita ari ar
traucétu mitohondriju biogenézi, funkciju izpildi, samazinatu glikoneogenézi un
pastiprinatu ROS produkciju, kas, savukart, talak veicina teloméru saisinasanos
(Sahin et al. 2011).

Sekojosi, atbildé uz Mtb infekciju palielinas mitohondrialo ROS produkcija,
lai pastiprinatu iekaisuma atbildes reakciju, kas vienlaicigi stimulé teloméru bo-
jajumus. Savukart teloméru saisinasanas paatrina mitohondriju disfunkciju un
mtDNS izdali$anu citosola un cirkulacija, sekméjot Mtb izdzivosanu. Tadéjadi
veidojas pasuzturo$s cikls, kura infekcijas progresé$ana un imansenescence
savstarpéji pastiprina viena otru (Ellzey, Patrick, and Watson 2023; Qian et al.
2019).
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3.2. Amikacina un kapreomicina izraisito blakusparadibu
izveértéjums pacientiem ar MDR-TB

Otraja pétijuma 47 pacienti ar MDR-TB sanéma injicéjamos pret-TB me-
dikamentus: amikacinu un/vai kapreomicinu. Vairak neka pusei no kohortas
pacientu attistijas aminoglikozidu saistitas NZR: ototoksicitate un/vai nefrotok-
sicitate (n = 26/47, 55,3%). Ototoksicitati biezak varéja novérot pacientiem, kuri
terapija sanéma amikacina injekcijas (logistiskas regresijas analize, P = 0,049).
Minétie blakusefekti literatara galvenokart ir saistiti ar mitohondriju translacijas
traucéjumiem, ar sekojosu oksidativa stresa izraisitu mitohondrialo disfunkcija
un Sinu navi (Shulman et al. 2014). Pétjjuma iegitie rezultati atbalsta ieprieks
izvirzito teoriju, ka novérotas zalu reakcijas primari rodas aminoglikozidu
biokimisko ipasibu dé] kombinacija ar citiem predisponéjosiem faktoriem,
pieméram, mitohondriju funkcionalo stavokli, genétisko predispoziciju un pa-
stiprinatu aminoglikozidu uzkrasanos $inas, kas ir Ipasi jutigas pret to ietekmi,
t.sk., iek$éjas auss sensoras $iinas un nieru proksimalo kanalinu epitélija Stinas
(McDermott et al. 2022; Rivetti et al. 2023; Vuda and Kamath 2016). Novérotie
ototoksicitates gadijumi nekoreléja ar sanemtajam medikamentu devam vai ars-
téSanas ilgumu, uzsverot pacienta individualas variabilitates un genétiska fona
iesp&jamo ietekmi.

Savukart, nefrotoksicitate biezak tika konstatéta pacientiem ar esoSiem
nieru funkcijas traucéjumiem pirms terapijas uzsaksanas un gados vecakiem
pacientiem (FiSera tests: P = 0,017). Nemot véra, ka nieru funkcija ar vecumu
pakapeniski samazinas, skiet logiski, ka nefrotoksicitate biezak varétu tikt nove-
rota gados vecakiem pacientiem (Noronha et al. 2022); tomér $o saistibu neap-
stiprinaja multifaktoriala logistiska regresijas analize.

3.3. Mitohondrialo genétisko faktoru loma amikacina un
kapreomicina saistitajas NZR

Pilna mitohondriala genoma analize neatklaja specifiskus, ar NZR attistibu
saistitus variantus, ka ari netika novérotas butiskas atskiribas NZR sastopamiba,
analizéjot specifiskus variantus vai mitohondrialas haplogrupas.

legutie rezultati liecina, ka mitohondriju genétiska variabilitate ir parak
plasa, lai izdaritu viennozimigus secinajumus par aplikoto variantu saistibu ar
aminoglikozidu izraisitajam NZR. Lai gan 34% (n = 16) no MDR-TB pacien-
tiem, kas sanéma aminoglikozidu injekcijas, attistjjas ototoksicitate, neviens no
literatiira zinamajiem riska variantiem netika konstatéts. Tacu tika identificéti
vairaki jauni varianti ar potencialu ietekmi NZR attistiba.

Identificéto variantu zemas sastopamibas un kohortas genétiskas hete-
rogenitates dél ir grati noteikt, vai tie tieSam ir saistiti ar novéroto fenotipu.
Daudzsoloss $kita m.961T>A variants, kas tika konstatéts pacientam ar
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ototoksicitati. Minétais variants ir lokalizéts MT-RNRI géna, kas ir labi zi-
nams ototoksicitatei raksturigo variantu ,karstais punkts” Populaciju datubazé
gnomAD v4.1.0 tas ir zinots tikai Cetras reizes ar aptuveno aléles frekvenci
0,007%. Populacijas pétijumos $is variantu zinots divreiz — vienu reizi masu
zinatniskas grupas mtDNS variantu analizé etnisko latviesu populacija un vienu
reizi individam no Krievijas (Dzhemilova et al. 2009; Igumnova et al. 2018).

Lai ari netika konstatétas ieprieks literatara zinotas mtDNS variacijas, kas
saistitas ar aminoglikozidu inducétu ototoksicitati, gandriz visiem individiem
tika atrasti papildu mtDNS varianti, kas nebija saistiti ar to mitohondrialo
haplogrupu. Iespéjams, ka faktiska mtDNS haplogrupa var nomakt potenciali
patogénu vai fenotipu modificéjosu variantu, mainot ta ekspresivitati (La Morgia
et al. 2020; Vila-Sanjurjo, Smith, and Elson 2021). No otras puses, fenotipu var
regulét ari pati $tna, ,apklusinot” modificéjoso variantu (Miinch and Harper
2016; Richter-Dennerlein et al. 2016). Kopuma iegatie rezultati uzsver blakuspa-
radibu komplekso dabu un izaicinajumus to prognozésana.

3.4. Svarstibas ccf-mtDNS un -nDNS CN asins plazma péc
TB medikamentu sanemsanas pacientiem ar DS-TB

Péc pret-TB zalu sanemsanas vidéjais ccf-mtDNS CN pacientu asins plazma
uzradija straujas svarstibas, kur otraja laika punkta (2 h) tas pieauga videéji
1,5 reizes, bet tresaja (6 h péc zalu sanemsanas) atkal samazinajas par 1,3 rei-
zém. Lai novertétu relativas izmainas pirmajas divas stundas, tika aprékinata
ccf-mtDNS,, ,,, attieciba. Tas vértiba variéja starp pacientiem, un to ietekméja
vecums, etambutola AUC, ¢, un KML Si ccf-mtDNS spéja strauji reagét uz fi-
ziologiskiem stresoriem norada uz tas potencialu TB arstésanas procesa moni-
toré$ana un dazadu ietekméjoso mainigo noveértésana. Ka piemeéru var minét,
ka ccf-mtDNS limenis var tikt izmantots, lai atskirtu latentu TB infekciju no
aktivas slimibas, kas atbalsta, ka $is biomarkieris atspogulo slimibas dinamiku
(Pan et al. 2022). Iegutie rezultati liecina, ka ccf-mtDNS sakotnéjas vertibas va-
rétu noradit uz infekcijas smaguma pakapi vai iedzimtas imanas atbildes trau-
céjumiem, tacu $I pienémuma apstiprinasanai nepiecie$ami papildus pétijumi.

Savukart, ccf-nDNS limenis plazma se$u stundu laika péc zalu sanemsanas
saglabajas relativi stabils, kas drizak pamato ta pielietojumu ka iekséjo kontroli
ccf-mtDNS meérijumos, ipadi gadijumos, kad novérotas to ekstrémas vértibas.
Papildus, tika novérots, ka pacientiem ar plausu kavitacijam bija augstaki
ccf-nDNS raditaji, lai gan §i atskiriba nebija statistiski nozimiga (p = 0,055).
Iespéjams, ierobezotais pétjjuma dalibnieku skaits mazinajis statistisko jaudu $is
asociacijas apstiprinasanai, tacu tas arl neizslédz potencialo saistibu.

Kopuma, var secinat, ka DNS-balstiti biomarkieri ir potenciali izmanto-
jami TB slimibas novéro$ana, kur pilno asinu mtDNS un TL labak raksturo
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iespéjamo predispoziciju slimibas attistibai, bet plazmas ccf-DNS ir piemérotaks
strauju terapijas reakciju monitorésanai.

3.5. Citi aplukoto DNS biomarkieru ietekméjosie faktori

Visas promocijas darba ieklautajas publikacijas papildus ir analizéti dazadi
slimibas specifiskie un pacientu faktori, lai novértétu to iespéjamo savstarpéjo
mijiedarbibu un pielietojumu TB uzraudziba. Ka pirmo var minét pacienta
dzimumu, kas izradijas statistiski butisks faktors tikai mtDNS CN variacijas
asinis MDR-TB pacientiem, bet neietekméja TL vértibas. Kopuma sievietes
neuzradija nozimigu atskiribu analizétajos noveco$anas biomarkieros, salidzi-
not ar vecumam un dzimumam atbilstosam veselam kontrolém. Pastav vairaki
iespéjamie skaidrojumi novérotajam dzimuma ats$kiribam. Pirmkart, pétjjuma
kohorta sievie$u grupa bija nepietiekami parstavéta (n = 12; 23,5%). Otrkart,
pastav dzimuma atskiribas leikocitu skaita, ka arl estrogéna limeni, kas ir ba-
tiski, jo estrogéns regulé mitohondriju bioenergétiskos procesus (Klinge 2020;
Shim et al. 2020).

Sekojosi tika aplukoti arl citi ar imunosenescences markieriem saistiti
raksturlielumi ka, pieméram, vecums. Pirmaja raksta DS-TB pacientu kohorta
vecums neuzradija ietekmi uz aplukotajiem markieriem, lai gan §i asociacija ir
labi zinama populacijas pétijjumos (Zole and Ranka 2018). Tas tika skaidrots ar
pacientu grupas vecuma diapazonu un vidéjo vecumu, ka ari pasas infekcijas
ietekmi. Savukart, pédéja raksta multivariatu analizé vecums izcélas ka statis-
tiski nozimigs faktors ccf-mtDNS svarstibu ietekmé péc zalu lietosanas, lai gan
univariatu analizé statistiski nozimiga ietekme netika konstatéta. Tas liecina, ka
pacienta biologiskais vecums varétu darboties ka modificgjoss faktors. Vecums
ka tads ir saistits ar hroniskam slimibam, sistémisku ,,nolietojumu”, kumulativo
allostatisko slodzi un ari paaugstinatu ccf-DNS CN (Memiah et al. 2021; Tessier
et al. 2023; Wang 2022). Tas ir butiski ari TB konteksta, jo organisma noveco-
$ana ietekmeé ari zalu farmakokineétiku, t.sk., zalu vielu absorbciju kunga-zarnu
trakta, I fazes metabolismu aknas un ekskréciju nieru funkcijas pasliktinasanas
deél (Reis da Silva 2024). Tomeér, nemot veéra, ka $1 asociacija tika novérota tikai
ccf-mtDNS CN gadijuma, bet ne ccf-nDNS, tiek pienemts, ka ta drizak ir saistita
ar iekaisuma procesiem un atbildes reakciju uz terapiju, kas gados vecakiem
pacientiem var bat sarezgitaka (Negin, Abimbola, and Marais 2015).

Ka nozimigs faktors izcélas ari kermena kompozicija, kura tika raksturota
ar KMI. Sis faktors izradijas batisks divas no promocijas darba ieklautajam
publikacijam. Pirmkart, MDR-TB pacientiem normals KMI bija saistits ar gara-
kam teloméram asins paraugos. legutie rezultati papildina literatara zinotos, ka
virssvars korelé ar isakam teloméram kumulativa oksidativa stresa un hroniska
iekaisuma dé] (Warmelink et al. 2011). Savukart, butiska ietekme uz mtDNS CN
netika konstatéta.
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Otrkart, DS-TB pacientiem ar augstaku KMI biezak tika novérotas ne-
gativas ccf-mtDNS izmainas divas stundas péc zalu sanemsanas (A, 1), bet
pacientiem ar nepietiekamu svaru tika registréts lielaks relativais ccf-mtDNS
CN pieaugums. Sie dati norada, ka KMI var ietekmét analizétos biomarkierus,
lai gan, iesp&jams, atskirigos veidos, jo tie atspogulo dazadus biologiskos para-
metrus un atbildes reakcijas, uzsverot sarezgito kermena kompozicijas ietekmi
uz slimibas patogenézi un arstésanu. Papildus, kermena kompozicijas izmainas,
kas rodas novecosanas un hronisku slimibu, tai skaita, TB, rezultata, biezi iz-
pauzas ka muskulu masas zudums un sekojosa palielinata taukaudu proporcija.
Sis izmainas var ietekmét terapijas efektivitati, jo muskulu masa spélé nozimigu
lomu zalu metabolisma, izplatiS$ana organisma un izvadi$ana (Chung 2014; Reis
da Silva 2024). Turklat ar TB asociétais svara zudums pats par sevi var bat riska
faktors aknu bojajumu attistibai (Warmelink et al. 2011). No otras puses, ne-
pietiekams uzturs un samazinata kermena masa ir labi zinami TB riska faktori
(Choi et al. 2021).

No pacienta neatkarigiem faktoriem izcélas etambutola lietojums, tas sta-
tistiski batiski ietekméja ccf-mtDNS dinamiku péc zalu uznemsanas, vistica-
mak, ta kimisko ipasibu dél, negativi ietekméjot mitohondriju funkciju, izjaucot
elposanas kédes darbibu (Sarkar and Ganguly 2016). Minéta iejauksanas var iz-
raisit parmeérigu ROS produkciju un ATF sintézes samazinasanos, kas, savukart,
stimulé ccf-mtDNS izdali$anu (Reddam, McLarnan, and Kupsco 2022; Zhao
et al. 2021). Citas $aja darba ieklautajas publikacijas zalu ietekme vai farmako-
kinétiskie parametri netika analizéti ka atseviski faktori, jo MDR-TB pacientiem
lietoto zalu shémas ir oti atskirigas un ietver vairak medikamentu, turklat nelie-
lais paraugu skaits nebija pietiekams statistiskas jaudas nodrosinasanai.

Paraugu atlases kritériju un salidzinosi nelielo TB pacientu skaita dé] ir aug-
sta iespéja, ka atseviskas potencialas faktoru asociacijas ir palaistas garam. Dazas
statistiskas saistibas tika novérotas tikai izolétas univariatu analizés. Pieméram,
nesmékétajiem teloméras bija nedaudz garakas neka smékétajiem un pacientiem,
kas kadreiz ir smékéjusi, un plausu TB slimniekiem teloméras bija garakas neka
pacientiem ar arpusplausu TB (tai skaita to kombinétam formam), lai gan §is
atskiribas nebija statistiski nozimigas. MDR-TB pacientiem kopuma bija lielaks
smékeétaju ipatsvars, augstaks alkohola patérins un zemaks KMI neka vecumam
un dzimumam atbilstosiem kontroles grupas individiem. Lidzigi novérojama
asociacija starp CRP un ccf-nDNS bija nozimiga tikai univariatu analizé. Tomeér
CRP ir labi zinams iekaisuma markieris ari TB gadijuma, kur tas var bat protek-
tivs pret bakterialu infekciju (Sproston and Ashworth 2018).

Minétie novérojumi uzsver sistémiska iekaisuma, dzivesveida faktoru un
molekularo markieru sarezgito savstarpéjo mijiedarbibu. Vairaki no aplako-
tajiem faktoriem, pieméram, smékésana, samazinats KMI un alkohola paté-
rin$ ieprieks ir aprakstiti literatira ka batiski TB attistibai (Min et al. 2023;
Narasimhan et al. 2013; Siddalingaiah et al. 2023). Iegiito rezultatu nesakritiba
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ar literatara zinoto ir skaidrojama ar nelielo paraugkopu un analizéto faktoru
daudzveidibu. Interesanti, ka katra no $§i darba pamatojosajam publikacijam
atspoguloja atskirigus biomarkieru ietekméjosos faktorus, uzsverot dazados pa-
tofiziologiskos mehanismus, kas nosaka mtDNS CN, TL un plazmas ccf-DNS
variabilitati, apliecinot So markieru daudzpusigo raksturu un potencialo pielie-
tojumu dazados kontekstos.

3.6. Pétijuma ierobezojumi

Visi ieguitie rezultati tika interpretéti Joti kritiski, nemot véra pétjjuma iero-
bezojumus. Ka vienu no galvenajiem trikumiem var minét nelielo pacientu
skaitu, kas kombinacija ar izmantoto kvantitativo metozu augsto jutibu varéja
radit grati izskaidrojamu rezultatu variabilitati. Iegtitos datus varéja ietekmét ari
aréji faktori: primara materiala (asinu vai plazmas) ieguve, apstrade, uzglaba-
$ana, transporté$ana, paraugu kopéja kvalitate, ka ari cilvéciskas kladas talaka
apstrade.

Iegiitos rezultatus varéja ietekmét trombocitu kontaminacija, kuras novér-
$ana plazmas paraugos nav pilniba iespéjama, jo zinama aktivacija ir neizbé-
gama asinu centrifugésanas laika (Soderstrom et al. 2016). Papildus, ccf-mtDNS
limeni var ietekmeét ari citi veselibas stavokli, kas var vél nebat kliniski identi-
ficéti, pieméram, neirodegenerativu slimibu gadijuma tas ir samazinats un var
kalpot ki prognostisks markieris (Lowes et al. 2020). Tapat mtDNS CN batiski
atSkiras starp dazadiem $anu tipiem, un $is faktors $aja pétjjuma netika nemts
véra (Filograna et al. 2021). Pat ja tas tiktu izveértéts, references veértibas ap-
lakotajiem markieriem veselos individos vai dazados audos joprojam nav de-
finétas. Sadu standartizétu atsauces vértibu iztrikums pagaidam apgriitina $o
biomarkieru ievie$anu diagnostika. Turklat aplikoto biomarkieru pielietojamiba
pediatriskajiem pacientiem joprojam ir neskaidra.
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SECINAJUMI

Pacientiem ar MDR-TB novérojams imtinas sistémas novecos$anas fenotips,
salidzinot ar veselam kontrolém.

MDR-TB pacientiem ototoksicitates attistiba péc amikacina vai kapreomi-
cina lieto$anas nav skaidrojama ar ieprieks literattira zinotajam mitohond-
bilitati un citu, vél neidentificétu, faktoru iesaisti.

MDR-TB pacientiem nefrotoksicitates attistiba péc amikacina vai kapre-
omicina lietoSanas visticamak ir saistita ar iepriekséju nieru darbibas trau-
céjumu klatbatni, nevis ar genétisku predispoziciju vai citiem faktoriem.
Ccf-mtDNS, bet ne ccf-nDNS, uzrada uzskatamu atbildes reakciju uz TB
terapiju pacientiem ar DS-TB, ipasi uz etambutola lietosanu. Sis kvantitati-
vais mérijums var atspogulot individualas pacienta farmakokinétiskas ipat-
nibas.

Pacienta dzivesveida saistitie faktori ietekmé analizéto DNS biomarkieru
vértibas un/vai to interpretaciju.
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AIZSTAVAMAS TEZES

Pacientiem ar MDR-TB novéro imanas sistémas noveco$anas fenotipu,
kuru raksturo palielinats mtDNS CN un saisinats TL. Tas var attistities gan
aktivas slimibas, gan ari hroniskas antigéna prezentacijas dél, neizslédzot
abu ietekmju vienlaicigu efektu.

Ar injicéjamiem medikamentiem - amikacinu un kapreomicinu - saistitas
NZR galvenokart ietekmé lietota zalu viela un pacienta veselibas stavoklis
pirms terapijas uzsaksanas.

Ccf-DNS potenciali ir izmantojama ka biomarkieris TB terapijas uzrau-
dzibai: ccf-mtDNS daudzums plazma strauji reagé uz zilu uzpemsanu,
savukart, ccf-nDNS var kalpot ka ieks$éja kontrole, apstiprinot novéroto
svarstibu ticamibu.
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