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KASUTATUD LUHENDID

HIV
AIDS

SIvV
HCV
HBV
TKI
Wit
RANTES
MIP
CRF
Kd
Gp
IDU

human immunodeficiency virgsinimese immuunpuudulikkuse viirus
acquired immunodeficiency syndrome omandatud immuunpuudulikkuse
stindroom

simian immunodeficiency virusahvide immuunpuudulikkuse viirus
hepatitis C virus- hepatiit C viirus

hepatitis B virus- hepatiit B viirus

tervisekaitseinspektsioon

wild-type— metsik tadp

regulated upon activation normal T-cell expressed secreted
macrophage inflammatory protein

circulating recombinant form #inglev rekombinantne vorm
kilodalton

glukoproteiin

intravenous drug user sustiv narkomaan



1. SISSEJUHATUS

1981. a. kirjeldati Los Angeles’es ja New York'igtmeid seni vaga haruldaseks osutunud
Pneumocystis carinipoolt pdhjustatud kopsupdletiku ja Kaposi sarkoquhtumeid. Haiges-
tusid eeskatt homoseksuaalsed mehed, kusjuuredatiumiehaiguste foonil esines rakuline
immuunpuudulikkus. Kuna epidemioloogilise uurindusal olid haigusjuhud omavahel seo-
tud, siis hakati kirjeldatud kliinilisi avaldusvoemimetama omandatud immuunpuudulikkuse
siindroomiks ehk AIDS-iksafjuired immunodeficency syndromelillem selgus, et haiguse
pdhjustajaks on retroviiruste hulka kuuluv HIRufman immunodeficiency vijudraegu arva-
takse maailmas elavat rohkem kui 40 miljoni HIVsgekatanut, kusjuures mdnes Aafrika riigis

on nakatunud ligi veerand taiskasvanud elanikkannas

Praeguseks on teada, et teatud inimeste nakatufhivigusega toimub kergemini, samuti on
haiguse progressioon AIDS-i staadiumi kas kiremadglasem. Eeskatt viimastel aastatel on
[&bi viidud terve rida uuringuid, mille kaigus oni{gud selgitada permeesorganimi poolseid
geneetilis tegureid, mis mdjutavad nakatumist Hifsgga ja selle viiruse edasist kaitumist ini-
mese organismis. Taoliste uuringute tulemusenaetgusud, et moned polimorfismid HIV
koretseptoreid kodeerivates geenides omavad Hkisifeoni patogeneesi suhtes moduleerivat
toimet, aeglustada teatud juhtudel haiguse progmess teistel juhtudel aga kiirendades seda.
Lisaks geenis esinevatele polimorfismidele on nédiaet HI-viiruse koretseptorite ligandidel
on véaga oluline roll Hl-viirusinfektsiooni méjutasal. Naiteks HI-viiruse koretseptori CCR5-e
(kemokiiniretseptor 5) ligandi CCL3L1 kodeeriva gd®opite arv voib omada HI-viirusega

nakatumisele ja infektsiooni kulule moduleerivdekfi.

Kaesoleva t60 eesmargiks on uurida Eesti elanikgasuHI-viiruse koretseptori CCR5-e
ligandi CCL3L1 determineerivat geeni koopiate ajavselgitada geeni koopiate arvu voimalik

seos HIV infektsiooniga ning hepatiit C ja B esigega slstivate narkomaanide hulgas.



2. KIRJANDUSE ULEVAADE

2.1.HIV infektsioon ning selles osalevad makroorganismiakupinna retseprorid

HIV ehk inimese immuunpuudulikkuse viirus ehk AIDS<{inglis k. acquired
immunodeficiency syndrom@mandatud immuunpuudulikkuse stindroom) p&hjustajatab
inimesi ja moningaid ahve, kuid erinevalt inimeseiskaasne ahvidel nakkusega immuunpuu-
dulikkust. Viirus levib veres ja lumfiteedes morigiides ning T-lumfotsudtides. Esmane
nakkus torjutakse tavaliselt keha immuunsisteenoitpmisjarel viirus jadb persistentseks
lumfisblmedes. Persistentsuse ajal on immuunsuisjaeniruse paljunemine tasakaalus. Tea-
tud aja mooddudes (50%-il 10 aasta jooksul) tekifaliselt AIDS. Viiruse aktiveerumise ja pe-
remeesrakkude kahjustumise molekulaarsed pdhjuskedveel péaris tapselt selged. Oma osa
selles on kindlasti viiruse muutlikkusel ja tanullede “pdgenemisele” organismi immuunsus-
teemi eest. Nakatunud peremeesorganismi rakkudents&vkdige tdendolisem pdhjus on vii-
ruse poolt indutseeritud apoptoos. Peale limfoidéija vereloomerakkude vdib HIV kahjus-
tada ka narvisusteemi rakke, eelkdige mikrogliiajjakapillaarseid endoteeli rakke, pdhjusta-
des dementsugPrice jt, 1988) AIDS-i staadiumi joudnud haigete keskmine elulesnom alla
kahe aasta. Tuupilised haigusnahud akuutses stamdion kandidoos suu limaskestades,
Kaposi sarkoom nahal ja limaskestadel, muude vialkkuste d&genemine ja haruldaste vahevi-
rulentsete bakternakkuste teke. Kdik need nahtosetingitud T-lumfotsuttide arvu vahene-
misest organismis (Ameerika Uhendriikide Tervis&dainstituut, 08.04.2008).

Rakupinna retseptoreid kasutavad rakud teinetesegstumiseks, valiskeskkonnast signaalide
vastuvotmiseks, toitainete omastamiseks jne. Reissd klassifitseeritakse vaga mitmete
tunnuste jargi, naiteks lahtudes ligandi sidumisésit retseptorite lokalisatsioonist rakus.
Ligandiks nimetatatakse retseptoriga seostuvatdibheheale dige ligandi seovad retseptorid
veel moningaid tema analooge vdi ka hoopis teis&kisturiga thendeid. Need on vastava ret-

septori agonistid vbi antagonistid. Agonistid sewat retseptoriga ja aktiveerivad selle. Eri-



nevalt digest ligandist seostuvad nad sageli pddedult ja aktiveerivad retseptori pikaks
ajaks. Antagonistid seostuvad retseptoriga, evagti seda ja ei lase ka digel ligandil seostu-
da, inaktiveerivad retseptori (Ann Kilk, 08.04.2008

HIV kasutab rakku sisenemisel retseptorina pererakespinnal asuvat gliikoproteiini CD4
(ingl. k. cluster of differention 4 CD4 molekul kuulub immunoglobuliinide perekon&elle
molekuli peamiseks funktsiooniks on makrofaagidévekrimine, naiteks mikrorganismide
fagotsutoosi kaigus. CD4 ekspresseerub T-helperkudsk suppressor-T rakkude,
monotsuutide, makrofaagide ja dentriitrakkude pinBelleks, et HIV saaks rakku siseneda, ei
piisa ainult Uhest retseptorist, vajalik on kanéi@va peremeesraku pinnal ekspresseeruva ret-
septori ehk koretseptori olemasolu. Valdavalt ooliseks koretseptoriks kemokiinretseptor
CCRS5, moningatel juhtudel ka kemokiinretseptor CX¥QRIapham jt, 2002; Moore jt, 2004).

2.2.HIV sisenemine rakku

HIV viiruspartikkel ehk virion on ikosaeedrilise jkga. Pealt katab virioni kapsiid, mis on
kaetud lipildse membraaniga. Viimane on parit peresnaku membraanist. Sellest ulatuvad
valja ,pulgakommi-kujulised” gliikoproteiinid (kooswad 41 kDa suurusest “tiviosast” ja 120
kDa suurusest “peast”. Kapsiid ja lipiidimbris kawad HI-viirust valiskeskkonna mdjude

eest ning aitavad tal kinnituda peremeesraku pariBerger jt, 1998)

Selleks, et HI-viirus saaks rakku siseneda peabnripinnal olev gliikoproteiin gp120 seon-
duma raku pinnal oleva CD4 retseptoriga. Sellentulgena toimub gp120 konformatsioonis
muutus ning esile tulevad seni varjus olnud gpl2@n@hnid. Need doméénid omakorda
interakteeruvad kemokiinretseptoriga. gpl20/CD4 ki seondumine

kemokiinretseptoriga stabiliseerib viiruse seondiemning pdhjustab viiruse gp4l valgu
konformatsioonis muutuse. Selle tulemuseks on wifj@ peremeesraku omavabheline litumine

ning virioni nukleokapsiid siseneb peremeesraktofgédsmasse (Moore jt, 1993).

Mitmeid kemokiinretseptoreid nagu CCR2, CCR3, CCRBCR9, CXCR6, CXCR1,
ChemR23, APJ, Bob/GPR15, GPR1 ja RDC1 on kirjeldi&ui koretseptoreid HIV rakku si-



senemiseln vitro. (Loetscher jt, 1997; Littman jt, 1998; Berger j@05; Shimizu jt, 2000)in
vivo on siiski nadidatud, et HIV-1 kasutab koretsepoadtgpeamiselt siiski vaid retseptoreid
CCRS5 ja CXCRA4. See, millist koreteptorit viirus kg, tuleneb tema tropismist ehk suundu-
musest nakatada vaid teatud tldpi rakke, antud jeltud kemokiinretseptoreid omavaid rak-
ke. Selle jargi jagatakse viirust kahte klassi: fepsed ja T-troopsed. M-troopilised viirused
ehk R5 viirused nakatavad rakke, mille pinnal tiagtvekspresseerub CCR5 molekulid. Taoli-
sed rakud on tavaliselt makrofaagid. T-troopsed Hi¥ed ehk X4 tived nakatavad rakke, mil-
le pinnal ekspresseerub CXCR4 ehk siis T-lumfoesi@n naidatud, et infektsiooni algstaa-
diumis on prevaleeruvad M-troopsed tlved, kuidsksi staadiumis on paljudel patsientidel ta-
heldatud T-troopsete tiivede esinemist. (Berget988; Clapham jt, 2002; Moore jt, 2004).
Moned HIV tived vdivad kasutada mdlemat tiitpi kegptoreid samaeagselt ning neid nime-
tatakse dualtroopseteks ehk R5X4 viirusteks (Dojarif96).

See, millist troopsust Uks voi teine HI-viirus omahleneb eelkdige tema kapsiidi valku Env
(envelope glycoprotejrkodeeriva geeni jarjestusest. Env geeni prodaekscn gp120 ja gp4l
valgud. gp120 koosneb viiest konstantsest regid@ii€s ja viiest hipervariaabel lingustV
Vs, Just hipervariaabel lingude aminohappeline pnijagestus maarabki &ra viiruse

troopsuse (Dragic, 2001).

2.3.Kemokiinretseptorid

Kemokiind ehk kemotaktsed tsitokiinid on madalmalakrsed (8—10 kDa), imetajatel esine-
vad signaalvalgud, mis osalevad rakkude migratsso@naktivatsioonis nii homeostaasis kui

podletike ja infektsioonide korral (Ustina jt, 2000Nimetus kemotaksed tsutokiinid tuleb sel-
lest, et tegemist on tsitokiinidega, mis aktiveadikindla keemilise Ghendi kontsentratsiooni
tbustes vOi langedes. Tegemist on G-valkude pedekdmuluvate ehk G-valguga seotud ret-
septoritega, mis tahendab, et need retseptoridtdeal signaali edasi andmiseks ja metabo-
lismi kaivitamiseks G-valke. Kemokiinid klassisritakse nelja perekonda vastavalt kahe
esimese tsusteiinijaagi (Cys, tahis C) paiknemigalgus. Kaks suuremat kemokiiniperekonda
on CXC, milles esimesed Cys-jaagid on eraldatud a@néohappe (X) poolt ja CC, milles



esimesed Cys-jdagid jargnevad Uksteisele. Kakssegiit kemokiiniperekonda on C- ja
CX3C-perekond. Kemokiinde seostumise rakuga maarabkemokiini ja tema retseptori
struktuurne sarnasus. Retseptoriteks on raku ppaikhevad molekulid, mis jaotatakse vasta-
valt nendega seonduvatele signaalainetele (ligalediCXC-, CC-, C- ja CX3C-retseptoriteks.
Praeguseks on inimesel tuvastatud 28 CC-retsepi@L1-CCL28), 17 CXC-retseptorit
(CXCL1-CXCL17), 2 C-retseptorit (XCL1 ja XCL2) ja@X3C-retseptor (CXC3CL1) (Laing,
2004).

2.3.1.Kemokiinretseptor CXCR4

CXCR4 avastati kui esimene HIV koretseptor (Fengl¥96), millel on tanaseni teada vaid
Uks ligand SDF-1/CXCL12 (Oberlin jt, 1996; Bleu] jt996). Molekulid, mis on vdimelised

seonduma CXCR4-le on vdimelised takistama ka X4 llvede sisenemist peremeesrakku
okupeerides CXCR4 retseptori (Murakami jt, 1997h@s, 1997; Doranz jt, 1997; Heveker,
1998).

Kemokiinretseptor CXCR4 ekspresseerub véaga paljad&ude pinnal: enamikel hemato-

poeetilistel rakkudel (Bleul jt, 1997), veresooetaloteelrakkude pinnal (Gupta, 1998), neuro-
nitel (Hesselgesser jt, 1997), mikrogliia rakkudahg astrotsidtide pinnal (He jt, 1997).

CXCR4 valku iseloomustab 7 membraani labivat regioing 6 Uhele ja teisele poole memb-
raani jaavat lingu. CXCR4 peamisteks funktsioorkshematopoeetiliste tlivi rakkude mobili-

satsiooni tagamine labi ligandi SDF-1 (Dalakag@05; Lapidot jt, 2005).

Senini ei ole kirjeldatud Uhtegi CXCR4 ja SDF-1galprimaarstuktuuri mdjutavat poltimor-
fismi. Seda eelkdige tdnu nende valkude Ulioludiselllile normaalses arengus (Ma jt, 1998;
Tachibana jt, 1998; Nagasawa jt, 1996). On tead@X€R4 ‘knock-out genotttip on hiirtele

surmav. On kirjeldatud vaid thte polumorfismi SDfFttanskripti mittekodeerivas regioonis
A vahetus G-ks (genotutp SDF1-3'A). Nimetatud pabiiism ei mojuta SDF-1 aminohappe-
list primaarstruktuuri. Erinevates populatsioonid®s leitud sellel erivev esinemissagedus.

Kbige sagedamini esineb genotllpi SDF1-3'A asiaafidpulatsioonis sagedusega 25-35%,



seda eriti just Okeaania piirkonnas, kus esinergedas jadb vahemikku 50-70% (Su jt, 1998).
Esimesed l&biviidud uuringuid vaitsid, et selleeali suhtes homostigootsetel patsientidel
progresseerub AIDS aeglasemalt (Arya jt, 1999grdk&vad uuringud vaitsid aga vastupidist, et
pigem on tegu haigust kiirendava kui pidurdavalgifa (Mummidi jt, 1998, Singh jt, 2003,
Daar jt, 2005). Koik hilisemad uuringud on naidapetantud polimorfismil puudub igasugu-
ne seos AIDS-i progressiooniga (Hendel jt, 1998gidiwska jt, 1999; Easterbrook jt, 1999).

Kill aga on tdheldatud, et haiguse kiirem progessija kiire CD4+ T rakkude havinemine
vaib olla seotud CXCR4 retseptorit kasutava viirlisgnemisega. Seega on CXCR4 retseptoril
on vaga oluline roll osade patsientide haiguse n@igonis. Tanaseni on siiski CXCR4 retsep-
torit kasutava viiruse ilmnemise tapne pdhjus veatimata ning sellega seostatud haiguse Kkii-
rem progressioon vaid hipoteees (Clapham jt, 28@2re jt, 2004).

2.3.2.Kemokiinretseptor CCR5

CCRS5 oli avastamise jarjekorras viies CC-kemokiseptor, millest tuleneb ka tema tahis.
CCRS5 Kkirjeldati esialgu kui kemokiinde CCL3/MIR;,1CCL4/MIP-1B (ingl.k - macrophage
inflammatory protein & and 1), ja CCL5/RANTES (ingl.k -regulated upon activation
normal T-cell expressed and secrgtegtseptorit (Samson jt, 1996). Mife-]a MIP-13 on
peamisteks signaalvalkudeks krooniliste pdletikerddp RANTES aga allergilistes reaktsioo-
nides (Stites jt, 1994) Hiljem selgus, et lisakipeel nimetatud ligandidele seondub CCR5-ga
veel MCP-1 (ingl.k -monocyte chemoattractant proteij, Inis on vastutav monotsuutide
migratsiooni eest. Samuti seonduvad CCR5 retsgptoreel CCL3L1(MIP-&P) ja CCL4L1.
Mdlemad valgud on tekkinud Uhise eellase geenidesunud duplikatsioonide tulemusena
(Menten jt, 2002). Seda, et CCR5 voiks olla HIV édseptor avastati, kui leiti, et MIRxL
MIP-15 ja RANTES on uhed tdhusamad HIV infektsiooni matnagad faktorid (Cocchi jt,
1995; Alkhatib jt, 1996; Choe jt, 1996; Deng jt,989 Doranz jt, 1996; Dragic jt, 1996).

Inimesel asulg-kemokiinde CCR1-CCRS5 retseptorite geeniklastekr8mosoomis lookuses

p21.3—p24 (Maho jt, 1999). Arvatakse, et arengliliea klaster tekkinud the lrgse geeni
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kordistumise teel. Kemokiinde retseptorite geenidamvad G-valku siduvate ja seitsme
transmembraanse ehk membraani labiva segmendggptetvalkude tekke. Retseptori raku-
valine osa funktsioneerib kemokiinde seostamisakusisene osa aga signaali Ulekandel.
Kemokiini seondumine retseptori rakuvalise osagavedrib retseptori ja see kontakteerub G-
valguga.G-valk omakorda aktiveerib fosfolipaaside ja merabsete fosfolipiidide metabo-
lismi, mille tulemusena aktiveeritakse mitmed kisida kaskaadidKokkuvottes pdhjustab
ligandi seondumine retseptoriga raku metaboolsivailtse muutusi, liikuvust ja migratsiooni
(tavaliselt m66da kemokiinide gradienti) (19 Murtgt; 2000).

CCRS5 on 352 aminohappest koosnev valk molekulmas$ig600 Da ning omab uhte gliko-
stdlimissaiti valgu aminoterminaalses otsas (Jo2riiy CCR5 ekspresseerub monotsidtidel,
makrofaagidel, T-malurakkudel, dendriitrakkudelnarvistusteemis mikrogliiarakkudel. Eks-
pressioonis esineb sooline erinevus: naistel weptodri tihedus CD4+ T-rakkude pinnal vaik-
sem kui meestel (Moore jt, 2004). Ligikaudu 20-3@#rifeersetest T-rakkudest ja 10%
monotsiuitidest on CCR5-positiivsed (Berger jt, 1998

Joonis 2.1.Funktsionaalne CCRS5 valk (vasakul) ja sama ¥R mutatsiooniga (paremal).
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2.4. Poluimorfismid CCR5 kodeerivas geenis

Geneetilised faktorid mojutavad suuremal vdi vamkabmaaral vaga mitmeid inimese haigusi,
kas pohjustades vastuvotlikust haigusele, resmishtaigustekitajate suhtes vdi pdhjustades
haigusfenotitpi otseselt (Collins jt, 1997). Seghttd uurimustdédde pdhjal on naidatud, et
Uhed inimesed nakatuvad HI-viirusega suurema t@rsédga kui teised. Samuti on naidatud,
et osadel nakatunutel progresseerub haigus AID8iitduvalt kiiremini kui teistel. Selle poh-
juseks voivadki olla erinevad geneetilised faktoAdljargnevalt on kirjeldatud erinevaid néi-
teid selle kohta, kuidas teatud polUmorfismid indiraalselt voi polumorfismiga alleelide
kombinatsioonid vdivad takistada voi raskendadaviiise sisenemist rakku ning juba naka-

tunutel, kas kiirendada haiguse kulgu voi vastym@dglustada seda.

Seni on CCR5 kodeerivas geenis avastatud 22 etinaviatsiooni (Carrington jt, 1999). Nen-
dest 16 on asendusmutatsioonid, mille korral Gkdemtiid DNA ahelas on asendunud teisega.
Olulisemaks mutatsiooniks CCR5 geenis on 32 aluspadu ehk deletsioom@2) geeni ko-
deerivas jarjestuses, regioonis, mis vastab reigeggisele rakuvalisele lingule. Deletsioon
tingib lugemisraami nihke, mille tagajarjel lahedlgu aminohappelises jarjestuses kaotsi 168
aminohappejaaki ja karboksiterminaalsesse I0pp@undigb 31 uut ja&ki. Sellised muutused
valgu koostises pdhjustavad seitsmest transmendgeaasegmendist kolme viimase kadumi-
se, rakusisese tsutoplasmaatilise karboksiterns@dabba” puudumise ning seoses sellega

retseptori ekspressiooni ja funktsiooni haireidb@le 2.1) (Samson jt, 1996).

Juhul, kui mutatsioon on homosugootses olekust&emndab - esineb mdlemal kromosoomil,
on kogu produtseeritav CCR5 mittefunktsionaalnes tAhendab, et vastavat valku ei ekspres-
seerita raku pinnal. Seet6ttu ei paase ka HIV-kuakuna tal puudub vdéimalus seonduda raku
pinnale ning organism on suure téenadosusega HI\%-1iiRe nakkuse eest kaitstud (Paxton jt,
1998) Kaitse pusib ka pikaajalisel ja sagedaseklpiutel viirusega (Quillent jt, 1998). Kir-
jandusest on teada Uksikud nakatumisjuhtumid, &nrdtavasti on nakatumine toimunud siiski
X4 tuvega (Michael jt, 1998; O'Brien jt 1997).

Kui mutatsioon esineb vaid Uhel kromosoomil, séet@ab on heterostigootses olekus, ei ta-

kista see HIV-1 nakkust, kuid aeglustab serokonwersjargse AIDS-i arengut, sest raku pin-
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nal ekspresseerub vahem kui 50% CCRS5 retseptokastn heterosiigoodid enam kaitstud
AIDS-i seoseliste [imfoomidenén-Hodgkin’s B cell malignancygest (Carrington jt, 1999;
Rabkin jt 1999; Dean jt, 1999). Paradoksaalselhgm heterosiigootidel AIDS-i diagnoosimise
jarel haiguse kulg kiirem kui muteerumata retsageohomostigootidel (McNicholl jt, 1997).
Selle kohta on ka vaga mitmeid vastuoluliste tulstaga toid, kus on néaidatud, et c&82 ge-
notlilibiga haigetel on haiguse progressioon hoog@sklasem (Visco-comandini jt, 1998;
Barroga jt, 2000).

Eesti populatsioonis on naidatud c&B2 esinemissageduseks 14,8% (Kalev jt, 2003). tilju
Adojaani ja kaastO0tajate poolt avaldatud uuringirseldi genotiiibi ccrA32 suhtes HIV po-
sitiivseid ja HIV negatiivseid isikuid. Leiti, et IM positiivsetel patsientidel esineb genotuupi
ccrS wtiA32 23,5%-il ning HIV negatiivsetel isikutel 23,2%aadud tulemuste pdhjal voib ar-
vata, et omades genotulpi ccr5 AB2, ei anna see meile kaitset HIV-ga nakatumis¢ ees
(Adojaan jt, 2007). Lisak&32-le on CCR5 geenis leitud veel mitmeid teisi pmbifisme,

kuid paljud neist esinevad erinevates populatsieserineva sagedusega.

2.5.Kemokiinretseptori CCR5 ligand CCL3L1/MIP-1 aP

MIP-1 valgud (ingl. k. -macrophage inflammatory protein) bn vaiksed (8-10 kDa) CC-
kemokiinide perekonda kuuluvad kemokiinid. Sellegkenna kaks olulisemat esindajat on
kemokiinid CCL3 ja CCL4. Mdlemad kemokiinid on irtdaeritavad enamikes kupsetes
hematopoeetilistes rakkudes vastusena erinevatdétiulistele reaktsioonidele (Maurer jt,
2004). CCL4 kemokiinil esineb kaks isovormi: CCL4jdl CCL4L2 ning CCL3 geenil Uks
isovorm, CCL3L1, ja uks pseudogeenne vorm, CCL31dbénis 2.2). Mdiste isovorm téahen-
dab, et nimetatud valkudel on sama funktsioon, kaid on kodeeritud erinevate geenide poolt

ning nende primaarjarjestuses voib esineda vailergevusi (MedicineNet, 08.04.2008).

CCL3L1 on valgu jarjestuselt 90% indentne kemokiaiCCL3, erinedes vaid 3 aminohappe
poolest (Irving jt, 1990). Moélemaid kemokiine tranbeeritakse vastavalt poletikuliste

tsutokiinide stimulatsioonile. CCL3L1 geeni produiggu ka CCL3 geeni produkt on vdimeli-
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ne kasutama signaali vahendajana kemokiin retse@@R5, kuid erinevalt CCL3-st seondub
CCL3L1 CCR5-ga palju suurema afiinsusega. Seet@ttCCL3L1 ka palju tdhusam R5
troopsusega HIV-1 infektsiooni inhibiitor. See amgitud sellest, et CCL3L1 valgu aminohap-
pelises jarjestuses asub teises posistsioonismreiCL3-el aga seriin. Proliini esinemine mo-
jutab oluliselt CCL3L1 affinsust CCR5-e suhtes bk jt, 1999; Aquaro jt, 2001; Xin jt,

1999).

mee  menly
(H— E—.—y ] UTR
H ORF
Centromere \/ V Telomere
{7 T} {1} {3 {{—
CCL3 CcCL4 cCcL4L1 CCL3L1 CCL4L2

Joonis 2.2.MIP-1 geenide paigutus genoomis, 17q11-ql12. Katkiem nooltega on tahistatud
transkriptsiooni suund. UTR — ingl. kntranslated regionmitte transleeritav piirkond; ORF —
ingl. k. open reading frameavatud lugemisraam (Shao jt, 2007).

CCL3L1 geeni tekkepdhjuseks peetakse segmentatisgitikatsioone. CCL3, CCL4 asuvad
koos CCL3L1 ja CCL4AL1 geenidega 17 kromosoomi pi&kss. CCL3 ja CCL4 geene on
haploidse genoomi kohta uiks koopia, kuid CCL3LLC{@4L1 geenide koopiaarv on indiviiditi

erinev. See on tingitud asjaolust, et CCL3L1 ja @CL asuvad segmentaalsete
duplikatsioonide kuumas punktis (ingl. k.het spot) Enamikel inimestel jadb CCL3L1 ja
CCLA4L1 geeni koopiaarv vahemikku 1-6 koopiat, vaherhvoib see olla vaiksem kui 1 ning
suurem 6-st (Menten jt, 2002; Shao jt, 2007; Gaerzzgl, 2005; Modi jt, 2004; Miyakawa |t,

2002; Townson jt, 2002; Howard jt, 2004).
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Kuna vois imetajate evolutsioonis CCL3L1 geeni dkgikioon aset leida ning mis tingimustes
vois selekteeruda kérgem koopiaarv? Uhe tsenaarkaimaselt vdis miljoneid aastaid tagasi
olla HIV, SIV (ingl.k - simian immunodeficiency virushvide immuunpuudulikkuse viirus)
vOi mOni muu sarnane viirus, mille infektsioon k#ibi CCRS5 retseptori. Ellujadmiseelise an-
diski kdrgem CCL3L1 geeni koopiaarv, kuna CCL3L1udab blokeerida taolise infektsiooni.

2.6.CCL3L1 roll HIV infektsioonil

Nagu eespool mainitud on CCL3L1 vaga téhus intabillV-1 (R5 tlivede) rakku sisenemi-
sel. Seda tanu tugevale affiinsusele CCRS5 retsepttites (Menten jt, 2002). Siinkohal on
mitmeid vdimalusi, kuidas tdpselt CCL3L1 tokestalH R5 tlvede infektsiooni. Esiteks, ot-
seselt - CCL3L1 vabad molekulid blokeerivad steseit HIV-1 gp120 seondumise CCR5-ga.

Teiseks, CCL3L1 voib mdjutada CCR5 ekspressioomakkudel ekspresseeruva CCR5 mole-
kulide hulk korreleerub v6imalusega nakatuda M pitie HIV-1-ga. See tdhendab, et mida
vahem ekspresseerub T-rakkudel CCR5 molekule, w#E#gem on téendosus nakatuda. Seega
kdik, mis mdjutab CCR5 ekspressiooni mdjutab ka HIwfektsiooni. Pealegi, on ndidatud, et
suurem CCL3L1 geeni koopiaarv resulteerub ka suareaiga CCL3L1 valgu ekspressiooni-
ga (Gonzalez jt, 2005).

Mitmed uurimisgrupid on oma tédde tulemusena kamid, et CCL3L1 koopiaarv tdesti va-
rieerub indiviidi ning koopiaarvul on oluline rddlV infektsioonis (Gonzalez jt, 2005; Shao
jt, 2007; Townson jt, 2002; Pilotti jt, 2007; Ketg, 2007). Uks suurejoonelisemaid toid tehti
Gonazales’e uurimisgrupi poolt, milles voeti uusimidjektideks 1000 isikut, kes omakorda
kuulusid veel 57 erinevasse inimpopulatsiooni. bigui tulemusena selgus, et CCL3L1 koopa-
arv ei ole tdesti konstantne, vaid ilmneb erinevusindiviiditi kui ka erinevat péritolu inim-
populatsioonide vahel (Gonzalez jt, 2005). Koopiaarieerus 2 — 10 koopiani, Aafrika parit-
olu populatsioonidel kdrgem ning mitte-aafrika palu populatsioonidel madalam. Gonzales’e
uurimisgruppi t60 tulemusena selgus huvitav fenomeimelt, omades populatsiooni keskmi-

sest suuremat CCL3L1 geeni koopiaarvu vdib seditérda kaitsva toime HIV infektsiooni
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suhtes. Naiteks, HIVArgentiina laste populatsioonis oli keskmine CCILL3ieeni koopiaarv 2,
HIV™ aafrika paritolu ameeriklaste populatsioonis 4y Hturoopa paritolu ameeriklaste popu-
latsioonis 2 ja HIV hispaania paritolu ameeriklaste populatsioonBdhulatsiooni keskmisest
vaiksemat CCL3L1 geeni koopiaarvu seostatakse pinarenenud riskiga nakatuda HiI-
viirusega. Seevastu aga, HI¥afrika paritolu ameeriklastel 3, Hl\hispaania paritolu amee-
riklastel ja HIV' euroopa péritolu ameeriklastel 2, mida seostatakaiguse kirema progres-
siooniga (Gonzalez jt, 2005).

CCL3L1 valgu kaitsvat effekti seletab asjaolu, atirema koopiaarvu korral suureneb ka
CCL3L1 valgu ekspressioon (Townson jt, 2002). Sddaitab ka Gonzales’e t66, milles sel-
gus, et CCL3L1 koopiaarvu suurenemine on positiva®relatsioonis CCL3/CCL3L1 sekret-
siooniga ning omakorda negatiivses korrelatsio@®R5 ekspresseerivate CD# rakkude
hulgaga (Gonzalez jt, 2005). Madalamat CCL3L1 gd&mdpiaarvu seostati kdrgema viirus
koopiate arvuga ning kiirema T-rakkude havinemis&@mnzales’e uurimisgruppi arvatssle-
tabki see asjaolu, miks madalama CCL3L1 geeni le@opuga isikutel on suurem tdendosus
nakatuda HIV-ga ning samuti asjaolu miks nakatunptegresseerub haigus AIDS-iks kiire-
mini. Kemokiinid omavad HIV-d supresseerivat toimdbkeerides CCR5 koretseptori ja
virioni gp120 interaktsiooni. CCL3L1 seondub CCRb+gng setdttu on virioni pinnal oleval
glukoproteiin 120-1 véimatu omakorda interakteer@aR5-ga. Kérge CCR5 ligandi olemas-
olu vbi madal CCR5 ekspressioon korreleerub HIV/8iDvastase kaitsega (Gonzalez jt,
2005).

Gonzales arutles, et kumb vdiks olla HIV infektsioeeisukohast olulisem: kas CCL3L1 koo-
piaarv vOi CCR5 genotuiup. Selle teadasaamiseksegrigpta isikud vastavalt CCL3L1 koo-
piaarvule ja CCR5 genotutbile. CCR5 genotuubidtjagsstavalt polimorfismide kombinat-

sioonile CCR5 promootor alas vOi kodeerivatse regides, mis mojutasid CCR5 ekspres-
siooni. Selgus, et omades populatsiooni keskmisgggemat CCL3L1 koopiaarvu ning CCR5-
e ekspressiooni vahendavat CCR5 genotuipi on aglatnda HIV-ga kbige véaiksem. Kill,

aga vastupidises olukorras, omades populatsiomsknkisest vaiksemat CCL3L1 geeni koo-
piaarvu ning CCR5 ekspressiooni soodustavat CCRbtgapi on risk nakatuda 3 korda suu-

rem ning nakatudes progresseerub AIDS kiireminingabez jt, 2005). Gonzales arvab lausa,
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et CCL3L1 koopiaarvul on tunduvalt suurem effekWHihfetsioonis, kui on seda CCR5 geno-
tuubil (valja arvatud ccrd32 genotulp).

2.7.HIV ja HCV koinfektsioon

Agedat C-viirushepatiit pdhjustab hepatiit C viirligepatiit C viirus (HCV - ingl. khepatitis

C virug kandub edasi sarnaselt HIV-viirusega, mistdttupahjud HIV-positiivsed patsiendid
nakatunud ka HCV-ga. Ka meie esialgsed andmedvaiitaellele, et HIV nakkusega koos esi-
neb suhteliselt sageli HCV infektsiooni. HCV leyeamiselt nakatunud vere kaudu (Hepa-
tiit.Net, 08.04.2008). Haiguse sugulisel teel leigirming nakatunud emalt lapsele viiruse Ule-
kandumist stinnitusel esineb harva (~5% juhtud€shepatiidi epidemioloogilist protsessi ise-
loomustavad Eestis viimasel aastakimnel uued summsled. Vaatamata HCV piiratud ravi-
vOimalustele suureneb haigestumus mitte ainult dgsde, vaid ka kroonilistesse haigusvor-
midesse. Uurimistulemused néitasid vaga korget fiaidiviirustega nakatumise taset Tallin-
na ja lda-Virumaa narkomaanidel. HCV esineminet@paraselt sagedasem vangistuses vii-
bivate HIV-positiivsete narkomaanide seas (Tefanpyv2004). Patsientidel kellel on lisaks
HCV nakkusele ka HIV nakkus arenevad kiiremini a&yinevad maksa patoloogiad. Maksa-
haigused on praegu HIV positiivsete patsientidensupdhjuste seas esimesel kohal (Koziel jt,
2006).

Lumfotsiidid, mis labivad HCV infitseeritud maks&spresseerivad suuremal hulgal
kemokiin retseptorit CCR5, millega seonduvad CC ¢imid CCL3, CCL4 ja CCL5. Need
kemokiinid on olulised komponendid immuunsisteeomkisioneerimisel, sest seondudes
CCR5 retseptorile mojutavad nad T-lumfotstutide 1)Thmigratsiooni. On naidatud, et
kroonilise hepatiit C infektsiooni korral vahenelCR5 ekspressioon perifeerse vere T-
[imfotsudtidel (Lichterfeld jt, 2002) See omakorteb kaasa muutused T lumfotsudtide
migratsioonis. Arvatakse, et rakud, mille pinnasgilesseerub suurel hulgal CCR5 retseptorit,
voitlevad HCV infektsiooni vastu palju jdulisemélfincet jt, 2005). Kuidas ja miks mdjutab

HCV infektsioon CCR5 ekspressiooni? Kirjandusevélja pakutud mitmeid mehhanisme.
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Nii vaidetakse, et HCV valgu E2 interaktsioon COgd pdhjustab RANTES valgu suurenenud
sekretsiooni CD8+ lumfotsudtidel, mis omakorda p8gb CCR5 ekspressiooni vahenemist ja
[umfotsutide migratsiooni vahenemist (Nattermanr204). On ka leitud, et HCV valgud
,core’ ja NS5A vbivad modifitseerida CCL5 sekretsioonidjotades CCR5 promootori
aktiivsust. Mida enam CCL5 kemokiini seontub CCR&septoriga, seda enam vaheneb CCR5

ekspressioon (tanu retseptori internalisatsiop(Nattermann jt, 2004; Soo jt, 2002).

CCRM32 mutatsioon CCR5 retseptorit kodeerivas geenigjugfab mittefunktsionaalse

retseptori tekkimise. Woitas’e uurimisgrupp anetsselline CCR5 kadu rakupinnal on kuidagi
seotud kroonilise HCV infektsiooni ja kdrge viirssikeste arvuga, sest HCV positiivsetel
patsientidel, kellel on mdlemal kromosoomil CCQR2 mutatsioon (homosigoodid) on
tunduvalt suurema viirus koopiate arvuga vorrelgatsientidega, kellel seda mutatsiooni ei
esine voi on ainult thel kromosoomil (Woitas jt02). Promrat’i uurimisgrupp on naidanud,
et CCR5 ja CCL5 vahenenud ekspressioon pohjustabtsdt pdletiku maksas (Promrat jt.
2003a; Promrat jt. 2003b).

Kas ja kuidas mdjutab CCR&32 mutatsioon hepatiit C infektsiooni ja selle @astravi pole
veel tapselt teada. Siiani avaldatud t6id on eaibv Naiteks, on naidanud Goyal
uurimisgrupp, et CCR832 mutatsioon ei mgjuta tundlikust HCV infektsioenega ka selle
vastast ravi (Goyal jt, 2006) Seevastu, naitasiété@luurimisgrupp et CCRA32 mutatsioonil
voib ikkagi olla oluline roll HCV infektsioonil jeerinevate maksa patoloogiate kujunemisel
(Hellier jt, 2003). Uhes@naga, tegelik mehhanisrtagajarjed ootavad veel avastamist. Samuti
pole teada, kas ja kuidas mdjutavad teised CCRindigl (nditeks CCL3L1) HIV ja HCV

koinfektsiooni ning sellest tulenevaid patoloogiaid

2.8.HIV epideemia omapéara Eestis — suistivad narkomaanid

1988. aastal registreeriti Eestis esimene HIV-nakkkandja. Kuni aastani 2000 pusis HIV-
nakkusesse haigestumine stabiilselt madalal tasefssti oli HIV-infektsiooni suhtes ks

vaikseima esinemissagedusega riik: 6,5 juhuga jpmiiinimese kohta, samal ajal kui naaber-
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riikides oli infitseeritus margatavalt suurem (14-6htu 1 miljoni inimese kohta) (Ustina jt,
2000).

Olukord Eestis muutus drastiliselt 2000. aastall skilalguse HI-viiruse epideemia seoses vee-
nisiseseid narkootikume tarvitavate noorukite nakasega Ida-Virumaal, algul Narvas, see-
jarel ka teistes lda-Virumaa linnades. 2000. aamstabtati Eestis 390 uut nakkusjuhtu. 2001.
aasta viis Eesti Euroopas esikohale nakatunute kiurdekasvu tottu: avastati 1474 uut juhtu,
s.0 Ule 1000 juhu 1 miljoni inimese kohta. Jargmelvaastatel on uute nakatunute arv stabili-
seerunud, ndidates vahest langustendentsi (vas&8&l 840, 743, 621, 688, 633 uut nakatu-
nut). 2008 aasta 31. martsi seisuga on 141 uuttumakia neist 12 kinnipeetavad. Kokku on
hetkel Eestis (31 marts 2008 seisuga) diagnoo$iidd HIV-nakatunut, sh AIDS 198 inime-
sel. Vaatamata uute nakkusjuhtude arvu aeglasetpid@le on Eesti siiski endiselt krgeima
nakkustasemega riik Euroopas, edastades kahekomisgkenemaad kui ka Ukrainat (MTU
AIDS-i Ennetuskeskus., 08.04.2008; Tervisekaitgmhitsioon, 08.04.2008).

Enne 2000 aastat oli pdhilisteks nakkuse levikugeselguline kontakt, praegu domineerib sis-
tivate narkootikumide tarvitamisel kaasnev HIV (IBlhgl. k. intravenous drugise). Nakatu-
nud narkomaanide arvu tbus algas juba 1994.-199§ jaitkus jargnevatel aastatel drastilise
kiirusega. 2005 aasta seisuga moodustab narkootikemitavate noorte osakaal 79% koiki-
dest nakatumisjuhtudest. 21% juhtude osas on tiardwmkatumistee teadmata, kuid tksikute
pddrdujate anamneesist selgub, et valdav osa phatist tarvitab ikkagi sustitavaid narkooti-
kume. Veenisiseseid narkootikume tarvitavate nadamde domineerimine HIV-positiivsete
hulgas eristab meid teistest Euroopa ja ka Pohjaekika riikidest. Epideemia-aastatel on
probleemiks muutunud ka HIV-nakkus kinnipeetavatlgas. 26% positiivseks osutunud testi-
dest on kinnipeetavatelt. Eestis viibib kinnipidaasutustes aastas keskmiselt 5000 isikut.
Aastatel 2000-2004 on seal avastatud HIV-nakku$ 2@0ral. Nendest 58%-1 (1172 isikul)
on positiivsus avastatud vanglas. Peamiseks riskigks kinnipidamisasutustes on ststivad
narkomaanid (Zilmer jt, 2005; Tervisekaitseinspigkin, 08.04.2008)

Eesti HIV-epideemia domineerivaks viirustiiveks onlVH rekombinantne vorm -
CRF06_cpx. See subtttp on erinev Laane-EuroopBéh@m-Ameerikas tavapéarasest HIV-1
subtidbist B. Eestile omast HI-viiruse subttupiisaks Eestile kirjeldatud vaid mones Laane-

Aafrika riigis. Samuti on Eestis kirjeldatud vahssbtiip A esinemist ning rohkemal maaral
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subtiip A ja CRF06_cpx subttipide rekombineerurmitEmusena tekkinud rekombinantse

vormi esinemist (Adojaan jt, 2005).
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3. TOO EESMARGID

» Maarata CCL3L1 geeni koopiate arv Eesti suistivar&amaanide populatsioonis ning hin-

nata CCL3L1 geeni koopiate arvu voimalikku moju ataknisele HI-viirusega.

» Hinnata peremeesorganismi CCL3L1 geeni koopiater adimalikku seost HIV-infekt-

siooniga sageli kaasuvate HCV ja HBV nakkustega.
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4. MATERJAL JA METOODIKA

4.1. Uuritavad

Kaesolevasse uuringusse kaasati 374 HIV-positiijesdtlV-negatiivset isikut (Tabel 4.1 ja
Tabel 4.2.), kes osalesid meie poolt labi viidudingus vabatahtlikult, olles eelnevalt andnud
raviarstile voi ndustajale kirjaliku informeeritudbusoleku. Uuringu l&biviimiseks oli loa and-

nud Tartu Ulikooli Inimuuringute Eetikakomitee.

Tabel 4.1. Kéesolevas t66 osalenud HIV-positiivsete ja HI\gatEvsete inimeste uuringusse
[ulitumise koht.

Uuringusse sisenemise koht: Mehed Naised Kokku

HIV-negatiivsed

MTU “Me Aitame Sind” 28 3 49
MTU “Convictus Eesti” 86 13 99
MTU “AIDSi Ennetuskeskus” 12 6 18

HIV-positiivsed

Tartu vangla 57 5 62
Amari vangla 24 0 24
Harku vangla 0 15 15
Ida-Viru Keskhaigla 3 1 4
Tartu Ulikooli Kliinikum 1 0 1
MTU “Meie Aitame Sind” 20 5 25
MTU “Convictus Eesti’ 70 7 77

Parast informeeritud nbusoleku saamist taideti enkeris sisaldas andmeid haige demograafi-
liste ja epidemioloogiliste néitajate ning eelndwaguse kulu kohta. Mittetulundusihingutes
(MTU) anonuiimsel testimisel kainud isikud loovuthgerd, mis saadeti HIV-referentlaborisse

HIV-testimisele ja mille alusel uuritavad jagati ljam HIV-positivseteks ja HIV-
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negatiivseteks. Hilisemal uuritavate alagruppidgastamisel lahtuti lisaks ka haige poolt an-
keedi taitmisel antud informatsioonist (riskikaitumaa la narkootikumide tarvitamine, kontak-
tid HIV positiivsetega jt). Tulenevalt veeni maratstvate narkootikumide tarvitamisest ja
HIV-staatusest jagunesid uuringus osalenud kabtgappi:

1. HIV-positiivsed sustivad narkomaanid,

2. HIV-negatiivsed sustivad narkomaanid.

HIV-positiivsed sustivad narkomaanid. HIV-positiivsete isikute populatsioon koosnes 208
uuritavast. Selle grupi moodustasid Ida-Viru Kesgtzaja TU Kliinikumi nakkushaiguste osa-
konnas arvel olevad HIV-positiivsed isikud (5 idikaing Tartu, Amari ja Harku vanglas vii-
bivad HIV-positiivsed isikud (vastavalt 62, 24 ja sikut). Lisaks veel AIDS-i ennetusega te-
gelevates sustlavahetuspunkte MTU "Meie aitame "sih@hvis (25 inimest) ja MTU
"Convictus Eesti" Tallinnas (77 inimest) kiulastansitud, kes hilisemal testimisel HIV refe-
rentlaboris osutusid HIV-positiivseteks. Neist 381 ¢15,87%) naised ja 175 (84,13%) mehed
vanuses 19 — 48 aastat (keskmine vanus 26 a.)nglsse lulitamise kriteeriumiteks oli: (i)
varem vOi k&esoleva uuringu valtel diagnoositutife referentlaboris kinnitatud HIV infekt-
siooni olemasolu; (ii) patsiendi ankeetkusitludéstuvalt on patsient varem tarbinud voi tar-
bib ka hetkel sustitavaid narkootikume. Seega logtavenoosselt nakkuse saanuteks HIV-
positiivsed isikuid, kes identifitseerisid end ungu toimumise hetkel sistivate narkomaanide-
na voi varem kasutasid sustitavaid narkootikuma/-pibsitiivsetest uuritavatest 177 olid na-
katunud hepatiit C viirusega ning 47 hepatiit Brugiega. 167 uuritavat olid CCRfId type
(wt) genotutbiga, 3Wt/A32 genotiuubiga (Ulejaganud kahe uuritava kohta addooeiduvad)
(Tabel 4.1 ja Tabel 4.2.).

Tabel 4.2. HCV, HBV infektsiooni ja CCR5 genotuibi jaotus kamaanide populatsioonis
sOltuvalt HIV staatusest.

CCR5 CCR5 CCR5
HCV+ HCV- HBV+ HBV- wt wt/d32 A32/A32
HIV+ 177 31 47 160 167 29 0
HIV- 108 57 9 153 129 33 4
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HIV-negatiivsed ststivad narkomaanid.CCL3L1 geeni koopiaarv maarati 166 HIV-1 nega-
tiivsel uuritaval. Siia gruppi kuulusid isikud, kpgordusid Tallinas MTU AIDS-i Ennetuskes-
kuse (18 inimest) ja MTU "Convictus Eesti” (99 irdst) vi J6hvis MTU "Meie aitame sind"
(49 inimest) poole HIV-anonlimse testimise eesrhatddi/-negatiivsete mitte-narkomaanide
gruppi lulitamise kriteeriumiteks oli: (i) HIV refentlaboris osutus HIV-test negatiivseks; (ii)
patsiendi ankeetkUsitlusest [&htuvalt on patsianém tarbinud voi tarbib ka hetkel sistitavaid
narkootikume. HIV negatiivsetest isikutest 22 alased ( 13,25%) ja 126 mehed (75,9 %), 18
sugu maaramata (10,84%). Vanuses 17 — 48 aastkntkes vanus 26 a.). HIV-negatiivsetest
uuritavatest 108 olid nakatunud hepatiit C viiresgg9 hepatiit B viirusega. 129 uuritavat olid
CCR5wild type(wt) genotiitibiga, 38t/A32 genotlibiga ning A32/A32 genotlubiga (Tabel
4.1 ja Tabel 4.2).

HIV, HCV ja HBV infektsioon tehti kindlaks Laane-lana Keskhaigla referentlaboris.
CCR5A32 méaaramiseks amplifitseeriti mutatsiooni sisadd@®CR5 geeni piirkond suurusega
183 bp (Samson jt, 1996). Mutatsiooni olemasolui tehdlaks visuaalselt, analliisides PCR
produkte UV valguses 2,0%-lisel agaroosgeelil, pegeelelektroforeesi ja DNA varvimist

etiidiumbromiidiga.

4.2.A431 rakuliin

A431 rakud saadi professor Ismo Virtanen'i kaestl¢ihki Ulikooli Biomeditsiini Instituut)
ning transporditi Eestisse s66tmega madratsis. A4Bld kasvatati Iscove'i poolt modifit-
seeritud Dulbecco s66tmes IMDMs¢cove modified Dulbecco mediymmillele lisati 10%
veise loote seerumit FC®étal calf serumning 100 mM streptomutsiini ja 100 mM penitsil-
liini. Rakuliini kasvatati 5% C@atmosfaaris 37°C juures 2-3 nadalat. Suuremast oalekud-
est eraldati DNA edasiste uuringute tarbeks nirggaéhud rakud kilmutati kilmutussegus,
milleks oli 90% FCS ja kruoprotektorina 10% DMSOngdtudlsulfoksiid). Sailitamiseks ase-
tati rakuliin luhikeseks ajaks vedelasse lammastikk195°C) ning seejarel sailitati

stigavkilmikus temperatuuril -70°C. A431 rakuliimkkudest DNA eraldamiseks kasutati

24



DNA Qiamp DNA Mini kiti (QIAGEN Saksamaa). DNA isoleerimine toimus vastavaltjéoot

protokollile ning eraldatud DNA siilitati -2Q juures.

4.3.Perifeerse vere monotsuitidest DNA eraldamine

Igalt uuringus osalejalt koguti ~8-10 ml verd EDBAtikoagulati sisaldavatesse katsutitesse
(Vacutainer Cell Preparation tub€PT;Beckton Dickinsonja sailitati jaal kuni edasise t66t-
lemiseni maksimaalselt 4 tunni valtel. Jargnevedtdati perifeerse vere monotsiuudid ning ve-
replasma tsentrifuugides 3500 p/min Ficolli tihedwadiendis 20 minutit. Tsentrifuugimiseks
kasutati tsentrifuugi OC-6Mwing-outttitipi rootorit. Peale tsentrifuugimist jaid pedfse ve-

re monotsuudid katsutis oleva polimeeri ning vagpla vahelisse kihti, kust nad eemaldati
Pasteuii pipeti abil. Monotsutdid jaotati 500l kaupa vordsete osadena (alikvoodid) ning séai-

litati -20°C juures edasisteks uuringuteks.

Perifeerse vere monotsuutidest DNA eraldamiselaaujaal 50Qu monotsuute ning eraldati
DNA Qiamp DNA Mini kitiga (QIAGEN Saksamaa) vastavalt tootja protokollile. Eraldatu

monotsuitide DNA sailitati -2C juures.

4.4.Real-time PCR CCL3L1 geeni koopiaarvu maaramiseks

Geeni CCL3L1 koopiaarvu méaaramiseks kasutati regapolimeraasi ahelreaktsioonegl-
time PCR meetodit, mis baseerub fluorogeense reportemtiteedi detekteerimisel (Lee jt,
1993; Livak jt, 1995). Reporteri signaali intensiis on otseses soltuvuses PCR produkti hul-
gaga. Iga tsukli méodudes moddeti reporteri fluseassi emissiooni. Sedasi on vdimalik jal-
gida PCR reaktsiooni eksponensiaalse faasi ajsl.sélles faasis toimub markimisvaarselt Kii-
re PCR produkti hulga suurenemine, mis omakordeeleerub algse sihtmark DNA hulgaga.
Mida suurem on algse uuritava DNA hulk, seda kiiremjduab PCR-i reaktsioon

eksponensiaalsesse faasi.
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Real-timePCR viidi 1&bi ABI/PRISM 750@Bequence Detector Systésnmotsikleril Applied

Biosystems Normaliseerijana kasutafi-globiini geeni, kuna on teada, et igal inimesel on

diploidse genoomi kohta kaks koopigglobiini kodeerivat geeni. Referentrakkudeks wvalit

inimese tupe epidermaalse kartsinoomi rakuliini A4akud. A431 rakuliinil on diploidse
genoomi kohta kaks koopiat CCL3L1 kodeerivat geeng kaks koopiap-globiini kodeerivat
geeni. CCL3L1 geeni koopia arvu méaaramiseks kasalgfirgnevaid TagMan sonde ja

praimereid ningeal-timePCR’i parameetreid (vaata Tabel 4.3, Tabel 4.Bajsel 4.5).

Tabel 4.3.8-globiini ja CCL3L1 geenide amplifitseerimiseks k&gtud praimerid ja sondid

Geen Praimerid

Sond

B-globiin

5’-ggcaaccctaaggtgaaggc-3’
5-ggtgagccaggccatcacta-3’

5-VIC-catggcaagaaagtgctcggtgcct-TAMRA-3’

CCL3L1 | 5'-tctccacagcttcctaaccaaga-3’
5’-ctggacccactcctcactgg-3’

5’-FAM-aggccggcaggtctgtgctga-TAMRA-3’

Tabel 4.4.Real-timePCR-i amplifikatsioonireaktsiooni komponendid

Komponendid

LOpp-kontsentratsioon (25  ul-s)

Praimerid
Sond

TaqgMan Universal PCR Master Mix (2X)

DNA

Vesi

500 nM
200 nM
1X

2-10 ng

Tabel 4.5.Real-timePCR-i reaktsiooni parameetrid.

Temperatuur

Aeg

AmpliTaq PCR 40 tsiklit
UNG
) ] Gold aktivat-
inkubatsioon . Denaturatsioon Aniiling/Ekstensioon
sioon
50C 95 C 95 C 60 C
2 min 10 min 15 sek 1 min

Real-timePCR-i tulemusena méaarati kindlaks tstiklite arvlemuures reporteri fluorestsents
Uletab etteantud kinnise (€ingl. k. threshold cycle G véaartus on proportsionaalne reakt-
sioonis olnud algse sihtmark DNA hulgaga. Standdwdka koostamiseks tehti A431 rakkude
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genoomsest DNA-st 1:2 lahjenduste rida (20, 1@.%,1.25 ja 0.625 ngl, DNA kontsentrat-
sioon maarati spektrofotomeetriga Nanodrop (mud@t1900)). Iga patsiendi puhul ma&arati
kindlaks CCL3L1 geeni Ja B-globiini geeni G Kasutades A431 rakkudest tehtud standard-
kdveraid, maarati kindlaks meid huvitavates proesi€CCL3L1 geeni koopiaarv, milleks on

CCL3L1 geeni kvantiteet jagatydglobiini geeni kvantiteediga ning korrutatud kahe®NA

kogus, mis reaktsiooni lisati jai vahemikku 2-1Q0 ng

32
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Joonis 4.1.A431 rakuliini genoomsest DNA-st valmistatud (1lahjenduste seeria) standard-
kdver (Ulemine pilt) ja selle amplifikatsiooni pilanaltdsitun@-globiini geeni suhtes).
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Joonis 4.2.A431 rakuliini genoomsest DNA-st valmistatud (lahjenduste seeria) standard
kover (Ulemine pilt) ja selle amplifikatsiooni pianaltidsituna CCL3L1 geeni suhtes).

Igat standardkdvera jaoks tehtud A431 rakkude geiseoDNA lahjendust anallisiti kolmes
korduses nii CCL3L1 geeni kui k@-globiini geeni suhtes. Kui Pearsoni korrelatsiooni
koefitsent (R) standardkdverate puhul oli vaiksem kui 96%, Isiegi tulemus ebaadekvaatseks
ning seda korrati. Standardkdverate illustratsioontoodud joonistel 4.1. ja 4.Realtime
PCR’i efektiivsust hinnati jargmise valemi abil, &k E” tdhistab PCR-i efektiivsust ja , TOus”

standardkdvera tdusu vaartust.
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E = 10 —(1/Tdus) _ 1
PCR-i efektiivsus peab jdAdma vahemikku 90-100%nideb 4.1 on PCR-i efektiisus 92,5% ja
joonisel 4.2. 93,5%.

4.5.CCL3L1 geeni koopiaarvu hindamine

Kdik uuritavad proovid analtusiti kaks korda. Dupltanalttsides hinnati Ghe patsiendi

proovide sisene varieeruvus jargneva valemiga.
Vi) = 100%|(Ri1-Ri2)/Ri|

Selles valemis Rja Ri2 téahistavad proovi kvantiteeti ja Rtahistab duplikaat proovide kesk-
mist vaartust. Saadud tulemuste po&hjal konstruegrétafik indentifitseerimaks liiga kdrge
vaartusega proove. Keskmiseks proovide sisemisakatsiooniks hinnati: 9,7% ning tlemi-
seks piiriks hinnati 15%. Koik proovid, mis Uletddilemise piiri VV vaartust korrati (Joonis
4.3.) (Gonzalez jt, 2005).
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Joonis 4.3 Duplikaatproovide sisene varieeruvus (%).
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Kui Vi vaartus oli aksepteeritav ehk vaiksem kui 15%s sifarati kindlaks CCL3L1 geeni
koopiaarv umardadesi Rluplikaat proovide keskmise vaartuse) lahimaataisni. Umardami-
se metoodika vGib olla vaieldav, kuna see vdib mfarmatsiooni kadumisele. Meie kasutasi-
me Umardamist kahel pdhjusel. Esiteks, loogiligelsamas ka molekulaarbioloogilistel aru-
saamadel pohinedes - eeldatav on eelkdige taisaevgeeni koopia arv, kuna genoomis on
geeni koopia arv taisarv, see tahendab, et saal2olbi 3, mitte aga 2,5 koopiat. Teiseks on
taisarvuline geeni koopiaarv intuitiivselt paremimierpreteeritav ning kuna mardamise taga-
jarjel tekkiv informatsiooni kadu ei ole olulingjssvdib kasutada imardamist tulemuste inter-
preteerimise lihtsustamiseks (Gonzalez jt, 2005).

Vottes arvesse Umardamise moju tulemustele, viisitneveel kaks erinevat analtiisi. Esmalt,
joonestasime graafiku koopia arvu esinemise sagegasiuritud populatsioonides ning leid-
sime, et sagedusjaotuse piigid on taisarvulistetuéte |Ahedal (Joonis 4.4). Teiseks, summee-
risime Umardatud ja Umardamata tulemused erineyaipslatsioonides ja nagime, et tmar-
damisel pole olulist mdju tulemuste tapsusele (Td® (Gonzalez jt, 2005). Seetdttu leitigi

CCL3L1 geeni koopiaarv umardades duplikaat tulemisskmine I&hima taisarvulise vaartu-
seni.

Sagedus (n)

2 3 4 5 6
CCL3L1 geeni koopiaaarv

o
=

Joonis 4.4.CCL3L1 geeni koopiaarv uuritavas populatsioonis.
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Tabel 4.6.Umardamise efekt CCL3L1 geeni koopiaarvu maaramisel

Populatsioon (n) Umardamata Umardatud
Keskmine SD Keskmine SD
HIV positiivsed (208) 1.87 0.839 1.97 0.839
HIV-negatiivsed (166) 2.15 1.075 2.19 1.057
KOKKU (374) 1.99 0.960 2.07 0.948

4 .6. Statistika

HIV-infektsiooni riskitegurite puhul arvutati stamdiimata ja standarditud Sansside suhe ja

selle 95% usalduspiirid; riskitegurite esinemisshge arvulist jaotust erinevates rihmades
hinnati 5 testi abil GraphPad Prism 3.03, GraphPad Software 2002arkomaanide HIV

staatuse (negatiivne/positiivne) kui |8pptulemirjskitegurite vaheliste seoste hindamiseks

konstrueeriti logistilise regressiooni mudel, kasigs tarkvarapaket8tata (Stata Corportion

1999.
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5. TULEMUSED

5.1.CCL3L1 geeni koopiaarv: HIV-positiivsed versus HIV-negatiivsed narkomaanid

ja riskitegurid

HIV-positiivsete uuritavate populatsioonis variee@CL3L1 geeni koopiaarv 0-st 5-ni. Suhte-
liselt sarnane oli CCL3L1 geeni koopiaarvu ulates HIV-negatiivsete uuritavate hulgas,
jaades 0 ja 6 vahele. Mdlemas grupis oli CCL3LIngempiate arvu mediaan 2 (Tabel 5.1).

Tabel 5.1. HIV-infektsioon ja CCL3L1 geeni koopiaarv uuritdga sustivate narkomaanide
populatsioonides (SD — standardhalve).

Uuritavad (n) Keskmine SD Mediaan Vahemik
K&ik 374 2.07 0.95 2 0-6
uuritavad
HIV+ 208 1.971 0.84 2 0-5
HIV- 166 2.19 1.06 2 0-6

Uuritavaid isikuid geenikoopiate arvuga 1 voi 2nesi rohkem HIV-positiivsete narkomaanide
hulgas. Seevastu mediaanist suuremat geenikoamate3 - 6 oli rohkem HIV-negatiivsetel
narkomaanidel (Joonis 5.1). Uuritavate populatd®omediaaniga vordne vai sellest vaiksem
(0-2) CCL3L1 geenikoopiate arv esines 85,1% HIVHiwsetel slstivatel narkomaanidel,

HIV-negatiivsetel oli vastav levimuse protsent 28,5

CCL3L1 geenikoopiate sageduskOverate anallts néitdist erinevust HIV-positiivsete ja
HIV- negatiivsetenarkomaanide hulgagd = 4.994 p=0,0254; Joonis 5.1).
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Joonis 5.1.CCL3L1 geeni koopiaarvu esinemine HIV-positiivsgteHIV-negatiivsete narko-
maanide populatsioonis modelleeritud histogramm{@asakul) ja cubic-spline meetodil
(paremal)y? = 4.994 p=0.0254)

Kuna CCL3L1 geeni koopiaarvu sageduskdverad sdttilly infektsiooni staatusest erine-
sid, siis hinnati HIV-infektsiooni nakatumise SamssUhmitades (stratifitseerides) HIV-
positiivsed ja HIV-negatiivsed isikud lahtuvalt géeopiate arvust (Tabel 5.2). Selgus, et
CCL3L1 geeni koopia arv 0 ja 1 eraldi voetuna aiudl seotud suurenenud Sansiga olla naka-
tunud HIV-1 viirusega. Seevastu narkomaanidel,ekeBCL3L1 geeni koopiaarv oli 3, oli
vaiksem Sanss olla nakatunud HIV-1 viirusega kulj kelle CCL3L1 geeni koopiaarv oli 0-2.
(OR = 0,501; 95% CI = 0,262-0,960; p = 0,037). Kiaapvul 4 ja 5 anallusist tulenevalt
protektiivne toime puudus (see voib olla tingitua &sjaolust, et koopiaarvuga 4-5 uuritavaid
oli liiga vahe.
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Tabel 5.2. CCL3L1 geeni koopiaarvust tulenev narkomaanidessamlla HIV-positiivne
vorreldes CCL3L1 geeni mediaanvaartust omava gau@R — Sansside suhe; 95% 5%
usaldusvahemik).

Geeni koopiaarv OR p 95% CI

0 0.685 0.648 0.135-3.473
1 1.006 0.982 0.595-1.702
2* 1.000

3 0.501 0.037 0.261-0.960
4 0.498 0.151 0.193-1.289
5-6 0.391 0.144 0.111-1.378

* mediaan

Labiviidud analtsi theks puuduseks oli asjaolueatud geenikoopia arvuga (néiteks 0, 5, 6
geenikoopiat) narkomaane oli antud uuringus vaketdtu jagati jargnevaks anallitsiks statis-
tilise joudluse suurendamiseks uuritavad isikudté&ajruppi: (i) narkomaanid, kellel CCL3L1
geeni esines populatsiooni mediaaniga vordne Jf@ssesdiksem arv (0-2 geenikoopiat); (ii)
narkomaanid, kellel CCL3L1 geenikoopiate arv olida@nist suurem, s.o. 3-6 geenikoopiat.
Anallids naitas, et narkomaanidel, kes omasid CClddeni koopiaarvu 0-2, oli suurem Sanss
olla nakatunud HIV-1 viirusega, vorreldes uuritaags, kellel oli 3-6 CCL3L1 geeni koopiat.
(OR = 2,059; 95% CI = 1,231-3,443; p = 0.006) (Tabs3). Valjundparameetri ,HIV-
positiivne vbi HIV-negatiivne” suhtes hinnati vei@rgnevaid potentsiaalseid riskifaktoreid:
kaasuv HCV vdi HBVinfektsioon, narkomaanide sugu, vanus ja CCR5 kdémaletseptori
mutatsiooniA32 deletsiooni esinemist (Tabel 5.3). Viimase Kogaupeeriti Uhte gruppi nii

heterosuigootsed wiB2 kui ka homostgootseB2/A32 narkomaanid.

Uhemd&tmelise analliusi tulemusena selgus, et erdédiina (standardimata teiste riskifaktori-
te suhtes) oli HBV infektsiooni esinemine vaga twgskifaktor HIV-infektsiooni suhtes - OR

= 4,994 (95% CI = 2,366-10,538; p<0,001). Sama \fiéddda ka HIV-positiivsusele kaasuva
HCV infektsiooniga - OR = 3,013 (95% CI = 1,830419 p<0,001). Seevastu narkomaanide
sugu ja CCR5 retseptasi32 deletsioon riskifaktori rolli ei omanud. Kunarkamaanide vanu-
se puhul oli margata, et vanuse kasvades suurengeikaosus olla nakatunud HIV-viirusega
ja vois arvata, et vanus on tegelikult narkootikdenkasutamise kestuse (staaz) ,surrogaat-

marker”, siis hindasime ka narkootikumide kasutams$aazi kui vOimalikku riskifaktorit.
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Staazi moju oli samasuunaline uuringus osalenuteisega, Sansside suhe oli suurem pikema

staaziga narkomaanidel (Tabel 5.3).

Tabel 5.3.Standardimata risk nakatuda HI-viirusega tulertesiahevatest riskiteguritest Eesti
sustivate narkomaanide hulgas.

Riskitegurid OR 95% ClI p
CCL3L1 geeni koopiaarv

0-2 2.059 1.231-3.443 0.006

3-6' 1.0
HCYV infektsioon

HCv-' 1.0

HCV+ 3.013 1.830-4.961 <0.0001
HBYV infektsioon

HBV- 1.0

HBV+' 4.994 2.366-10.538 <0.0001
Sugu

Naine 1.0

Mees 0.926 0.515-1.663 0.797
Vanus (aastates)

<20' 1.0

21-30 3.692 1.657-8.226 0.006

231 2.574 1.020-6.496 0.045
Sustimise staaZz (aastates)

0-5' 1.0

6-10 2.043 1.095-3.812 0.025

>10 2.279 1.102-4.714 0.026
CCRS5 A32 deletsioon

wt/wt" 1.0

wt/A32 vBi A32/ A32 1.23 0.741-2.035 0.425

t standardgrupp

A32 — delta 32 deletsioon
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5.2.HCV-positiivsed versus HCV-negatiivsed narkomaanid ja CCL3L1

Analliisitavas narkomaanide populatsioonis kaasy$%8%8 isikutel lisaks HIV-nakkusele
veel C hepatiit (HCV). Sellest [&htuvalt hinnati M@hfektsiooni ja CCL3L1 geeni koopiaarvu
ning teiste voimalike riskitegurite vahelist sed$CV-positiivsete narkomaanide arv oli 285 ja
HCV-negatiivsete isikute arv 88. Tabelis 5.4 ontagad CCL3L1 geeni koopiaarvu levimus
HCV-positiivsetel ja HCV-negatiivsetel narkomaanideCCL3L1 geenikoopiate histo-
grammide ja sageduskdveratelt on ndha olulisteeenste puudumist HCV-positiivsete ja
HCV-negatiivsetenarkomaanide vahel (Joonis 5.2). Sama tulemuseesaimi vordlesime

geenikoopiate arvu mediaanist lahtuvat CCL3L1 ma{V infektsioonile (OR = 0,88; 95%
Cl=0,477-1,63; p=0.69).

Tabel 5.4. HCV-infektsioon ja CCL3L1 geeni koopiaarv uuritavaistivate narkomaanide
populatsioonis (SD — standardhalve).

Uuritavad (n) Keskmine SD Mediaan Vahemik
Kdik uuritavad 373 2.06 0.93 2 0-6
HCV+ 285 2.06 0.92 2 0-6
HCV- 88 2.07 0.96 2 0-5
60 _
60 o — —
50- = 0.01163, p=0.9141
504
40 [CIHCV -
) B HCV + & 401
8 301 g
@ B 30-
} 3
204 204
10+ H I 10
O — B I_l l |_| = 0 T T T T T u
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
CCL3L1 geeni koopiaarvu jaotus uuritavates populatsioonides CCL3L1 geeni koopiaarv

Joonis 5.2. CCL3L1 geeni koopiaarvu esinemine HCV-positiivsgde HCV-negatiivsete

narkomaanide populatsioonis modelleeritud histognara (vasakul) jaubic-splinemeetodil
(paremal).
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5.3.HBV-positiivsed versus HBV-negatiivsed narkomaanid ja CCL3L1

Jargnevalt hinnati CCL3L1 geeni koopiaarvu ja HBWektsiooni vahelist vBimalikku seost
narkomaanidel. HBV-positiivsete narkomaanide anbal ja HBV-negatiivsete narkomaanide
arv oli 313. Tabelis 5.5 on esitatud CCL3L1 geemodaarvu levimus HBV-positiivsetel ja
HBV-negatiivsetel narkomaanidel. CCL3L1 geenikotpiaistogrammide ja sageduskdveratelt
on naha oluliste erinevuste puudumist HBV-posigiesja HBV-negatiivsete narkomaanide

vahel (Joonis 5.3). Sama tulemuse saime, kui véirdie geenikoopiate arvu mediaanist
[&htuvat CCL3L1 m&ju HCV infektsioonile.

Tabel 5.5. HBV-infektsioon ja CCL3L1 geeni koopiaarv uuritavaistivate narkomaanide
populatsioonis (SD - standardhalve).

Uuritavad (n)  Keskmine SD Mediaan Vahemik
K&ik uuritavad | 370 2.06 0.93 2 0-6
HBV+ 57 1.9 0.82 2 0-4
HBYV - 313 2.09 0.9 2 0-6

60
CIHBV -
504 EEEHBV +

65+ X?=1.809, p=0.1786

= HBV-
+ HBV+

I
o
1
o
a
1

Sagedus (%)
w
o
1
Sagedus(%)

T T T

10+ 0 1 2 3 4 5 6
CCL3L1 geeni koopiaarv
olimm I_I I [1
2 3 4 5

0 1 6

CCL3L1 geeni koopiaarv

Joonis 5.3. CCL3L1 geeni koopiaarvu esinemine HBV-positiivsgée HBV-negatiivsete

narkomaanide populatsioonis modeleeritud histogremartvasakul) jacubic-splinemeetodil
(paremal).
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5.4.CCL3L1 ja HCV vbi HBV koinfektsioon

Standardimata Sansside hindamisel selgus, et kiidisemaks riskiteguriks HIV-positiivsuse
suhtes osutus samaaegne narkomaani HBV-posititaatus, HCV positiivsetel narkomaani-
del on Sansside suhe vaiksem. Statistiliselt @lisosutus ka narkomaani vanus voi eelnev
sustimise kestus, kus alla 20 aastastel v6i vahan® laastat sustinutel oli Sanss olla HIV-

positiivne vaiksem kui vanematel voi pikema susterstaaziga isikutel.

Eraldi riskitegurite osa anallisimiseks hinnatidnegureid logistilise regressiooni mudelis,
kus Uksikud riskitegurid standarditi Uiksteise sshtéuna CCR5 retsepton32 deletsiooniga
mutatsioon ja narkomaani sugu ei osutunud Uhemd@@ha@nallusil olulisteks riskifaktori-

teks, siis jaeti need 16pliku anallitisi mudeli keosisel vélja.

Mitmemddtmelise logistilise regressioon analliigenused erinesid themdotmelise analtisi
tulemustest (Tabel 5.6). Kaasuv HBV infektsioongaem iga muutusid statistiliselt ebaolulis-
teks teguriteks. Kohandatud logistilise regressioondeli alusel oli HIV nakkuse olulisemaks
riskiteguriks kaasuv HCV infektsioon — SanssideesOiR = 3,673 (95% CI = 1,820-7,412). Li-

saks suurenes mudelis CCL3L1 geenikoopiate arkisasss 2,059-It 2,705-ni.

Table 5.6.Standarditud risk nakatuda HIV-infektsiooniga tdealt erinevatest bioloogilistest
ja sotsiaalsetest riskiteguritest Eesti ststivarkamaanide hulgas.

Riskitegurid OR 95% ClI p
CCL3L1 geeni koopiaarv
0-2 2.705 1.450-5.048 0.002
3-6'
HCV infektsioon
HCV-'
HCV+ 3.673 1.820-7.412 <0.0001
HBYV infektsioon
HBV-
HBV+' 1.998 0.833-4.971 0.121
Vanus (aastates)
<20'
21-30 3.022 1.294-7.057 0.011
231 2.176 0.814-5.811 0.121

t standardgrupp
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Analtiisil selgus tugev interaktsioon kahe HIV-poset staatust mdjutava teguri suhtes —
thelt poolt HCV-positiivsus ja teisalt CCL3L1 gelevopiate arv g likelihood ratio testy2

= 13,10; p = 0,0003). Viimasest v0ib jareldadaC€1.3L1 geenikoopiate arvus tulenev moju
HIV staatusele on mingil mééaral mojutatud HCV giaast. Seetbttu teostasime analiidsi,
hindamaks seost ekspositsiooni (antud juhul CCL3k&nikoopiate arv) ja valjundi (HIV
staatus) vahel kofaktori (HCV staatus) juuresoléRalbel 5.7).

Tabel 5.7. Narkomaanide HIV-positivsuse Sansside suhe jalduspiirid CCL3L1
geenikoopia arvu ja HCV-staatuse interaktsioonrdor

OR 95% ClI p
HCV-
0-2 CCL3L1 geenikoopiat 0.342 0.113-1.036 0.058
3-6 CCL3L1 geenikoopiat 1.0
HCV+
0-2 CCL3L1 geenikoopiat 3.522 1.934-6.416 <0.001
3-6 CCL3L1 geenikoopiat 1.0

HCV-positiivsetel narkomaanidel, kellel on popuiats i mediaani keskmisest madalam
CCL3L1 geeni koopiaarv on suurem téenaosus nakatdidaviirusega (OR = 3,522; 95% CI
= 1,934-6,416; p < 0,001). HCV-negatiivsetel narkamdel on tdendosus nakatuda HI-
viirusega suurem, omades populatsiooni keskmisestatamat CCL3L1 geeni koopiaarvu
(OR =0,342; 95% CI = 0,113-1;036; p = 0,058); Jedn4). HCV-negatiivsetel on tbenaosus
nakatuda HIV-ga madalam kui HCV-positiivsetel igidu
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Joonis 5.4.CCL3L1 geeni koopiaarvu jaotus HIV/HCV mono- jarkfektsiooniga uuritavatel.

40



6. ARUTELU

Meie uuring naitas, et Eesti sustivate narkomaampidpulatsioonis oli keskmine CCL3L1
geeni koopiarv 2. Taoline leid sarnaneb Gonzalgslaasautorite poolt esitatatule (2006), kes
samuti leidsid valgete rassil sarnase CCL3L1 gempulate mediaani. Vordluseks olgu toodud,
et afro-ameeriklastel ja aafriklastel on keskmimergkoopiate arv tavaliselt suurem. Samas
tuleb markida, et geenikoopiate arvu individuaalageeruvus narkomaanide populatsioonis ei
olnud vaga suur, ulatudes 0-st 6-ni, kusjuures %P0 uuritutel oli see vdrdne 2-ga.
Analoogsed vahesed uuringud mujal maailmas on mmaledseks CCL3L1 geenikoopiate
arvuks toonud 10-12 koopiat (Gonzalez jt, 2005;058h&2007).

Kuigi HIV-positiivsete ja HIV-negatiivsete narkomade hulgas on keskmine geenikoopiate
number 2", siis HIV-positiivsete narkomaanide haggesines oluliselt rohkem populatsiooni
keskmisest vaiksema CCL3L1 geenikoopia arvugaigikui HIV-negatiivsete narkomaanide
hulgas. Selline tulemus viitab CCL3L1 geeni prodwdimalikule rollile HIV-infektsiooni
haigestumisel. HIV-infektsiooni vastane toime voislkdige seisneda suuremas CCL3L1
geeni produkti st valgu hulgas. Rohkem CCL3L1 valeondub CCRS5 retseptoriga, mis
raskendab oluliselt HI-viiruse virionide interakishni CCR5 retseptoriga ja sellega HIV
peremeesrakku sisenemish. vitro on Townson'i uurimisgrupp néaidanud, et rakukultsur
korreleerub kérgem CCL3L1 geeni koopiaarv suuren@L® 1 mRNA ja valgu hulgaga
(Townson jt, 2002). Sama tulemust naitas ka Gomzleurimisgruppin vivo (Gonzalez jt,
2005).

Teise vOimaliku mehhanismina on néidatud, et HI'étane kaitse ei seisne uldsegi selles, et
CCL3L1 produkt blokeerib CCR5 retseptori ja HIVigimid sellega seonduda, vaid hoopis
selles, et suurenend CCL3L1 kontsentratsioon osgaisivihendab CCR5 ekspressiooni. Seda
eelkdige tanu sellele, et CCL3L1 stimuleerib INFinterferoony) tootmist T-rakkudes, mis
omakorda inhibeerib CCRS5 retseptori ekspressioBGhog jt, 2001; Kinter jt, 2000; Losana |jt,
2002; Creery jt, 2004). Siit voibki oletada, et kegma CCL3L1 geenikoopia arvu korral,
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transkibeeritakse ja transleeritakse vahem CCL3kmdkiini (Townson jt, 2002), mis
omakorda vdhemal maaral mojutab INReotmist T-rakkudes ning see omakorda CCR5
ekspressiooni. Selle tulemusena on raku pinnalewhiCR5-e ekspresseeritud ning rakk on
vastuvdtlikum HIV infektsioonile.

Kirjanduses leidub ka andmeid selle kohta, et CAL8kenikoopia arvul ja HIV-infektsiooni
vahel pole mingisugust seost (Shao jt, 2007). K&emering ei andnud paris uhest vastust.
Statistiliselt oluline erinevus tulenes eeskatt madvaartuste sageduste erinevuses HIV-
positiivsete ja HIV-negatiivsete populatsioonis.nfaa ei tdheldanud me oma uuringus, et
erinevus oleks ilmnenud geenikoopiate jaotuskdeepakide osas — naiteks HIV-positiivsetel
»1” geenikoopiat ja HIV-negatiivsetel ,4” geeniko@p. Arvesse tuleb votta ka seda, et
kirjanduses ilmunud vaited CCL3L1 geenikoopia amdjust HIV-infektsioonile tuginevad
eeskatt uuringutel, kus nakatumine toimus kas selsal voi homoseksuaalsel teel. Kdesoleva
to0 uuringus oli nakatumise teeks sistimine, miteral nakatav HIV-virionide doos on
oluliselt suurem kui seksuaalsel v6i homoseksub#det saadud infektsiooni korral, mistottu
organismi sattunud viiruse kogus vdib olla niiv@ulr, et CCL3L1 geenikoopiate arvu mju
ei paase esile ja seega ka CCL3L1 geeni koopia mwlV vaheline seos ei tule vaga

reljeefselt esile.

Meie poolt uuritud narkomaanid olid sageli nakauindCV ja HBV nakkusega. Sage
nakatumine nimetatud viirustega polnud Ullatuskidnpa riskikaitumine ja nakatumise teed
koigi kolme viirusinfektsiooni korral on sarnaseskeda on leidnud ka teised (Chung, 2006;
Gaeta jt, 2006). Sellest tulenevalt plidsime himnea CCL3L1 geenikoopiate arvu kui
vdimalikku riskitegurit omandada HCV vdi HBV infedtbon. Erinevalt HIV nakkusest olid
Sansid omandada HCV vdi HBV infektsiooni CCL3L1 ged&oopiaarvust soéltumatud,

mistottu véime vaita, et HCV ja HBV infektsioonisCC3L1 olulist rolli ei mangi.

Kuna them&6tmelise anallisi tulemusena ilmnes FINCECL3L1 geenikoopiate arvu vahel
seos, siis koostasime logistilise regressiooni rudeus puddsime hinnata CCL3L1
geenikoopiate arvu voimalikku seost teiste potetisee HIV infektsiooni riskitegurite vahel:
A32 deletsioon CCR5 retseptoril, HCV ja HBV koinfgkibn, vanus (narkootikumide

tarvitamise kestuse surrogaatmarker) voi narkoatike tarvitamise kestus.
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Ullatuslikult selgus, HCV-koinfektsioon koos mad#&l&€L3L1 geenikoopia arvuga soodustab
HIV infektsiooni siustivate narkomaanide hulgas. HHZV koinfektsiooniga uuritavatel esines
CCL3L1 geenikoopiaarvu 0-2 tunduvalt sagedamini kéiteks ainult kas HIV vdi HCV

monoinfektsiooniga uuritavatel — vastvalt 88%, 7{67%. Kas CCL3L1 geeni koopiaarvul
voib olla mdju ka HIV-nakkusele labi HCV-koinfektgini? Meie teadmise kohaselt ei ole

selle kohta seni thtegi t66d avaldatud.

Uhe v&imaliku mdjurina tuli nii HIV/HCV koinfektsioni kui ka ainult HIV-monoinfektsiooni
hindamisel arvesse voétta kirjanduses hasti tuntGREA32 mutatsiooni protektiivset toimet.
Suhteliselt palju on arutletud teemal, kas CCRA32 mutatsiooniga alleelil on mingi osa
HCV-infektsioonis vOi mitte Woitas’e uurimisgrupp (Woitas jt, 2002) on naidanhettHCV-
positiivsetel patsientidel esineb CCR&2/A32 genotuupi tunduvalt sagedamini kui HCV-
negatiivsetel uuritavatel. Siit tehti jareldus, @CR5-el vbib olla oluline roll HCV
infektsioonis. Goulding’i to6grupp vordles HCV-pbisiseid HCV-negatiivse populatsiooniga
ning naitas, et HCV-positiivsete uuritavate grupisiasid wi/A32 genotiiibiga uuritavad
markimisvaarselt paremat spontaanset HCV elimioatsi kui wt/wt genotiibiga uuritavad
(Goulding jt, 2005). Samal teemal on labiviidud mmid teisigi uuringud, kuid nende
tulemused seda leidu ei kinnita (Wasmuth jt, 2@BI&s jt, 2003; Promrat jt, 2003a; Promrat jt,
2003b). Hilisemad uuringud on seda seletanud spglem kui CCR5A32 alleeli kaitsvat
efektiga HIV infektsiooni eest, eitades CCR32 alleeli rolli HCV infektsioonis (Wasmuth jt,
2003; Glas jt, 2003; Promrat jt, 2003a; Promrafip3b). Ka meie anallis naitas, et kui
vorrelda CCR5A32 alleeli sagedust HCV infektsiooniga populatsisofa ilma HCV
infektsioonita populatsioonis, siis statistilis#estatud seost HCV ja CCRE32 alleeli vahel

ei ilmne. A32 protektiivne toime ei ilmnenud ei Uhemd&dtmelesga ka mitmemddtmelise
mudeli korral. Uhe v@imalusena vdib jalle spekuig®r et siistivatel narkomaanidel on
organismi viidava HIV viiruse kogus niivord suut, rautatsiooni protektiivne toime uuritud
populatsiooni mahu juures ei avaldu. Teise voineias et HCV ei kasutagi CCR5 retseptorit

ja eelnevad leiud on seotud pigem sarnase levikutegeneetilise eelsoodumusega.

Kemokiinil CCL3L1 vdib olla roll ka HCV-infektsioas INF-y stimuleerimise kaudu. IN#-
sekreteerivad Thl rakud domineerivad maksas knseniHCV-infektsiooni ajal, mistottu

kemokiinid, mis seonduvad Thl rakkudele vdivad oanadulist rolli maksa kahjustuste
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progressioonis. Uuringud on ndidanud, et Thl rakkodgratsioon maksa on pdhjustatud
kemokiinretseptori ja tema ligandi interaktsioomiemusengCharo jt, 2006). On naidatud, et
kroonilise hepatiit C infektsiooniga patsientidedhjpustavad INF¢ sekreteerivad T rakud
maksas aeglasemat haiguse kulgu, mis tdhendalyFei-ll vBib olla vaga oluline roll ka
maksakahjustuste arahoidmisel (Bonilla jt, 2006)tud t66s nagime tugevat korrelatsiooni
populatsiooni keskmisest madalama CCL3L1 geeni ie@opu (0-2) ja HIV/HCV-
koinfektsiooni vahel, mis Ilubab diskuteerida CCL3LIbimalikul rollil HIV/HCV-
koinfektsioonis. Kas see tdpne mehhanism on juihsenagu eelpool kirjeldatud, vajab

edasisi uuringuid.

Peab mainima, et CCL3L1 geeni ekpressiooni voivdijutada ka mdned teised viirused.
Naiteks, CCL3L1 geeni ekspressiooni suurenemist kmjeldatud HTLV-1/HIV-1 ko-
infektsiooni puhul. HTLV-1 ehk inimese T-lumfotroog viirus tuup 1 levib sarnaselt HIV ja
HCV-ga. HTLV-1 pdhjustab CCL3L1 ekspressiooni tdasumonoinfektsiooni korral, st. ilma
HIV nakkuseta isikutel, kuid ka koinfektsiooni kakr Viimasel juhul aeglustab CCL3L1
ekspressiooni tdus haiguse progressiooni AIDSH#kbotti jt, 2007). Osade autorite vaitel on
ka GB virus C (GBV-C) on vdimeline vdhendama CCREspressiooni T rakkudes,
indutseerides CCL5 vabanemist, mis omakorda inhib&&CR5 ekspressiooni (Nattermann jt,
2003; Xiang jt, 2004)ja selle kaudu vastuvétlikust HIV-infektsiooni sabt Antud t60s
kasutatud populatsiooni puhul puudusid andmed HTL}& GBV-C infektsioonide kohta,
mistottu ei ole teada, kas nimetatud viirused @lsiesoleva t66 uuritavatel muuta CCR5 VO0i

CCL3L1 ekspressioonitaset ning seeldbi mojutadidlkainfektsiooni.

Antud t60 pdhjal selgus, et on ka isikuid kellel IG3C1 geeni koopiaarv on null, mis tdhendab,
et selline geen kromosoomis on deleteerunud. CCL8é&é&ni puudumise vdivad osaliselt
kompenseerida CCL3 ja teised poletikulistes rea&tsdes osalevad kemokiinid. Ka ei saa
kdesoleva t66 juures taiesti valistada praimerds@use mutatsiooni esinemist, kuna t66s

kasutati vaid Gihte omalaadset praimerit/sondi.

Kaesoleva t00 tulemused on kinnituseks sellelesegmentaalsed duplikatsioonid vdivad
tbepoolest vbimendada liigi adapteerumisvdimet (tsdwas keskkonnas ja tOsta
vastupanuvdimet HIV-1 infektsiooni ja vBimalik, ket HCV-infektsiooni vastu. Kuigi tapsed

mehhanismid selleks on veel teadmata ning ootavadasi® selgitamist.
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JARELDUSED

» Eesti sustivate narkomaanide populatsioonis on QCL§eenikoopiate mediaan 2,
varieerudes HIV-positiivsete uuritavate populateiso O-st 5-ni ja HIV-negatiivsete

uuritavate populatsioonis 0-st 6-ni.

» Sdstivate narkomaanide populatsioonis on populatsi@eskmisest vaiksema CCL3L1
geenikoopiate arvuga isikutel suurem risk nakatdtla viirusega, mis naitab et CCL3L1

geeni produktil saab olla HIV-infektsiooni protsisssluline roll.

= HIV/HCV koinfektsiooniga uuritavatel esines CCL3ldeenikoopiaarvu 0-2 tunduvalt
sagedamini kui ainult HIV v6i HCV monoinfektsioomigiuritavatel, mis viitab sellele, et
populatsiooni keskmisest madalamal CCL3L1 geenilapul voib olla oluline osa ka
HIV/HCYV infektsioonis.

= HIV/HBV koinfektsiooni ja CCL3L1 geeni koopiaarviakel statistiliselt olulist seost ei
taheldatud.
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KOKKUVOTE

Kéesolevas toos maarati CCL3L1 geeni koopiate amstiEslstivate narkomaanide
populatsioonis ning hinnati CCL3L1 koopiate arvuimélikku mdju nakatumisele HIV
virusega. Lisaks eelnimetatule hinnati peremeesuggmi CCL3L1 geeni koopiate arvu

vdimalikku seost HIV-infektsiooniga sageli koosresiate HCV ja HBV infektsioonidega.

Keskmiseks CCL3L1 geeni koopiaarvuks Eesti sustivetrkomaanide populatsioonis oli 2.
HIV-positiivsete uuritavate populatsioonis variee@CL3L1 geeni koopiaarv 0-st 5 koopiani
ning HIV-negatiivsete uuritavate hulgas 0-st 64duritavaid isikuid geenikoopiate arvuga 1
vOi 2 esines rohkem HIV-positiivsete narkomaaniddgas. Seevastu mediaanist suurem
geenikoopiate arv 3 - 6 oli sagedasem HIV-negatelsnarkomaanidel. Selline tulemus viitab
CCL3L1 geeni produkti véimalikule rollile HIV-infakiooni kulus, viidates asjaolule, et
vaiksema CCL3L1 geenikoopiate arvuga isikutel vala suurem risk nakatuda HIV

viirusega.

Too tulemusena selgus ka, et HIV positiivsetel ugk HCV-koinfektsioon koos madala
CCL3L1 geenikoopia arvuga suurendab infektsiodkiirssistivate narkomaanide hulgas, sest
HIV/HCV koinfektsiooniga uuritavatel esines CCL3Lgeenikoopiaarvu 0-2 tunduvalt

sagedamini kui naiteks ainult kas HIV v6i HCV mamfektsiooniga uuritavatel.

Kéaesoleva t00 tulemused on kinnituseks sellelesegimentaalsed duplikatsioonid vivad
tbepoolest vbimendada liigi adapteerumisviimet (tsdwas keskkonnas ja tOsta
vastupanuvdimet HIV-1 infektsiooni ja vBimalik, ket HCV-infektsiooni vastu. Kuigi tapsed

mehhanismid selleks on veel teadmata ning ootadlasi€ selgitamist.
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SUMMARY

Segmental copy-number polymorphisms representrafisgnt component of human genetic
variation and are likely to contribute to diseasmsceptibility. Chemokine ligand 3-like 1
(CCL3L1), is a member of the chemokine family amdaeled by a variable copy-number of
genes. It is a natural ligand of CCR5 and therelayspan important role HIV-1/AIDS
susceptibility. Previous studies have shown that lgene copy-number of CCL3L1 is
associated with lower chemokine concentrations,ighdn proportion of CCR5-expressing
CD4+ cells, an increased risk of HIV acquisitiomgher viral loads and accelerated rate of
disease progression Individuals with greater gexptes of CCL3L1 than their population
median have been found to be less susceptible Yoimféction than those with higher than
population median of gene-copies. CCL3 and othemukines may also play an important
role in the development of inflammation in HCV iof®en as some previous studies have

shown an increase in CCL3 levels in serum anderitter.

Whether in HCV infections CCL3L1 gene-copy numlsecorrelated with the pathogenesis of
the disease is not known. Also, previous studiesrwlooking at the correlations between
CCL3L1 gene-copy numbers and prevalence of the idi&ttion did not distinguish between
various populations (perinatally or heterosexuaktyuired HIV infections, intravenous drug

users) and thus the role of such important ristofachas not been studied.

We aimed to study the CCL3L1 gene copy numbersDid population in Estonia and to
describe associations between these gene copy msirabd presence of HIV-1, HCV and
HBV infection.

In HIV-positive and HIV-negative subjects the CCl13topy numbers ranged between 0 & 5
and 0 & 6, respectively with the median value ahZoth populations. More HIV-positive

subjects (85,1%) had 0-2 CCL3L1 gene copies thafiéigative (73,5%) subjects. Also more
HIV-positive subjects who were co-infected with HEG88%) had 0-2 CCL3L1 gene copies
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compared to HCV mono-infected (67%) or HIV monocerted (71%) subjects. It means that
in the high risk IDU population the subjects wheplay smaller number of copies of CCL3L1
gene than their population median have increastdofi acquiring HIV. Also HCV infection
may be an additional risk factor which is assodatgth increased risk of acquiring HIV
infection due to low CCL3L1 gene copy number. Imdasion, this work indicates that this
chemokine may play an essential role in protedtivaunity.
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