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1. IVADAS

Herpes simplex virusas (HSV) yra vienas dazniausiy zmogaus infekciniy
patogeny, priklausan¢iy herpesviridae Seimai. Remiantis viruso voko baltymy
antigeninés struktiiros skirtumais iSskiriami du $io viruso tipai: pirmasis (HSV-1) ir
antrasis (HSV-2) (Beauman, 2005).

HSV sukelia recidyvuojanc¢ig burnos-veido (dar vadinamaja lapy pisleling)
ir lytiniy organy (Bloom ir kt., 2010) infekcija, kartais iSplitusig ar sukeliancig vidaus
organy pazeidimus ligg. Lytiniy organy HSV infekcija yra viena 1§ labiausiai paplitusiy
lytiskai plintanciy ligy (LPL) (Malvy ir kt., 2005), kurig daZniausiai sukelia HSV-2
(Gupta ir kt., 2007), taciau daugéja HSV-1 sukelty Sios infekcijos atvejy, ypa¢ tarp jauny
motery (Lowhagen ir kt., 2002; Pebody ir kt., 2004). HSV-1 paprastai randamas veido ir
burnos bérimuose.

Herpes simplex virusas perduodamas glaudZziai kontaktuojant su sergancio
asmens opelémis ar skyscCiais (seilémis, pusleliy skys€iu), pvz., buciuojantis, lytiniy
santykiy metu. Didelé¢ rizika uzsikrésti naujagimiams, kuriy motinoms gimdymo metu
buvo HSV sukelty bérimy (Whitley ir Roizman, 2009).

Herpes simplex virusas pasizymi savybe prasiskverbti | centring nervy
sistemg (CNS) ir daugintis neuronuose (Whitley ir Roizman, 2009). Virusui patekus j
sensorinius neuronus, infekcija tampa latentine ir lieka Seimininko organizme visam
laikui (Perng ir kt., 2002). Esant provokuojantiems faktoriams virusas gali reaktyvuotis
ir nervais nukeliauti j odg ir/ar gleivines, kur sukelia bérimus (Gupta ir kt., 2007). HSV
infekcijos recidyvy daznis yra individualus kiekvienam asmeniui (Whitley ir Roizman,
2009; Arduino ir Porter, 2008).

HSV infekcija yra placiai paplitusi liga, taciau tik nedaugeliui asmeny
budingas tipinis HSV sukeltas bérimas (piislelés ar opelés). Nustatyta, kad dauguma
individy (tiek veido srities, tiek genitalinés HSV infekcijos atveju) neturédami jokiy
klinikiniy pozymiy iSskiria virusg pakankamais kiekiais virusui perduoti. Tokiu btudu
neatpazintos HSV infekcijos ir subklinikinis viruso iSskyrimas yra pagrindinés HSV
plitimo priezastys. Abiejy tipy virusy sukelti bérimai kliniskai nesiskiria (Wald, 2006),
taciau HSV-2 genitalinés infekcijos atveju recidyvy daznis yra didesnis (Solomon ir kt.,
2003; Lafferty, 2002; Benedetti ir kt., 1999, Wald ir kt., 2002) ir subklinikinis viruso
i§skyrimas daznesnis nei HSV-1 infekcijos atveju (Engelberg ir kt., 2003; Faber ir kt.,
2011; Ashley ir kt., 1999; Pereira ir kt., 2012). Veido srities pazeidimy atveju
analogiskas poveikis biidingas HSV-1 infekcijai (Wald ir kt., 2004).

HSV infekcija yra neiSgydoma liga. Rinkoje esantys antivirusiniai vaistai
slopina viruso dauginimasi, taciau negali sunaikinti latentinés infekcijos, glidincios
juntamuosiuose ganglijuose (Knipe ir Cliffe, 2008). Taigi HSV infekcija vis dar islieka
visuomenés sveikatos problema tiek iSsivysCiusiose, tiek besivystanCiose Salyse
(Slomka, 2000).

HSV latencijos i8sivystymo ir palaikymo mechanizmai iki Siol néra aiSkis
(Perng ir kt., 2002; Perng ir Jones, 2010). Jrodyta, kad HSV genomas latencijos metu
néra visiskai ,,iSjungtas®: visi genai yra supresuoti, iSskyrus su latencija susijusj geng
(LAT), nuo kurio nuraSomas transkriptas yra vienintelis produktas, gausiai
transkribuojamas latencijos metu (Stevens ir kt., 1987; Rock ir kt., 1987).

LAT genas yra HSV DNR ilgojoje pasikartojanc¢iy seky atkarpoje (Perng ir
kt., 2002; Wang ir kt., 1997; Krause ir kt., 1991). Pirminis LAT transkriptas (,,mazasis‘



LAT) yra 8,3 kb ilgio ir nestabilus. Splaisingo metu i$ pirminio transkripto iskerpamas 2
kb intronas, dar vadinams ,,stabiliuoju* arba ,,didZiuoju® LAT. IS jo gali susidaryti 1,5 kb
intronas (1 pav.)
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1 pav. HSV-1 genomo ir LAT regiono schema (analogiskai yra ir HSV-2 genome):

a) HSV genomas. U_ ir Us — genomo ilgosios (L) (angl. long) ir trumposios (S) (angl. short)
unikaliyjy seky atkarpos. R_ ir Rs — genomo ilgosios (L) (angl. long) ir trumposios (S) (angl.
short) pasikartojanéiy seky atkarpos. Viruso timio fazés geny ICP0, ICP34,5 ir ICP4, kurie yra
koduojami prieSingoje negu LAT DNR grandingje ir i§ dalies sutampa su LAT genu, lokalizacija
(Perng, 2010).

b) HSV genomo pasikartojan¢iy seky sritis su LAT genu. LAT regiono Zemélapis: LAT promotoriai
LAP1 ir LAP2. Pirminis 8,3 kb LAT transkriptas, 2 kb ir 1,5kb LAT intronai. Raudona rodyklé
nurodo sritj, kuri buvo sekvenuota Siame tyrime.

LAT genas atlieka kelias funkcijas: slopina HSV infekcijos Gimios fazés
genus (ICPO, ICP4, ICP34,5), skatindamas neaktyvaus heterochromatino susidarymag ant
Siy geny promotoriy, inhibuoja neurony apoptoze, daro jtakg latencijos jsitvirtinimui tam
tikro tipo neuronuose. Apoptozés slopinimo funkcija koreliuoja su spontanine
reaktyvacija.

LAT promotorius. LAT geno ekspresija kontroliuoja LAT promotorius
(LAP), t.y. trumpa DNR seka, prie kurios jungiasi DNR polimeraz¢ ir pradeda LAT geno



nuraSyma. Tiek HSV-1, tiek HSV-2 isskiriami du aktyviis LAT promotoriai: LAP1 ir
LAP2 (Chen ir kt., 1995, Goins ir kt., 1994). LAP1 turi TATA dézute bei kitus
pozymius, btidingus klasikiniam promotoriui, ir yra svarbus latencijos metu (Wang ir kt.,
1997; Millhouse ir Wigdahl, 2000). LAP2 yra silpnesnis uz LAP1, neturi TATA déZutés
ir yra aktyvesnis timios infekcijos metu (1 pav.).

Tyrimais nustatyta, kad tarp HSV-1 ir HSV-2 LAT promotoriaus mutanty
reaktyvacijos daznis mazesnis nei laukinio tipo HSV triusio (Perng ir kt., 1994, 1996),
pelés (Perng ir kt., 2001) ir jury kiauly¢iy (Krause, 1995) modeliuvose. Iki Siol LAT
promotoriaus tyrimai buvo atlickami naudojant mazy laboratoriniy gyvinéliy (pelés,
triusio, jiry kiaulytés) modelius. Ypa¢ mazai tyrimy atlikta su HSV-2 (Wang ir kt.,
1997). Néra atlikta tyrimy, kurie nagrinéty LAT promotoriaus seky variacija herpes
simplex virusuose, i$skirtuose i§ Zzmoniy klinikiniy méginiy. Todél néra zinoma, ar $i
variacija turi jtakos HSV reaktyvacijai ir infekcijos anatominei sriciai tarp zmoniy.

Transkriptai, koduojami LAT promotoriuje. HSV-1 LAT promotoriuje ir
1,5 kb LAT koduojanciose sekose rasti tiesioginés krypties UOL (angl. upstream of
LAT) (Naito ir kt., 2005), atvirkstinés krypties AL (angl. antisense to LAT) (Perng ir kt.,
2002) genai, koduojantys baltymus, kuriy funkcija latencijos reaktyvacijos cikle dar néra
aiski. Vélesniy tyrimy metu HSV-1 LAT geno sekose rasta 2 atviri skaitymo rémeliai
(ORF) (angl. open rading frame) AL2 ir AL3, kuriy funkcija taip pat nevisiskai istirta
(Jaber ir kt., 2009; Perng ir Jones, 2010).

HSV-2 LAT koduojamose sekose 700 baziy atstumu nuo promotoriaus yra 3
atviri skaitymo rémeliai (ORF) (Krause ir kt., 1991).

MikroRNR, koduojamos LAT promotoriuje. HSV-1 LAT koduoja 6
mikroRNR, i§ kuriy 2 (miR-H1 ir miR-H6) randamos LAT promotoriuje. HSV-2 LAT
regione rastos 5 mikroRNR (Tang ir kt., 2008, 2009; Umbach ir kt., 2010). Manoma, kad
Sios RNR slopina timios fazés HSV genus (Perng ir Jones, 2010; Shen ir kt., 2009).

Pasikartojan¢ios DNR sekos. DNR yra dinamiska struktiira. Svarby
vaidmenj jos nestabilume atlicka hipervariabilios pasikartojan¢ios DNR sekos (Ramel,
1997), kurios randamos bet kuriame genome (Ouyang ir kt., 2012), tiek baltymus
koduojanciose, tiek nekoduojanciose srityse (Usdin, 2008). ISskiriamos dviejy klasiy
pasikartojancios DNR: trumpos, iki 1-6 nukleotidy pasikartojancios sekos, vadinamos
mikrosatelitais ar paprastomis kartotinémis sekomis (SSR) (angl. Simple Sequence
Repeat); ilgesnés, sudarytos i§ 10-100 nukelotidy, vadinamos makrosatelitais (Gemayel
ir kt. 2010; Kashi ir King, 2006). Mikrosatelity variabilumg lemia kartotinio motyvo
kopijy skaiCiaus kitimai dél mutacijy, kurios jvyksta DNR grandinei ,,slysteléjus®
replikacijos metu. Sio ,slysteléjimo® tikimybé tuo didesné, kuo didesnis Kkartotinio
motyvo pasikartojimy skaicius lokuse.

Homopolimeriniy nukleotidy sritys (HNS) (angl. homopolymer tracts),
dar vadinamos kartotinémis mononukleotidy sekomis, daugumoje genomy sudaro
gausiausig pasikartojan¢iy seky klase (Kashi ir King, 2006). HNS sudarytos i$
variabilaus skai¢iaus pasikartojancio to paties nukleotido (pvz., GGGGGQG).

Promotoriuose randamos tandemiskai pasikartojancios sekos veikia geno
ekpresijg ir/ar geno funkcijg, tokiu biidu gali salygoti jvairiy fenotipy atsiradima
(Gemayel ir kt., 2010).

HSV DNR kiekybinis ir kokybinis nustatymas, HSV tipavimas odos bérimuose,
genitalinés HSV infekcijos rizikos faktoriai ir LAT promotoriaus seky jvairove



Klinikiniuose pacienty, kuriems yra HSV infekcija, méginiuose. Lietuvos (Vilniaus)
klinikiniai méginiai, paimti i§ lytiniy organy ir veido srities, buvo tiriami klinikinéje
tyrimo dalyje, atliekant polimerazés grandining reakcijg (PGR) ir serologinj iStyrima, tuo

LAT promotoriaus seky analizei eksperimentin¢je dalyje.
Mokslinio darbo tikslas:

Ivertinti herpes simplex viruso LAT promotoriaus seky jvairove molekulinés

Mokslinio darbo uzdaviniai:

1. Nustatyti HSV tipa odos méginiuose kiekybinés realaus laiko PGR metodu
(kPGR).

2. Jvertinti galimus genitalinés HSV infekcijos rizikos faktorius.

3. Sukurti  PGR metoda HSV LAT promotoriaus analizei atlikti; klonuoti
sunkiai sekvenuojamas promotoriaus sritis.

4. Ivertintt HSV padermiy LAT promotoriaus variabilias sritis, atsiZzvelgiant |
recidyvy daznj, anatoming sritj ir geografinj pasiskirstyma.

1.1. Mokslinio darbo naujumas

Siame darbe pirma karta Lietuvoje atlikta HSV tipavimo ir HSV DNR
Kiekybinio ir kokybinio nustatymo odos méginiuose analizé. Pirmg karta Lietuvoje
atlikta genitalinés HSV infekcijos rizikos veiksniy analiz¢.

Tai pirmas toks iSsamus HSV LAT promotoriaus tyrimas pasaulyje.
Sukurtas naujas HSV LAT promotoriaus PGR metodas. Pirma kartg istirta 145
klinikiniuose méginiuose rasto herpes simplex viruso promotoriaus seky jvairove,
atsizvelgiant ] infekcijos recidyvy daznj, anatoming sritj. Pirma karta atlikta filogenetiné
analizé, palyginant tarp Lietuvos ir tarp Svedijos gyventojy aptinkamy HSV padermiy
LAT promotoriaus srit;.

1.2.  Mokslinio darbo praktiné reik§mé

Per tyrimg nustatyta, kad HSV-2 yra pagrindin¢ lytiniy organy HSV
infekcijos priezastis, taCiau kai kurie pacientai nezinojo esantys uZzsikréte Siuo virusu
(t.y. buvo HSV-2 seropozityvis, taciau nickada neturéje HSV infekcijos klinikiniy
poZzymiai ne visada yra specifiski (ypa¢ genitalinés HSV infekcijos atveju), o HSV tipo
nustatymas daro jtakg ligos prognozei ir yra svarbus pacientams konsultuoti bei mokyti,
todél virusologiniai ir tipo-specifinés serologijos tyrimo metodai turéty buti atliekami
rutiniSkai HSV diagnozei nustatyti ir norint atskirti HSV-1 infekcija nuo HSV-2
infekcijos. Neigiamas pradinis tyrimo rezultatas neatmeta HSV infekcijos diagnozes,
tod¢l rekomenduojama kartoti tyrimus tolesniy ligos epizody metu.



Pacienty informavimas apie HSV perdavimo rizikg ir lytinés elgsenos
mokymas galéty padéti uzkirsti kelig Siai infekcijai plisti. Atipinés HSV infekcijos
atpaZinimas padéty iSvengti tyrimy ir iSlaidy tyrimams bei vaistams kity ligy, kliniskai
panasiy j herpes infekcijg, diagnostikai ir gydymui.

Per tyrimg rasta HSV LAT promotoriaus regione pasikartojan¢ios DNR sritys,
kurioms biuidingas variabilumas tarp viruso padermiy ir paciy padermiy viduje. Kai Sios
sekos bus jkeltos | Geny banko duomeny bazg, $i informacija bus naudinga tolesniems
HSV patogenezés, evoliucijos, latencijos ir reaktyvacijos moksliniams tyrimams, taip pat
naujiems antivirusiniams vaistams kurti.

1.3. Ginamieji disertacijos teiginiai

1. HSV-2 dazniausiai randamas lytiniy organy, HSV-1 — veido srities
bérimuose.

2. Ankstyvi lytiniai santykiai, lytiniy partneriy skaiCius gyvenimo bégyje,
kitos lytiskai plintancios ligos, oraliniai lytiniai santykiai — genitalinés HSV infekcijos
rizikos faktoriai.

3. HSV LAT promotoriaus sekos yra variabilios ir skiriasi tarp HSV
padermiy ir paciy padermiy viduje; variabilumas neturi sgsajos su HSV infekcijos
anatomine sritimi, recidyvy dazniu, geografiniu HSV infekcijos paplitimu.

2. TIRIAMOJI MEDZIAGA IR TYRIMO METODIKA
2.1. Tiriamoji medziaga

Klinikiné tyrimo dalis

Pacientai. | tyrima jtraukti 54 pacientai, turintys tipinius (puslelés, opelés, Sasai)
ir atipinius (eritema, dizurija, jtrilkimai) lytiniy organy HSV infekcijos pozymius bei 37
pacientai, turintys veido srities bérimy, jtariant herpes simplex infekcija, apsilanke VUL
Santariskiy klinikos Dermatovenerologijos centre 2005-2012 m.

Kontroling grupe sudaré¢ 50 sveiky asmeny grupé be jokiy objektyviy ir
subjektyviy herpes infekcijos pozymiy (asmenys, 2006 m. atéje j Respubliking
tuberkuliozés ir infekciniy ligy universiteting ligoning skiepytis).

Eksperimentiné tyrimo dalis

surinkti 146 klinikiniai meéginiai. SeptyniasdeSimt du HSV meéginai i§ Lietuvos buvo
surinkti VUL Santariskiy kliniky Dermatovenerologijos centre 1§ pacienty veido ir
lytiniy organy bérimy. Septyniasdesimt keturi HSV teigiami méginiai i§ Svedijos atrinkti
1§ méginiy, kurie buvo surinkti Upsalos universitetinés ligoninés Dermatologijos
klinikoje ir pristatyti iStirti | Upsalos universiteto Klinikinés mikrobiologijos
departamento laboratorijg.

Tarp 72 pacienty i$ Vilniaus 32 HSV-1 méginiai buvo i§ veido-burnos srities
ir 6 HSV-1- is lytiniy organy pazeidimy. HSV-2 buvo rastas 34 pacienty genitalijy
bérimuose. Tarp 74 méginiy i§ Upsalos 30 méginiy i§ veido-burnos srities ir 6
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meéginiuose 18 lytiniy organy bérimy rastas HSV-1, 34 genitaliniuose méginiuose rastas
HSV-2. Keturi méginiai buvo gauti i§ pacienty, kuriems buvo CNS infekcija (encefalitas
- HSV-1 ir meningitas - HSV-2). Herpes simplex virusas bérimuose buvo nustatytas
atlikus kiekybine realaus laiko PGR (2 pav.).

HSV méginiai (Lietuva) HSYV méginiai (gvedij a)
n=72 n=74
Veido sritis Genitalijy sritis Veido sritis Genitalijy sritis CNS (CSS)*
n=32 n=40 n=30 n=40 n=4
HSV-1 HSV-1 n=6 HSV-1 HSV-1 n=6 HSV-1 n=1
n=32 HSV-2 n=34 n=30 HSV-2 n=34 HSV-2 n=3

2 pav. HSV méginiai (n=146), panaudoti tiriant LAT promotoriy
*CNS — centriné nervy sistema; CSS — cerebrospinalinis skystis

2.2. Tyrimo metodika

Klinikiné tyrimo dalis (Lietuvos pacientai). Méginiai 1§ odos pazeidimy iStirti
atlickant kiekybin¢ realaus laiko polimerazés grandinine reakcija bei nustatant herpes
simplex viruso tipg ir kiekj. Pacienty ir kontroliniy asmeny kraujo méginiai iStirti
imunofermentiniu (ELISA) metodu antikiinams prie§ 1 ir 2 tipo herpes simplex virusg
aptikti. Visi dalyviai uzpildé pateiktg anketg apie sociodemografinius duomenis, herpes
simplex infekcija ir lytiskai plintancias ligas anamnezéje bei seksualinius jprocius.

Eksperimentiné tyrimo dalis. HSV LAT promotoriaus analiz¢ atlikta iStyrus HSV
padermes, isskirtas i§ Lietuvos (Vilniaus) ir Svedijos (Upsalos) pacienty klinikiniy
méginiy.

Klinikiné tyrimo dalis

Méginiy paémimas. Tepinéliai HSV nukleino rtugstims nustatyti (kPGR) buvo
paimti stipriai jtrinant medvilninj tamponélj j pazeista oda ar gleiving pacienty, turinciy
herpes simplex infekcijos klinikiniy ar atipiniy pozymiy, duodanc¢iy pagrinda jtarti Sig
infekcija. IS kiekvieno paciento buvo paimti 2 méginiai: vienas medvilninis tamponas iki
iStyrimo buvo laikomas uzsaldytas - 20°C PGR buferiniame tirpale (0,4 ml 10 mmol/L
Tris-HCL buferinis tirpalas su 10 mmol EDTA), kitas — sausame mégintuvélyje
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kambario temperatiiroje. Ankstesnis tyrimas (Filén ir kt., 2004) parod¢, kad paprastu
tamponeliu paimtos medZagos laikymas sausame meégintuvélyje kambario temperatiiroje
leidzia nustatyti HSV DNR ir §is metodas buvo taikomas Siame tyrime. Sausame
meégintuvélyje esanti tyrimo medziaga buvo iStirta ir palikta atsargai, nepavykus gauti
pakankamai viruso DNR i§ pirmojo bandinio.

DNA isskyrimas atliktas naudojant QIAgen DNA Blood Mini Kit rinkinj (QlAgen,
Hildenas, Vokietija) ir atsizvelgiant | gamintojo nurodytas instrukcijas.

Kiekybiné realaus laiko PGR nustatyti HSV ir jo tipg buvo atlikta Filén ir kt.
apraSytu metodu (Filén ir Kkt., 2004). Galutinis reakcijos tiiris buvo 50 ul (naudotas
TagMan Universal PCR Master Mix miSinys (Applied Biosystems, Foster Sitis,
Kanada)). PGR buvo atlikta naudojant 10 ul DNR; kickvieno méginio reakcijos tiiris -
50 ul. Reakcija buvo jvykdyta automatiniame RotorGene 2072 sistemos amplifikatoriuje
(Corbett Research, Northlake, Australia) tokiomis saglygomis: 50°C — 3 minutés, 95°C —
10 minuciy, toliau 45 ciklai 95°C 15 — sekundziy ir 57°C — 60 sekundziy.

Serologija. Is j tyrimg jtraukty pacienty ir kontroliniy asmeny buvo paimta kraujo
i§ venos anti-HSV-1 1gG ir anti-HSV-2 IgG serologinei imunofermentinei (ELISA)
analizei atlikti, norint atskirti pirming HSV infekcija nuo recidyvo bei nustatyti
besimptomius HSV infekcijos nesiotojus. Nucentrifugavus krauja, gautas serumas iki
iStyrimo buvo laikomas - 20° C temperatiiroje. HSV-1 ir HSV-2 antikiinai iStirti
imunofermentinés analizés (ELISA) meodu  (HerpeSelect®, Focus Diagnostics,
Kalifornija, JAV) atsizvelgiant j gamintojo nurodytas instrukcijas.

Anketa. Visi dalyviai uzpildé pateikta anoniming anketg apie sociodemografinius
duomenis, HSV infekcija ir lytiSkai plintancias infekcijas anamnezéje bei seksualinius
jproCius. Anketos duomenys buvo reikalingi genitalinés HSV infekcijos rizikos
faktoriams ir recidyvy dazniui jvertinti.

Eksperimentiné tyrimo dalis

HSV DNR i$skyrimas i$§ méginiy, surinkty Svedijoje, ir kiekybiné realaus laiko
PGR buvo atlikta, kaip apraSyta klinikinés tyrimo dalies metoduose.

HSV LAT promotoriaus amplifikacija (specifiné PGR). HSV DNR, gauta i§
odos ir gleiviniy pazeidimy bei cerebrospinalinio skys¢io, buvo panaudota LAT geno
promotoriui istirti. LAT geno promotoriaus sri¢iai pagausinti buvo sukurtas naujas PGR
metodas atskirai tiek HSV-1, tiek HSV-2.

PGR pradmenys buvo parinkti pagal Geny banko (NCBI) HSV referentines sekas
NC_001806 (HSV-1 17 padermé¢) ir NC_001798 (HSV-2 HG52 padermé), publikuotas
internete (www.ncbi.nlm.nih.gov). PGR pradmenys promotoriui pagausinti ir sekoskaitai
atlikti buvo isanalizuoti OLIGOAnNalyzer1.0.2. programa ir uzsakyti susintetinti Thermo
Fisher Scientific kompanijoje (Thermo Fisher Scientific GmbH, Ulmas, Vokietija).
HSV-1 ir HSV-2 pradmeny sekos nurodytos 1 ir 2 lentelése.

Norint pagausinti LAT promotoriaus sritj atlikta ,,touchdown* karsto starto
PGR, kurios taris buvo 25 pl. PGR rekcijai naudota 0,2 mM dNTP, kiekvieno i$
pradmeny po 300 nm, 1xQ tirpalo ir 1,25 vienetai Hotstar Taq polimerazés 1xPGR
buferiniame tirpale (QIAgen, Hildenas, Vokietija). PGR salygos: 15 min. 95°C
preinkubacija, toliau — 12 cikly DNR denatiiracijos 98°C temperatiroje 30 S, pradmeny
prijungimas palaipsniui mazinant temperatirg 1°C kas 1 ciklg nuo 67°C iki 56°C 45 s ir
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DNR sintezé 72°C temperatiroje Imin. 30 s, toliau — 25 ciklai 98°C 30 s, 57°C 45 s ir
72°C 1 min. 30 s. Po to reakcijos misinys buvo inkubuotas 72°C temperatiroje 5 min.

Esant mazam HSV kopijy skai¢iui, buvo atlikta HSV-1 ir HSV-2 lizdiné
karsSto starto PGR, panaudojant auksciau aprasytus PGR pradmenis ir reakcijos salygas.
Pirmoji PGR buvo atlikta su 5 ul DNR i$ kiekvieno méginio reakcijos tliriams esant
25ul. Antroji PGR buvo atlikta su 2 pul PGR pagausinto produkto i§ pirmosios reakcijos
reakcijos tiiriams esant 25 pl.

1 lentelé. HSV-1 LAT promotoriui amplifikuoti ir sekvenuoti naudoti pradmenys

Pradmuo (nt. pozicija) Funkcija Tipas Seka (5" —3")
117970-117990 | PGR, sek. T GCAAGAACAGACACGCAGAAC
119635-119615 | PGR, sek. A CGGACGGGTAAGTAACAGAGT
117982-117999 I PGR, Il PGR, sek. T ACGCAGAACGGCTGTGTT
118142-118160 I PGR, Il PGR, sek. T CCAGTCTCCTCGCCTTCTC
118768-118749 I PGR, sek. A AGATGACGCAGCAAAAACAG
118631-118648 Il PGR, sek. T TGCCCGCGAGATATCAAT
119581-119562 I PGR, Il PGR, sek. A GCTGGTGTGCTGTAACACGA
118252-118273 sek. T GATCCCGACAACAATAACAACC
118279-118258 sek. A CGTTGGGGTTGTTATTGTTGTC
118347- 118334 sek. A ACTTCCACTTCCCGTCCTTC
118543-118523 sek. A CGGCCACATAAACAATGACTC
118749-118768 sek. T CTGTTTTTGCTGCGTCATCT
119018-119038 sek. T GGAATGTTTCGTTCGTCTGTC
119183-119202 sek. T GATRAACAMTCGGGGTTACC
119202-119183 sek. A GGTAACCCCGAKTGTTYATC
119288-119303 sek. A AAACCACAGCGCATGC
119480 -119459 sek. A GCAGGTGTCTAACCTACCTGGA

Pastabos: Pradmeny sekos nurodytos, kaip uzsakant sintezei. IUPAC grupiniai kodai, reiskiantys daugiau negu
vieng nukleotida: Y yra C arba T, M yra A arba C. PGR pradmenys parinkti pagal Geny banko (NCBI) referentinés
HSV-1 padermés 17 sekg (NC_001806). nt., nukleotidas; sek., sekvenavimas; T, tiesioginis pradmuo; A,
atvirkstinis pradmuo

2 lentelé. HSV-2 LAT promotoriui amplifikuoti ir sekvenuoti naudoti pradmenys

Pradmuo (nt. pozicija) Funkcija Tipas Seka (5" —3")

119022-119041 I PGR, Il PGR, sek. T AAAGCAACGGGAAAGAGAGG
120357 -120340 I PGR, sek. A CCGCCTCGTGTTTCTTGA
119189-119209 Il PGR, sek. T CCTGTGTCATTGTTTACGTGG
119432-119451 Il PGR, sek. T GTGTTGYTGTGGGCATTTCT
120065-120045 Il PGR, sek. A GAAATGTGAGGAGAGCGAGAC
120260-120222 Il PGR, sek. A CTCAGCAGAAGCTCACCTGTA
119463-119445 sek. A GGATGACGCAGCAGAAATG
119359-119376 sek. T CTGAGTGCTCTGCGGTTG
119783-119801 sek. T CGGAGGCTTTTTTMGATTC
119804-119786 sek. A CGGGAATCGAAAAAAGCCT

Pastabos: Pradmeny sekos nurodytos, kaip uzsakant sintezei. IUPAC grupiniai kodai, reiskiantys daugiau negu
vieng nukleotida: Y yra C arba T, M yra A arba C. PGR pradmenys parinkti pagal Geny banko (NCBI) referentinés
HSV-2 padermés HG52 seka (NC_001798). nt. - nukleotidas; sek., - sekvenavimas; T - tiesioginis pradmuo; A -
atvirkstinis pradmuo

Gauti amplifikacijos produktai buvo atskiriami 1,5% agarozés gelyje,
turinCiame etidzio bromido, 100 V 1 val. ir fotografuojami ultravioletinéje Sviesoje.
Amplifikuoti laukiamo dydzio LAT geno promotoriaus fragmentai iSgryninti i§ 1,5%
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agarozés gelio, naudojant PCR purification kit (QIAgen, Hildenas, Vokietija) arba Gel
Extraction kit (QlAgen, Hildenas, Vokietija) rinkinius. Pastarasis rinkinys buvo
naudojamas tuo atveju, jei gelyje buvo keli DNR fragmentai; laukiamo dydZio
fragmentas buvo iSpjautas i§ gelio.

HSV LAT promotoriaus sekoskaita. Pagausintos DNR sekos buvo
nustatytos fluorescenciskai zyméty terminatoriy (ddNTP) metodu naudojant
sekvenavimo rinkinj ABI PRISM® Big Dye Terminator Cycle Sequencing v3.1 Ready
Reaction Kit (Applied Biosystems, Foster Sitis, CA, JAV). Sekvenavimo PGR reakcija
buvo atlikta pagal gamintojo rekomendacijas, iSskyrus tai, kad 1 reakcijos miSinj
papildomai pridéta 4 ul 1M betaino (Sigma Aldrich Svedija AB, Stokholmas, Svedija).
Amplifikacijos reakcija atlikta GeneAmp PCR system 9700 amplifikatoriuje (Applied
Biosystems, Foster Sitis, CA, JAV) tokiomis sglygomis: pradiné denatiiracija — 96°C
temperatiiroje 2 min, toliau — 35 ciklai denatiiracijos 98°C temperatiiroje 20 S, pradmeny
prijungimo 50°C temperatiiroje 10 s ir DNR sintezés 60°C temperatiiroje 4 min. Toliau —
reakcijos produkty iSgryninimas etanoliu pagal gamintojo pateikta metodika. HSV LAT
promotoriaus sekos buvo nustatytos automatiniu genetiniu analizatoriumi ABI 3130
(Applied Biosystems, Foster Sitis, Ca, JAV) Upsalos universiteto Medicinos moksly
departamento virusologijos padalinyje arba automatiniu genetiniu analizatoriumi ABI
3730XL (Applied Biosystems) Upsalos genomo centre.

HSV LAT promotoriaus seky klonavimas. Pagausinti ir iSgryninti
tiriamieji HSV LAT fragmentai, kuriy nepavyko sekvenuoti dél sudétingos DNR sekos,
buvo klonuoti j TOPO®TA vektoriy ir transformuoti j Escherichia coli lasteles (TOPO
10) naudojant TOPO™TA Cloning kit (Invitrogen, Stokholmas, Svedija) klonavimo
rinkinj. Rekombinantinés plazmidés buvo igrynintos naudojant QIAprep® Spin
Miniprep Kit (QIAgen, Hildenas, Vokietija) rinkinj, atsizvelgiant j gamintojo
instrukcijas. Plazmidziy DNR koncentracija buvo nustatyta NanoDrop ND-1000
spektrofotometru (NanoDrop technologies, Vilmingtonas, DE, JAV). Gauty klonavimo
produkty sekos buvo nustatytos naudojant ABI PRISM® Big Dye Terminator Cycle
Sequencing v3.1 Ready Reaction Kit sekvenavimo rinkinj, kaip aprasyta anksciau.

Daugybinis seky palyginimas ir filogenetiné analizé. Sekvenavimo
duomenys iSanalizuoti naudojant DNA Baser v2.80.0 (HeracleSoftware, Lilienthalis,
Vokietija) programg. Daugybinis sekvenuoty seky palyginimas atliktas naudojantis
Clustalw2, ClustalW1.83 arba MUSCLE kompiuterinémis programomis. Kladogramos
(pateiktos tik disertacijos medZiagoje) buvo sukurtos atlikus daugybinj seky sgretinima
naudojant ClustalW1.83 programa pagal nearest-neighbor algoritma ir pateiktos
naudojant TreeView programg (Page, 1986). Filogramos (filogenetiniai medziai)
sukurtos naudojant MUSCLE (Edgar RC, 2004) seky palyginimo metoda ir MEGA
programg (Tamura ir kt., 2011).

Palyginty tarpusavyje HSV LAT promotoriaus seky panasumas buvo
pavaizduotas grafiskai naudojant SimPlot programg (Lole ir kt., 1999).

2.3. Statistiné analizé
Gauti duomenys buvo iSanalizuoti naudojant apraSomaja statistika.
Kiekybiniy kintamyjy apraSomoji statistika pateikiama vidurkiy — standartiniy
nuokrypiy (vid.= SN) pavidalu, kokybiniy — absoliutaus skai¢iaus (n) ir procentinés
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dalies (%) pavidalu. Lyginant dvi grupes kiekybinio kintamojo atzvilgiu, taikytas t-testas
arba neparametrinis Man-Whitney testas (jei duomenys yra nepasiskirste tolygiai).
Kategoriniams duomenims analizuoti naudotas chi kvadrato (%) ir FiSerio tikslusis
metodas.

Lytiniy organy HSV infekcijos rizikos veiksniams jvertinti taikytas
binarinés logistinés regresijos metodas (taikytas standartinis modelio sudarymo budas
(enter)). Priklausomu kintamuoju éméme kintamajj, indikuojant; ligos buvima
(genitaling HSV infekcijg), jvykiu laikytas lytiniy organy herpes virusinés infekcijos
buvimas. Kintamosios 1 model; buvo atrinktos, kai gauta p reikSme¢ buvo <0,25. Taciau
modelyje buvo panaudotos kintamosios, kurios buvo klinisSkai svarbios, nepaisant
statistinio reikSmingumo. Taip buvo siekiama uZztikrinti trikdan¢iyjy veiksniy kontrole.
Modelio atitikimo duomenims jvertinti naudotas modelio suderinamumo ¥? kriterijus,
Hosmer-Lemshov testas, klasifikaciné lentelé. Koeficineto P reikSmingumas vertintas
Wald testu.

Statistinio reikSmingumo lygmuo buvo pasirinktas o = 0,05; rezultatai buvo
vertinami kaip statistiSkai reikSmingi, kai p < 0,05.

Statistiné duomeny analizé atlikta naudojant ,,SPSS 19.0“ kompiutering
programa.

3. REZULTATAI

3.1. Klinikiné tyrimo dalis

Herpes simplex infekcijos diagnozé nustatyta remiantis PGR ir serologinio
tyrimo rezultatais. Pacienty, kuriems laboratoriniais tyrimais buvo patvirtinta HSV
infekcijos diagnoze, grupé buvo lyginta su kontroline grupe.

3.1.1. Lytiniy organy HSV infekcija

Lytiniy organy HSYV infekcijos diagnozé. Herpes simplex infekcija
diagnozuota 45/54 (83,3 proc.) pacientams: virusas nustatytas 40/54 (74,1 proc.)
asmenims odos ir gleiviniy bérimuose PGR metodu; 5 pacienty serume rasti anti-HSV-2
IgG antikiinai, nors polimerazés grandininé reakcija buvo neigiama.

Populiacijy charakteristika. Pacienty grupe, kuriems diagnozuota HSV
genitaliné infekcija, sudaré 17 (37,8%) vyry ir 28 (62,2%) moterys, amziaus vidurkis
35,7£12,3. Kontroling grupe sudaré 15 (30%) vyry ir 35 (70%) moterys, amziaus
vidurkis 39,4+10,3.

Pacienty ir kontroliniy asmeny sociodemografiniai duomenys pateikti 3
lentel¢je. Dauguma pacienty ir kontrolinés grupés asmeny buvo vede/iStekeje ar turéjo
nuolatin] partnerj/e, aukstaji iSsilavinimg ir buvo dirbantys. Abi grupés, ir tiriamoji, ir
kontroliné, buvo homogeniSkos amziaus, lyties, iS$silavinimo ir socialinés padéties
atzvilgiu.

15



3 lentelé. Pacienty ir kontroliniy asmeny, kuriems diagnozuota genitaliné HSV
infekcija, sociodemografiniai duomenys

Pacientai, kuriems  Kontrolinés grupés p reikSmé
diagnozuota genitaliné asmenys
HSV infekcija
IS viso n=45 n=50
Lytis:
1. Vyrai 17 (37,8 %) 15 (30 %) 0,516
2. Moterys 28 (62,2 %) 35 (70 %)
AmZius:
1. Vidurkis, m. 35,7123 39,4+10,3 0,122 2
2. Ribos, m. 18-65 20-58
ISsilavinimas:
1. AukStasis 24 (53,4 %) 22 (44 %) 0,1031
2. Aukstesnysis 6 (13,3 %) 16 (32 %)
3. Vidurinis 15 (33,3 %) 12 (24 %)
Seimyniné padétis:
1.Nevedes/netekéjusi 18 (40 %) 9 (18 %) 0,208'
2. Vedes ar 18 (40 %) 33 (66 %)
partnerystés statuso
3. Naslys ar 9 (20 %) 8 (16 %)
iSsiskyres/usi
Socialiné padétis:
1. Dirbantis 33 (73,3 %) 46 (92 %) 0,081"
2. Bedarbis 4 (8,9 %) 2 (4 %)
3. Studentas 6 (13,3 %) 2 (4 %)
4. Pensininkas 2 (4,5 %) 0 (0 %)

'Fiserio tikslusis testas, 2t-testas

Lytiniy organy HSYV infekcijos rizikos veiksniai. ReikSmingiausi rizikos
veiksniai (4 lentel¢), kurie didina santyking HSV genitalinés infekcijos rizika, yra
Iytinio debiuto pradzia, lytiniy partneriy skaiéius, lytiSkai plintancioa ligos (LPL) ir
oraliniai lytiniai santykiai.

Nepaisant to, kad nebuvo statistiSkai reik§Smingo skirtumo lyties atzvilgiu
abiejose grupése, Si kintamoji buvo jtraukta j rizikos veiksniy vertinimg, kadangi
moterys labiau linkusios sirgti lytiniy organy herpes virusine infekcija negu vyrai. Misy
duomenys rodo stipry tiesioginj rysj tarp genitalinés HSV infekcijos ir LPL anamnezéje
bei oraliniy lytiniy santykiy. LPL didina genitalinés HSV infekcijos rizika beveik 8
kartus (SS 7,76; 95 proc. PI 2,53 - 23,79), oraliniai lytiniai santykiai — 6,6 karto (SS
6,57; 95 proc. Pl 2,47-14,47) Lytinio debiuto amZzius buvo suskirstytas j 4 kategorijas.
Pacientai (amziaus kategorijos <16 ir 17-18 mety) jaunesniame amziuje pradédavo lytinj
gyvenimg, palyginti su kontrolinés grupés dalyviais. Turéty lytiniy partneriy skaicius
taip pat buvo suskirstytas j; 4 kategorijas, taciau tik kategorija ,,10 ir daugiau turéty
partneriy“ buvo tiesiogiai susijusi su genitaline HSV infekcija (SS 5,38; 95 proc. Pl 1,36
- 21,30).

I$silavinimas ir socialiné padétis nebuvo jtraukti j rizikos veiksniy
vertinimg, kadangi nebuvo statistiSkai reikSmingo skirtumo tarp pacienty ir kontrolinés

grupés dalyviy.
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Kontrolinés grupés asmenys nurodé¢ daznesnj prezervatyvy naudojima,
palyginti su pacientais (19/50 (38%) ir 9/45 (20%), p<0,001). Kontakty su komerciniais
sekso darbuotojais daznis buvo panasus abiejose grupése (3 i$ 45 (6,7%) pacienty ir 4 i$
50 (8%) kontroliniy asmeny, p=1,000).

4 lentelé. Genitalinés HSV infekcijos rizikos veiksniai

$S,(95% PI) p reik¥mé SS.(95% P1) p reikimé

Lytis 1,42 (0,60-3,33) 0,424 1,07 (0,39 - 2,97) 0,891
LPI anamnezéje 7,01 (2,84-17,34) 0,000 7,76 (2,53 - 23,79) 0,000
Oraliniai lytiniai 7,07 (2,86-17,47) 0,000 6,57 (2,47-14,47) 0,000
santykiai

Lytinis debiutas

>22 m. 1,0 0,005 1,0 0,023
<16 m. 12,00 (2,16 - 66,55) 0,004 9,11 (1,42 - 58,46) 0,020
17-18 m. 8,55 (2,27-32,22) 0,002 8,32 (1,96 - 35,37) 0,004
19-21 m. 3,32 (0,92 -11,98) 0,067 3,68 (0,91 - 14,89) 0,068
Turéty lytiniy

partneriy skaicius

1 1,0 0,047 1,0 0,067
2-4 1,40 (0,46 - 4,23) 0,554 1,3 (0,42 - 3,99) 0,651
5-9 3,10 (0,82 -11,44) 0,096 2,38 (0,6 -9,43) 0,218
>10 5,57 (1,42 -21,86) 0,014 5,38 (1,36 - 21,3) 0,016

SS - sansy santykis (SSn-neadaptuotas, SSa — adaptuotas pagal lytj, LPL, oralinius lytinius santykius
anamnezeéje, lytinj debiutg ir turéty lytiniy partneriy skaiéiy), Pl - pasikliautiniai intervalai

Mazdaug pusé pacienty (22/45 (48.9%)) ir kontrolinés grupés dalyviy
(28/50 (56%), p=0,541) nurodé lipy pasleling anamnezéje. Du (4 %) asmenys i$
kontrolinés gupés teige turéje genitalinés HSV infekcijos bérimy praeityje.

Serologiné analizé. Dauguma pacienty ir asmeny i§ kontrolinés grupés
turé¢jo anti-HSV-1 I1gG antikiiny. Kaip ir tikétasi, anti-HSV-2 IgG antikiiny turéjo
reikSmingai daugiau pacienty nei asmeny i$ kontrolinés grupés (5 lentele).

5 lentelé. Pacienty, kuriems diagnozuota HSV genitaliné infekcija, ir kontrolinés
grupés asmeny serologija

Pacientai, kuriems Kontrolinés p reikSmé’
diagnozuota genitaliné grupés asmenys
HSV infekcija
IS viso n=45 n=50
Anti-HSV-1 1gG serologinis
tyrimas:
Teigiamas 39 (86,7 %) 45 (90 %) 0,751
Neigiamas 6 (13,3 %) 5 (10 %)
Anti-HSV-2 1gG serologinis
tyrimas:
Teigiamas 31 (68,8 %) 7 (14 %) 0,000
Paribinis 1(2,2 %) 0 (0 %)
Neigiamas 13 (28,8 %) 43 (86 %)

FiSerio tikslusis testas
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Lytiniy organy HSV infekcijos klinika, HSV DNR nustatymas
bérimuose ir serologija. Méginiai i$ odos ir gleiviniy bérimy istirti kiekybinés realaus
laiko PGR metodu. HSV DNR nustatyta 40/54 (74,1 %) pacienty: 14 (35%) vyry ir 26
(65%) motery. Herpes simplex 2 tipo virusas rastas 34/40 (85 %) méginiuose, 1 tipo -
tik 6/40 (15 %) méginiuose (6 lentelé).

aspektai

Pacientai, kuriy PGR Pacientai kuriy PGR
teigiama neigiama
IS viso n=40 n=5
Lytis: 1. Vyrai 14 (35 %) 2 (40 %)
2. Moterys 26 (65 %) 3 (60 %)

AmZius:

1. Vidurkis, m. 36,33+12,59 31,049,3
2. Ribos, m. 18-65 21-47
1.Pirmasis HSV infekcijos 14 (35 %) 3 (60 %)
epizodas

2. Recidyvas 26 (65 %) 2 (40 %)
Piislelés, opelés:

1. Taip 39 (97.5 %) 3 (60 %)
2. Ne 1(2.5%) 2 (40 %)
Epizodo trukmé :

1.<5d. 26 (65 %) 0 (0 %)
2.>25d. 14 (35 %) 5 (100 %)
HSV tipas

HSV-1 6 (15 %)

HSV-2 34 (85 %)
Anti-HSV-1 1gG serologinis
tyrimas:

Teigiamas 34 (85 %) 5 (100 %)
Neigiamas 6 (15 %) 0 (0 %)
Anti-HSV-2 1gG serologinis
tyrimas:

Teigiamas 26 (65 %) 5 (100 %)
Paribinis 1(2,5%) 0 (0 %)
Neigiamas 13 (32,5 %) 0 (0 %)

'Fiserio tikslusis testas

Keturiolika pacienty (35%) nurodé genitalinés HSV infekcijos pirmaji
epizoda, kurio trukmé buvo nuo 1 dienos iki 3 savaiCiy: Keturiy pacienty (29%)
méginuose rastas HSV-1, 10 (71%) méginiy — HSV-2.

Dvidesimt SeSiems pacientams (65%) pasireiské HSV infekcijos recidyvas:
HSV-1 rastas 2 (8%), HSV-2 — 24 (92%) pacienty bérimy méginiuose. Recidyvuojanciy
bérimy trukmé buvo nuo 1 iki 14 dieny.

TrisdeSimt devyni (97,5 proc.) i§ 40 pacienty, kuriy PGR buvo teigiama,
turéjo matomas pusleles ir/ar opeles méginio paémimo metu, 26 (65 proc.) pacientams
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bérimy trukmé buvo trumpesné nei 5 dienos. Visy pacienty, kuriy PGR buvo neigiama,
bérimy trukmé iki méginio paémimo buvo ilgesné nei 5 dienos, 3 (60 proc.) asmenys
turéjo matomas opeles.

I$ 40 pacienty, kuriy HSV DNR rezultatas buvo teigiamas, 26 (65%) serume
buvo rasta anti-HSV-2 IgG antikliny. Visi penki pacientai, kuriy bérimuose herpes
simplex viruso nerasta, turéjo antikiiny pries HSV-2 (6 lentelé).

Viruso kopijy skaicius recidyvuojanciuose genitalijy bérimuose Svyravo nuo
56 iki 3,9x10° (mediana 1,2x10°) DNR kopijy vienos PGR reakcijos metu ir buvo
mazesnis nei pirmojo epizodo metu (ribos 106-2,2x10", mediana 2,6x10°), tatiau §is
skirtumas buvo statistiSkai nereikSmingas (Mann-Whitney U testas: U=154, p = 0,535) (3
pav.).
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DNR kopijos per reakcijq

| epizodas Recidyvas

3 pav. HSV DNR kopijy skai¢ius vienos PGR reakcijos metu lytiniy organy bérimuose

3.1.2. Veido srities HSV infekcija

Veido srities HSV infekcijos diagnozé. 1s 37 pacienty, kuriems jtarta herpes
simplex infekcija veido srityje, méginiy HSV rastas 32 ( 86,5%) méginiuose. TrisdeSimt
penkiy pacienty serume rasta anti-HSV-1 antikiiny. Dviejy pacientai, kuriy PGR buvo
neigiama, serologinis tyrimas taip pat buvo neigiamas (kraujyje nerasta nei anti-HSV-1
1gG, nei anti-HSV-2 IgG). Todél veido srities HSV infekcija buvo diagnozuota 35
pacientams.

Populiacijy charakteristika. Pacienty grupe (35), kuriems diagnozuota HSV
veido srities infekcija, sudaré¢ 12 (34%) vyry ir 23 (66%) moterys, amziaus vidurkis
39,1+15,7. Sociodemografiniai pacienty, kuriems diagnozuota veido HSV infekcija, ir
kontrolinés grupés asmeny duomenys parodyti 7 lentelé¢je. Abi grupés reikSmingai
nesiskyré amziaus, lyties, iSsilavinimo ir socialinés padéties atzvilgiu.
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7 lentelé. Pacienty ir kontrolinés grupés asmeny, kuriems diagnozuota veido srities
HSV infekcija, sociodemografiniai duomenys

Pacientai, kuriems diagnozuota Kontrolinés p reikSmé
veido srities HSV infekcija grupés asmenys
IS viso: n=35 n=50
Lytis: 1. Vyrai 12 (34 %) 15 (30 %) 0,813!
2. Moterys 23 (66 %) 35 (70 %)
AmzZius:
1. Vidurkis, m. 39,1+15,7 39,4+10,3 0,9312
2. Ribos, m. 19-75 20-58
ISsilavinimas:
1. Aukstasis 21 (60 %) 22 (44 %) 0,087!
2. AukStesnysis 4 (11,4 %) 16 (32 %)
3. Vidurinis 10 (28,6 %) 12 (24 %)

Seimyniné padétis:
1.Nevedes/netekéjusi

2. Vedes ar 14 (40 %) 9 (18 %) 0,077
sambiivyje 16 (45,7 %) 34 (68 %)

3. Naslys ar

iSsiskyres/usi 5 (14,3 %) 7 (14 %)

Socialiné padétis:

1. Dirbantis 27 (77,1 %) 45 (90 %) 0,057t
2. Bedarbis 4 (11,4 %) 2 (4 %)

3. Studentas 1(2,9 %) 2 (4 %)

4. Pensininkas 3 (8,6 %) 1 (2 %)

'Fisherio tikslusis testas, 2 t-testas

Serologija. Dauguma tiriamosios ir kontrolinés grupés asmeny buvo HSV-1
IgG seropozityvis (97,1% palyginti su 90%). Antikiinai prie$ abiejy tipy HSV buvo rasti
1 paciento ir 7 kontrolinés grupés asmeny kraujyje (8 lentele).

8 lentelé. Pacienty su HSV genitaline infekcija ir kontroliniy asmeny tipo specifiné
serologija

Pacientai, kuriems Kontrolinés grupés p reik¥mé’
diagnozuota veido asmenys
srities HSV infekcija
IS viso: n=35 n=50
Anti-HSV-1 1gG serologinis
tyrimas:
Teigiamas 34 (97,1 %) 45 (90 %) 0,393
Neigiamas 1 (2,9 %) 5 (10 %)
Anti-HSV-2 1gG serologinis
tyrimas:
Teigiamas 1 (2,9 %) 7 (14 %) 0,133
Neigiamas 34 (97,1 %) 43 (86 %)

! Fi8erio tikslusis testas
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Veido srities HSV infekcijos klinika, HSV DNR nustatymas bérimuose
ir serologija. Daugiau kaip pusé pacienty (68,8%), kuriy veido bérimuose buvo rastas
herpes simplex virusas, méginiy paémimo metu turéjo matomas pusleles ar opeles. Visi
pacientai, iSskyrus viena, kurio PGR buvo teigiama, nurodé¢ infekcijos recidyva. Kadangi
pastarojo paciento kraujyje rasta anti-HSV-1 IgG antikiiny, esamas ligos epizodas buvo
traktuotas kaip pirmas veido srities HSV infekcijos simptominis pasireiSkimas.

Simptomy trukmé svyravo nuo 1 iki 5 dieny. TrisdeSimt vienas (96,9%)
pacientas nurodé, kad ltipy pislelinés bérimy trukmé buvo trumpesné negu 5 dienos. Tuo
tarpu pacienty, kuriy PGR buvo neigiama, grupéje bérimai truko ilgiau negu 5 dienos ir
nebuvo matomy pisleliy/opeliy, o tik SaSeliai (9 lentelé). Herpes simplex viruso kiekis
veido srities bérimuose recidyvo metu svyravo nuo 90 iki 57x10° (mediana 5,7x10°)
DNR kopijy per viena PGR reakcija (vidurkis 29x10° +1x10°).

Dauguma pacienty turéjo anti-HSV-1 IgG antikiny ir buvo HSV-2
seronegatyvis. Vienas pacientas, kurio HSV-1 PGR buvo teigiama, turéjo antikiiny
pries abiejy tipy HSV (9 lentele).

aspektai

Patientai, kuriy PGR Patientai, kuriu PGR
teigiama neigiama

IS viso: n=32 n=3
Lytis: 1. Vyrai 12 (37,5 %) 0 (0 %)

2. Moterys 20 (62,5 %) 3 (100 %)
AmZius:
1. Vidurkis, m. 40,3+15,8 26,3+5.1
2. Ribos, m. 19-75 22-32
1.Pirmas HSV infekcijos 1 (3,1 %) 3 (100 %)
epizodas 31 (96,9 %) 0 (0 %)
2. Recidyvas
Puaslelés, opelés:
1. Taip 22 (68,8 %) 0 (0 %)
2. Ne 10 (31,3 %) 3 (100 %)
Epizodo trukmé :
1.<5d. 31 (96.9 %) 0 (0 %)
2.>5d. 1 (3,1 %) 3 (100 %)
HSV tipas
HSV-1 31 (96,9 %) 3 (100 %)
HSV-2 1 (3,1 %) 0 (0 %)
Anti-HSV1 IgG
serologinis tyrimas: 1 (3,1 %) 0 (0 %)
Teigiamas 31 (96,9 %) 3 (100 %)
Neigiamas

'Fi8erio tikslusis testas

»Sausi“ méginiai iS veido ir lytiniy organy bérimu. Visi ,,sausi“ (t.y. be
buferinio tirpalo) méginiai taip pat buvo istirti atliekant kiekybing realaus laiko PGR,
nepaisant to, kad Sie méginiai buvo laikyti atsarginiais. ,,Sausy* ir ,,su buferiniu tirpalu®
PGR rezultatai koreliavo tarpusavyje, i$skyrus viena méginj. Sis buvo paimtas i§ lytiniy
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organy bérimy: méginyje su buferiniu tirpalu rastas HSV-1, tuo tarpu ,,sausas“ méginys
buvo PGR neigiamas. Taip gal¢jo nutikti dél mazo HSV-1 DNR kopijy skaiciaus
genitalijy bérimuose.

3.2. Eksperimentiné tyrimo dalis

Siame tyrime buvo sekvenuotos HSV1-1 ir HSV-2 LAT promotoriaus
sritys. Kartu buvo istirtas ir HSV-1 LAT regionas, apimantis UOL (angl. ,,upstream of
LAT“) gena. UOL genas yra nurasomas ta pacia kryptimi kaip ir LAT genas bei, kaip
manoma, koduoja 96 amino ragsc¢iy baltyma (Naito ir kt., 2005).

3.2.1. Metodologiniai tyrimo ypatumai

IS viso HSV LAT promotoriaus analizei surinkti 146 méginiai, taciau
viename veido srities méginyje rastos HSV-1 DNR nepavyko amplifikuoti dél mazo
1 (61 veido srities, 1 CSS méginys ir 12 lytiniy organy meéginiy) ir 71 HSV-2 (68
genitaliniai and 3 CSS méginiai).

HSV LAT promotoriaus analizei buvo sukurtas naujas PGR metodas,
specifiskas atskirai HSV-1 ir HSV-2 (zr. tyrimo metodus). Tyrimo metu buvo
amplifikuotas 1360 bp HSV-1 ir 1141 bp HSV-2 LAT regionas, apimantis LAT
promotoriy. Kadangi LAT promotoriaus sritis yra gausi G+C (69% G+C HSV-1 ir 77%
G+C HSV2) ir dél to susiformuoja antriné DNR struktiira, promotoriaus amplifikacija
standartinémis PGR salygomis nebuvo sékminga. Todél tyrime taikytas karSto starto
,touchdown* PGR metodas (Bachmann ir kt., 2003), naudojant Master mix su ,,Q“
tirpalu (QlAgen). Esant mazam HSV DNA kopijy skai¢iui méginiuose, taikytas lizdinés
PGR metodas tokiomis paciomis saglygomis. Reakcijos salygos optimizuotos po daugelio
eksperimenty. Norint iSvengti antriniy DNR struktiiry susidarymo sekvenavimo metu, |
sekvenavimo reakcijos mi$inj buvo pridéta 1M betaino (Sigma Aldrich). Siame tyrime
betainas sumazina antriniy DNR struktiiry formavimasi, kaip pastebéta Haqqi ir kt.
(Haqgqi ir kt., 2002).

Kieleczawa (Kieleczawa, 2006) pastebéjo, kad labai sunku sekvenuoti
mononukleotidy, sudaryty i$ pasikartojan¢io to paties nukleotido, sritis, t.y.
homopolimeriniy nukleotidy sritis (HNS). Todél PGR amplikonai su ilgais HNR buvo
klonuoti ;1 TOPO lasteles. IS kiekvieno klonuoto méginio buvo gauta nuo 3 iki 5 klony.

HSV-1 LAT promotoriaus sekos buvo palygintos su referentine HSV-1 17
paderme, HSV-2 — su referentine HG52 paderme. Siame tyrime buvo nagrinéta DNR
seky jvairové LAT promotoriaus homopolimeriniy nukleotidy srityse.

3.2.2. HSV-1 homopolimeriniy nukleotidy sritys

Sekvenavus promotoriaus sritj ir atlikus daugybinj seky palyginima, HSV-1
LAT regione radome penkias HNS sritis: dvi poli(C) (poli(C)1 ir poli(C,)2), vieng
poli(T) (poly(T)) ir dvi poli(G) (poli(G,)1 ir poli(G,)2) (4 pav.). Siame tyrime buvo
nagrinétos HNS sritys, sudarytos 1§ 7 ir daugiau mononukleotidy.
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Tyrimo metu sekvenuota HSV-1 LAT sritis

>
119463 2kb
118801 8.3 kb LAT pradzia LAT pradzia
LAP1 TATA LAP2
= . (] l:lg\—v
poli(G,)1 poli(C,)1 poli(G,)2 poli(T) poli(C,)2
AL2 ORF
uoL AL
> &
118331-118622 118730-118898

4 pav. HSV-1 LAT promotoriaus (LAP1 and LAP2) regiono variabiliy homopolimeriniy
nukleotidy sri¢iy (poli(Gn)l ir poli(Gn)2, poli(Ch)1 ir poli(Cy)2 ir poli(T)) schema

Recidyvy daznis. Duomenys apie HSV infekcijos recidyvy daznj surinkti i$
Lietuvos pacienty. I§ 37 HSV-1 méginiy, 32 buvo paimti recidyvuojancios infekcijos, 5
- pirmojo HSV epizodo metu. Recidyvy daznis svyravo nuo <1 iki 10 recidyvy/metus.
Recidyvy daznis per metus iSskirtas j 3 kategorijas: labai retai (<1-2), retai (3-5) ir
daznai (=6).

Poli(G,)1. Daugumoje HSV-1 méginiy (63/75 84%) nukleotidy pozicijose
118297-118304 (pozicija 224 HSV-1 seky palyginime) (12-13 pav.) rastos ,,negrynos‘
kartotinés mononukleotidy sekos ,,GGGGGAGG* (kaip ir referentinégje HSV-1 17
paderméje). Taciau dél deoksiadenozino delecijos dvylikoje méginiy rasti 6 poli(G,)
seky variantai, svyruojantys nuo 7 iki 12 ,,G* nukleotidy (10 lentelé).

10 lentelé. HSV-1 LAT promotoriaus poli(Gy)1 srities charakteristika

HSV-1 poly(Gn)1 seky  Méginiai i§ Lietuvos  Meéginiai i§ Svedijos IS viso
variantali
GGGGGAGG 34 29 63
Gy 1 1 2
Gsg 0 3 3
Gy 1 2 3
Gio 0 1 1
G 1 2 3

Recidyvy daznis ir poli(G,)1 sritis. IStyrus méginius, paimtus recidyvo
metu, buvo rasti 3 poli(G) variantai, tarp kuriy dominavo GGGGGAGG. Pastarasis
variantas buvo tolygiai pasiskirstes tarp ,labai rety” ir ,,rety* recidyvy kategorijy, 6
GGGGGAGG méginiai pateko j 6 ir daugiau recidyvy per metus grupe. Gg ir G, pateko
i ,,]labai rety recidyvy kategorija (11 lentelé).
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11 lentelé. HSV-1 poli(G,)1 srities seky jvairové ir recidyvy daznis

HSV-1 poly(Gp)1 Recidyvai per
seku variantai metus IS viso
<1-2 3-5 =6
GGGGGAGG 12 12 6 30
Gy 1 0 0 1
G2 1 0 0 1
IS viso 14 12 6 32

Poli(C,)1. ,,C* nukleotidy skaiCius Siame regione (HSV-1 17 referentinés
padermés Cjq srities nukleotidy pozicija 118568-118577; 404 pozicija HSV-1 seky
palyginime (12-13 pav.)) svyravo nuo 7 iki 15, sudarydami 8 seky variantus. Si
mononukleotidy sritis 1§ dalies sutampa su UOL genu. Didzioji dauguma poli(C) seky
(57/75 76%) buvo sudarytos i§ 7-10 ,,C* nukleotidy. Tarp Svedijos méginiy vyravo C;
variantas, tarp Lietuvos - Cy (12 lentelé). Variacijos $io regiono srityje (pailgéjimas ar
sutrumpejimas) galéty turéti jtakos UOL geno baltymy sintezei.

12 lentelé. HSV-1 LAT promotoriaus poli(C,)1 srities charakteristika

HSV-1 poly(Cp)1 seky Meéginiai i§ Lietuvos Meéginiai i§ Svedijos I3 viso
varijantai
C, 3 11 14
Cs 6 8 14
Cy 13 3 16
Cio 6 7 13
Cy 1 6 7
Cio 4 1 5
Ciq 4 0 4
Cis 0 1 1

Recidyvy daznis ir poli(C,)1 sritis. Kaip jau minéta, Cy variantas tarp
vyravo lietuviS8ky seky ir nebuvo rasta reikSmingo skirtumo tarp recidyvy daznio
kategorijy (13 lentel¢).

13 lentelé. HSV-1 poli(C,)1 srities seky jvairové ir recidyvy daznis

HSV-1 poli(C,)1 Recidyvai/metus
seky variantai <1-2 3-5 >6 IS viso
C; 2 0 1 3
Cs 1 4 0 5
Co 5 3 4 12
Cio 3 1 0 4
Cu 0 1 0 1
Cp 1 2 0 3
Cu 3 0 1 4
IS viso 15 11 6 32
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Poli(G,)2. Sia sritj referentinégje HSV-1 17 paderméje sudaré ,negryna“
»GsTG,TGs™ seka (nukleotidy pozicija 118953-189660; 915 pozicija HSV-1 seky
palyginime (12-13 pav.), esanti tarp AL ir AL2. Keli méginiai dél ilgos poli(G)
grandinés (iki 12 nukleotidy) buvo klonuoti, norint gauti jskaitomas DNR sekas. Seka
»GsTG,TGs™ pasitaiké dazniau tarp méginiy i8 Lietuvos (28/37 75,7%), palyginti su
méginiais i§ Svedijos (13/38 34,2%). Tarp 37 seky i§ Lietuvos nustatéme 6 $ios srities
variantus, tarp 38 i§ Svedijos — 8 (14 lentelé).

14 lentelé. HSV-1 LAT promotoriaus poli(G,)2 srities charakteristika

HSV-1 poli(Gy)2 seky Méginiai i$ Méginiai i§ IS viso
variantai Lietuvos Svedijos

GsTG,TGs 28 13 41
GsTGyy 0 1 1
GsTGig 1 1 2
GsT Gy 0 2 2
GsTGg 3 9 12
GsTGy 0 4 4
GsTGg 3 7 10
GsTGs 1 1 2
G 1 0 1

Visuose Svedy genitaliniuvose HSV méginiuose rastas GsTG,, genotipas, tuo tarpu
genitalinés srities méginiy i§ Lietuvos HSV LAT promotoriuje rastos G5TG2TGs (4 i$
6) ir GsTG,, sekos. Keli méginiai buvo klonuoti: visi to paties paciento klonai, gauti i$ to
paties paciento, turéjo ta patj ,,G* nukleotidy skaiciy (5 pav.).

CCCCGTTTEGGGGGTGGEGGEEGEGEGGTT ICCCCGTT TCGGGEGT GGG GGEGEGEGGET

A 11G B 11G
CCCCGET TTLGGGEGTGGEEGEGEEG GGG
CCCCGTTTCGGGGGTGGLGGLEGGGEGEGE

C 11G

CCCCGTTICGGGGGIGGEG GGGGGGGEG

5 pav. HSV-1 poli(Gn)2 srities sekvenavimo chromatogramos. Visuose to paties paciento
klonuose (A-C) rastas tas pats GsTGy; variantas

Recidyvy daznis ir poli(G,)2 sritis. HSV-1 seka GsTG,TGs vyravo visose
trijose recidyvy daznio kategorijose (15 lentelé).
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15 lentelé. HSV-1 poli(G,)2 srities seky jvairové ir recidyvy daznis

HSV-1 poli(Gy)2 Recidyvai per
seky variantai metus IS viso
<1-2 3-5 =6

GsTG,TGs 8 13 3 24
GsTGyo 0 0 1 1
GsTGg 2 0 1 3
GsTGg 1 1 0 2
GsTGs 0 0 1 1

G2 1 0 0 1

IS viso 12 14 6 32

Poli(T,) ir poli(C,)2 sritis vieng nuo kitos skiria 46 nukleotidai LAP2
promotoriuje. Dél ilgy homopolimeriniy nukleotidy sri¢iy 18 méginiy i$ Lietuvos ir 20 i$
Svedijos buvo klonuoti.

Poli(T,) srityje ,, T skaicius svyravo nuo 9 iki 30 nukleotidy (119301-119309
nukleotidy pozicija referentinégje HSV-1 17 paderméje, 1271 pozicija HSV-1 seky
palyginime, (12-13 pav.)). Skirtinguose klonuose i§ skirtingy méginiy buvo rastas
variabilus ,, T skaiCius. ,,T* nukleotidy skaicius buvo skirtingas netgi to paties paciento
klonuose (t.y. klonuose, gautuose i$ to paties méginio). Nepaisant minéto variabilumo,
remiantis nukleotidy skai¢iaus vidurkiu (duomenys neparodyti), sekas galima suskirstyti
1 2 grupes: ilggsias poli(T) sekas (mononukleotidy skai¢ius > 16 nt, t.y., 16-30 nt) ir
trumpasias (9-13 nt). DvideSimt septyniuose méginiuose rastos ilgosios poli(T) sekos,
48 — trumposios. Trumposios sekos vyravo tarp méginiy i§ Svedijos (81,2%), tuo tarpu
sekos 1§ Lietuvos daugiausia buvo ilgos. (6 pav., 16 lentel¢).

GCGCTGTGGTTTTTTTTTCCTCGGTGTTL

bt

GEGETGTGGTTTTTTTTTEETEGGTGTTE

CGCTGCGTTTTTTITTITTTITTITTTIITTITITTICTICGGTGTITCT

6 pav. HSV-1 poli(T,) regiono sekvenavimo chromatogramos:
A — trumposios poli(T) sekos
B — ilgosios poli(T) sekos
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16 lentelé. HSV-1 LAT promotoriaus poli(T) srities charakteristika

HSV-1 poli(T) seky Méginiai i§ Lietuvos Meéginiai i§ Svedijos

varijantai

llgosios poli(T) 21 (56,8%) 6 (18,8%) 27 (36%)
(16-30 nt) sekos

Trumposios poli(T) 16 (43,2% ) 32 (81,2%) 48 (64%)
(9-13 nt) sekos

Kiekvienas variantas atspindi jvairy poli(T) seky ilgj skirtinguose klonuose, gautuose tiek i§ skirtingy
pacienty, tiek iS to paties paciento, taCiau kiekvienos ilgio kategorijos vidurkiai reik§mingai skirtingi.

Recidyvy daznis ir poli(T) sritis. IS 32 pacienty su atsikartojan¢ia HSV
infekcija 18-oje méginiy rastos ilgosios poli(T) sekos, 14 méginiy — trumposios sekos.
Nebuvo reik§mingo skirtumo tarp recidyvy daznio ir poli(T) ilgio (17 lentele).

17 lentelé. HSV-1 poli(T) srities seky jvairové ir recidyvy daznis

Recidyvai per
HSV-1 poli(T) seky variantai metus IS viso
<1-2 4-5 >6
llgosios poli(T) (16-30 nt) 7 8 3 18
sekos
Trumposios poli(T) (9-13 nt) 5 6 3 14
sekos

Poli(C,)2. Sis HNS ,,C* regionas yra 46 nukleotidy atstumu nuo poli(T) srities
(HSV-1 17 padermés 119356-119365 nukleotidy pozicijos; 1345 pozicija HSV-1 seky
palyginime (12-13 pav.)). ,,C* nukleotidy skai¢ius varijavo nuo 7 iki 13, méginiuose
vyravo 9-11 ,,C* (18 lentele).

Recidyvy daznis ir poli(C,)2 sritis. llgiausios poli(Cy4.15) grandinés buvo rastos

keturiy pacienty, kuriems buvo labai reti recidyvai (<1 recidyvas per metus) méginiuose.
Cy - Cyp vyravo méginiuose tiek i$ Lietuvos, tiek i§ Svedijos (19 lentelé).
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18 lentelé. HSV-1 LAT promotoriaus poli(C,)2 srities charakteristika

HSV-1poli(C,)2 seky ~ Méginiai i§ Lietuvos  Méginiai i§ Svedijos IS viso
variantai

19 lentelé. HSV-1 poli(C,)2 srities seky jvairové ir recidyvy daznis

HSV-1 poli(C,)2 Recidyvai/metus
seky variantai <1-2 3-5 >6 IS viso
Cy 1 0 0 1
Cy 4 7 2 13
Cio 6 5 6 17
Cn 9 4 5 18
Ci 4 4 2 10
Ci3 1 2 0 3
Cu 3 0 0 3
Cis 1 0 0 1
IS viso 29 22 15 66

Kitaip negu poli(G,)2 regione, poli(T,) ir poli(C,)2 srityse buvo rastas jvairus
T ir ,,C* nukleotidy skai¢ius skirtinguose klonuose: tick klonuose, gautuose i keliy
meéginiy (t.y. 1§ skirtingy pacienty), tiek klonuose, gautuose i$ to paties méginio (t.y. 18 to
paties paciento) (7-8 pav.). Taigi Siuose regionuose matomas variabilumas tiek tarp
viruso padermiy, tiek paciy padermiy viduje (Zr. Zemiau).
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A

CGCTGTGTTTTTTITTTITCTICGGTGT TCTGCCGGGCTECGTEGCET TTCCTGTTCTCGCTTCTCCCCCCCCCCCTTL

10T 11C

CGCTGTGTTTTTTTTIT T TCTCGGTGT TCTGCC GGG TCCGTCGCCT TTCCTGTTCTCGCET TCTCCCCCCCCCCET T

117 11C

e

CGC TG TG T T T T T T T TT TTCTCEGGTGT TETGEC GGG TCCG TG T TTCCTGT TCTCGCTTECTCCCCCCCCCCCT T

7 pav. To paties paciento poli(T,) ir poli(Cy)2 sri¢iy skirtingy klony (A-C)
sekvenavimo chromatogramos rodo skirtingg ,,T* ir,,C* nukleotidy skai¢iy

A B

TGCGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTETCGGTGTTCTIGCGCTGCGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCTCGGTG

197

Ity

B
GCGTTTTTTTTTTTTTTITTITTTICTICGGTG

23T

i T N N W W O A— . )
||I W lﬂ| “I | IH\ I\ I'I l'l I ‘H I u‘ i ||| NN Iu i
VALY

AIATAA V Ty ul Uy | il ‘J il |lll /| i
TGCGTTTTTTTTTITITITITITITIIIT

Plazmideé 1 Plazmideé 2

C D

CRCTGLGTTTT T ITTT I TITIT I T TTTICT LG T GHErEETECE T T T T T T T T T T T T T T T T T T TG
21T 23T

O

CGCTGCGT T TT T TT T T T T T T T T T T TTT ICT GG GG GET GG T T TTITTITTITTITTTITTITTITITTITITICICG

Plazmide 3 Plazmide¢ 4
E
GCGCTGCGTTTTTTTTTTITITTITTITTITITTICTCGGTGT

21T

L

A
GCGCTGCG TTTTTTTTTTITTTTITTITTITTICTCGGTGT

Plazmideé 5

8 pav. To paties paciento ilgosios poli(T,) srities 5 skirtingy klony (A-E)
sekvenavimo chromatogramos rodo 3 ,, T nukleotidy skaiciaus variantus (T1g, T21, T23)
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3.2.3. HSV-2 homopolimeriniy nukleotidy sritys

HSV-2 7zymiai maziau iStirtas, palyginti su HSV-1. HSV-2 LAT
promotoriaus regione rastos trys variabilios HNS sritys: poli(G,)1, poli(C,) ir poli(G,)2
(9 pav.).

Tyrimo metu sekvenuota HSV-2 LAT sritis

A 4

8 kb LAT pradzia
2 kb LAT pradzia

LAP1 TATA /[\ LAP2 ; ;

poli(G,)1 poli(C,) poli(G,)2

9 pav. HSV-2 LAT promotoriaus (LAP1 and LAP2) regiono variabiliy homopolimeriniy
nukleotidy sri¢iy (poli(G,)1, poli(Gy)2, poli(Cy)) schema

Recidyvy daznis. Kaip ir HSV-1 infekcijos atveju, duomenys apie HSV-2
infekcijos recidyvy daznj Zinomi Lietuvos pacienty grup¢je. DvideSimt penki i§ 34
Lietuvos pacienty, kuriems nustatyta HSV-2 genitaliné infekcija, nurodé ligos
atsikartojimag, 9 - HSV-2 pirmajj infekcijos epizodg. Recidyvy daznis svyravo nuo <1 iki
15 recidyvy per metus. Kaip ir HSV-1 atveju, recidyvy daznis per metus suskirstytas j 3
kategorijas: labai retai (<1-2), retai (3-5) ir daznai (>6).

Poli(Gp)1 sritis: nukleotidy pozicijos 119340-119350 HSV-2 referentinéje
sekoje HG52; 237 pozicija HSV-2 seky palyginimo schemoje (14 pav.). Siame regione
rasti trys seky variantai: ,,CCCGCGTGCCG®, ,,CCCGCGGGCCG* ir,,TTG,“. Seka
,CCCGCGTGCCG* buvo dominuojanti ir beveik tolygiai pasiskirs¢iusi tarp méginiy i$
Lietuvos ir Svedijos. Poli(G) sekose rasti 4 variantai nuo 9 iki 12 ,,G* nukleotidy, Gg ir
Gy variantai pasitaiké dazniausiai (20 lentelé).

20 lentelé. HSV-2 LAT promotoriaus poli(Gy)1 srities charakteristika

HSV-2 seky Méginiai i§ Lietuvos  Méginiai i§ Svedijos I§ viso
poli(Gp)1 varijantai
CCCGCGTGCCG 26 27 53
CCCGCGGGCCG 0 1 1
TTGy 4 1 5
TTGyo 2 4 6
TTGy 1 1 2
TTGy 1 3 4

Recidyvy daznis ir poli(G,)lsritis. Dauguma pacienty Su
CCCGCGTGCCG seka nurode iki 6 genitalines HSV infekcijos recidyvy per metus.
TTGy.11 seky nebuvo labai rety recidyvy grupéje (21 lentelé).
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21 lentelé. HSV-2 poli(Gy)1 srities seky jvairové ir recidyvy daznis

HSV-2 seky Recidyvai/metus
poli(Gy)1 variantai <1-2 3-5 >6 IS viso
CCCGCGTGCCG 10 4 7 21
TTGy 0 1 1 2
TTGo 0 1 0 1
TTGyy 0 0 1 1
IS viso 10 6 9 25

Poli(C,) ir greta esantis poli(G,)2 HNS regionai (panasiai kaip poli(T,) ir
poli(Cp)2 sritys 1 tipo herpes simplex viruse) yra nutole vienas nuo kito 75 nukleotidy
atstumu. Septyni méginiai i§ Lietuvos ir 13 méginiy i§ Svedijos buvo klonuoti.

Poli(C,) sritis: nukleotidy pozicijos 120065-120079 HSV-2 referentinéje
sekoje HG52; 962 pozicija HSV-2 seky sugretinimo schemoje (14 pav.). ,,C* nukleotidy
skai¢ius svyravo nuo 9 iki 14. Tarp meéginiy 1§ Lietuvos vyravo 12 ,,C* variantas, tarp
Svedijos — 13 ,,C (22 lentel¢).

22 lentelé. HSV-2 LAT promotoriaus poli(Cy) srities charakteristika
HSV-2 seky poli(C,,)  Meéginiai i§ Lietuvos Méginiai i§ Svedijos IS viso
variantai

Recidyvu daznis ir poli(C,) sritis. Poli(C) seky C,;, C;, Cy3 variantai buvo
tolygiai pasiskirst¢ visose trijose recidyvy daznio kategorijose, iSskyrus Cyio kuris buvo
rastas tik labai rety recidyvy (<1-2/m.) grupéje. Cy4 varianto nebuvo tarp meéginiy i
Lietuvos (23 lentel¢).

23 lentelé. HSV-2 poli(C,) srities seky jvairové ir recidyvy daznis

HSV-2 seku poli(C,) Recidyvai/metus
variantai <1-2 3-5 >6 IS viso
Cio 2 0 0 2
Cu 2 2 2 6
Cuw 6 5 4 15
Cis 3 2 2 14
IS viso 13 9 8 30

Poli(Gp)2 sritis: nukleotidy pozicijos 120154-120166 HSV-2 referentinéje
sekoje HG52; 1051 pozicija daugybinio HSV-2 seky sugretinimo schemoje (14 pav.).
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,G* nukleotidy skai¢ius svyravo nuo 8 iki 17. Tarp méginiy i§ Lietuvos vyravo 9 ,,G*
variantas, tarp Svedijos — 12 ,,G* (24 lentel¢).

24 lentelé. HSV-2 LAT promotoriaus poli(Gp)2 srities pasikartojan¢iy mononukleotidy seky
charakteristika

HSV-2 seky poli(Gn)2 Méginiai i§ Lietuvos  Meéginiai i§ Svedijos I3 viso
variantai
Gg 12 14 26
Gao 7 15 22
Gy 9 14 23
Gy, 9 16 25
Gis 2 8 10
Gua 0 2 2
Gue 1 0 1
Gz 1 0 1

Recidyvy daznis ir poli(G,)2 sritis. Gg variantas buvo beveik tolygiai
pasiskirstes visose trijose recidyvy daznio kategorijose. Labai rety recidyvy kategorijoje
dominavo Gg variantas, rety - Gio dazny recidyvy - Gy; variantas. Pacientui, kurio
méginyje rasto HSV-2 poli(G,)2 sritj sudaré ilgiausia, sudaryta i§ 17 ,,G* nukleotidy
HMS, HSV infekcija kartodavosi 2 kartus per metus (25 lentel¢).

25 lentelé. HSV-2 poli(G,)2 srities seky jvairové ir recidyvy daznis

HSV-2 seku poli(G)2 Recidyvai/metus
variantai <1-2 3-5

IS viso

v
=)}

Gg
G
Gio
Gu
G
Gie
Gy
IS viso

R RO~ OCIINO
RPIRPWOO O

O OO, NFL0O1O
O O|IOINWIOIN|F-

[EEN
w
w
o

HSV-2, kaip ir HSV-1, poli(C,) ir poli(G,)2 HNS regionuose skirtinguose
klonuose radome variabily ,,C* ir ,,G*“ nukleotidy skaic¢iy. Taigi ir HSV-2 HNS
regionuose nustatomas tiek intra-, tick interindividualus variabilumas (Zr. Zemiau).
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3.24. HSV LAT promotoriaus homopolimeriniu nukleotidy sriciu
variabilumas tarp viruso padermiy ir paciy padermiy viduje

PGR pagausinimo produkty ir plazmidziy DNR sekoskaitos rezultatai rodo
variabily nukleotidy skai¢iy HSV-1 (poli(T) ir poli(C,)2) ir HSV-2 (poli(C,) ir
poli(G,)2) homopolimeriniy nukleotidy srityse. Sis variabilums nustatomas tiek tarp
viruso padermiy, tiek paciy padermiy viduje.

Daugumoje atvejy sekvenavimo chromatogramose DNR seka po HNS sriciy
(ypac ilgesniy HNS atveju) nebuvo jskaitoma. Norint jvertinti ir pasalinti PGR metu dél
Tag polimerazés slystel¢jimo atsiradusias klaidas in vitro, 5 méginiai (2 HSV-1 ir 3
HSV-2) buvo istirti kelias biidais: 1) pagausinta genominé DNR buvo sekvenuota
tiesiogiai, 2) plazmid¢ su klonuota DNR buvo sekvenuota tiesiogiai ir 3) plazmidés
DNR prie§ sekvenavimg buvo pagausinta PGR metu. Kaip jau minéta, daugumoje
meéginiy nustatéme variabily nukleotidy skai¢iy homopolimeriniy nukleotidy srityse
skirtinguose to paties paciento HSV klonuose. Galima tai traktuoti kaip PGR klaidas d¢l
Tag polimerzes slysteléjimo PGR metu. Taciau jdomu tai, kad tos pacios klonuotos
DNR, sekvenavus ja tiesiogiai ir po amplifikacijos PGR, HNS mononukleotidy skaicius
buvo toks pat (10-11 pav.). Sie rezultatai leidzia daryti prielaida, kad mononukleotidy
skaiCiaus variacija homopolimeriniy nukleotidy srityse atsiranda ne dél PGR
amplifikacijos artefakty. Sie duomenys atitinka Rocha ir kt. aprasytus rezultatus (Rocha
ir kt., 2002).

3.2.5. LAT promotoriaus seky nukleotidy panasumo diagramos

Norint grafiSkai parodyti palyginty tarpusavyje nukleotidy panasumo
laipsnj, buvo sukurtos panasumo diagramos (angl. simplots).

HSV-1 LAT promotoriaus seky panaSumo diagramos rodo, kad variabiliy
nukleotidy sri¢iy promotoriuje néra daug. Kai kurios variabilios sekos iSsidéste baltymus
koduojanciose UOL, AL, AL2 srityse ir gali veikti Siy baltymy amino riig§ciy sekas.
Viena 1§ baltymg AL koduojanciy seky 1§ dalies sutampa su LAT transkripcijos pradzia,
esancia netoliese promotoriaus TATA seky. Nepastebéta Zymaus skirtumo tarp veido ir
lytiniy organy srities HSV-1 DNR variabilumo pobtdzio. Taip pat néra HSV-1 LAT
promotoriaus sekose reik§mingo skirtumo tarp Lietuvos ir Svedijos padermiy bei tarp
dazny ir rety ligos recidyvy. Tai rodo, kad HSV-1 LAT promotoriaus seky jvairové
nejtakoja patobiologinés viruso variacijos (12-13 pav.).

HSV-2 LAT promotoriaus seky panasumo diagramos. Kaip ir HSV-1
atveju, HSV-2 seky variacija nustatoma tik tam tikrose ribotose LAT promotoriaus
srityse, kuriy néra daug. Kadangi dar néra Zinomy baltymy, kurie biity koduojami HSV-
2 LAT promotoriuje, todel Siy seky variabilumo negalima vertinti baltymy atzvilgiu.
HSV-2 atveju taip pat seky variacija nepriklauso nuo geografinio HSV padermiy
pasiskirstymo ir recidyvy daznio (14 pav.).
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CCTCACATTTCCCCCCCCCCCCHWMWMENGECENCGHMNCCCTTEEGECENMNGHNMNNEC MMM

CCTEACATTTECCCCCCCCCCCHI|I|IGGEGICG ;-CCCTTGGGC I\ NECHE»II...
A.Tiesiogiai sekvenuoto HSV-2 DNR amplikono sekvenawmo chromatograma. Po homopolimerinés C nukleotidy
srities DNR seka yra nejskaitoma

B;. Plazmidé 1. Sekvenavimas po klonavimo: plazm1des DNR sekvenuota tiesiogiai

CCTCACATTTCCCCCCCCCCCCGLCGCCGCCGCCGCCEGACCCAGGET COGGGEGEGEGGEGCGECCTGCGTRTGT C

B, 12¢C 11G

B, Plazmidé 1. Sekvenavimas po klonavimo: plazmldes DNR sekvenuota po pagausinimo PGR metu

CATTTCCCCCCCCCCCCCGCCGCCGCCGCCGCCfCCAGGCT COGGGGEGGEGGEGEGCCTHRCGTGTRT

Cy 13C

10G
R e e

CATTTCCCCECCCCCCCCGCCGCCGECGECGCC ) CCAGGEECT COGEGGGGEGEGGEGEGECTGEGTGTGT
C;. Plazmidé 2. Sekvenavimas po klonavimo: plazmidés DNR sekvenuota tiesiogiai

CATTTCCCCCCCCCCCCCGCCGCCGECGECGEYCCAGGCTC CAGGLGGGGGGCGECTGEGTGTGT

TCACATTTCCCCCCCCCCCCCCCGCCGCCGCCGLCGCYCCAGGCT CCGGGGEGGEGGEECGECTGCEGTGTGTCL

D; 15C 10G

. I|'“
i |II
TEAEATTTEEEEEEEEEEEEEEEGEEGEEGEEGEEGE[EEAGGETEEGGGGGGGGGGEGEETG
D;. Plazmidé 3. Sekvenavimas po klonavimo: plazmidés DNR sekvenuota tiesiogiai

TEAEATTTE@EECEECEECEEECGCEGEENCENECNCEE»‘AGGET CCGGGRGGEGEGEGEGGCGCCTGOGTGRTGT C

.‘. D2 15C

e TAE LR AL
TEAEATTTEEEECEEEEEEEEEEGCEGEENEENECNEEEA GGET EEGGGGGGGGGGEGE ETGEGTGTGT C
D,. Plazmidé¢ 3. Sekvenavimas po klonavimo: plazmidés DNR sekvenuota po pagausinimo PGR metu

10 pav. To paties paciento HSV-2 poli(C,) ir poli(G,)2 sri¢iy sekvenavimo chromatogramos
(A-D)
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CTGCGTTTTTTTITTTITITTTITITTTTTTT MM MMM NMMNNNNNMNMNNNHNMNNRM

A

'H'ﬁﬂn ‘nﬁf""".ﬂ.'
MMJMJ\;UKH'M”J VY W"N AANAALVANAAANARLY A,
ETGEGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

Tiesiogiai sekvenuoto HSV-1 DNR amplikono sekvenavimo chromatograma. Po homopolimerinés ,,T* nukleotidy
srities DNR seka yra nejskaitoma

FCGCTGCGTTTTTTTITITTITTITITTITITTITITITTITTITTITITICTCGG

30T

Il il

FCGCTGCGTTTITTITTITITTITTIITTITITITITITITITITICICGE
Plazmidé 1. Sekvenavimas po klonavimo: plazmidés DNR sekvenuota tiesiogiai

CGCTGCGTTTTTTTTTITTITTITITTITITTITTITTITITTITITCTILCLGE |
30T

I

CGCTGEGTTTTTTTTTITTITTITTTITTITTITTITTITTITITTITETICGG
Plazmidé 1. Sekvenavimas po klonavimo: plazmidés DNR sekvenuota po pagausinimo PGR metu

TGCGTTTTTTTTITTTITTITTITITITITTICTICGA

Ci 23T

L il
TGCGTTTTTTTTITTTITTITTITITTITTITTITETICGG
Plazmidé 2. Sekvenavimas po klonavimo: plazmidés DNR sekvenuota tiesiogiai

TGCGTTTTTTTTITITTITTTITTTITTITTTTICTCNGTGT

C 23T

Plazmidé 2. Sekvenavimas po klonavimo: plazmidés DNR sekvenuota po pagausinimo PGR metu

11 pav. To paties paciento HSV-1 poli(T) srities sekvenavimo chromatogramos (A-C)
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poly(Gn)1 poly(Cn)1 poly(Gn)2 poly(Cn)2
poly(Tn)

Veido srities HSV-1, Vilnius, | dalis

SimPlot - Query: REF_HSV1 17
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Position — t:ggl‘

‘Window: 40 bp, Step: 10 bp, GapStrip: On, Kimura (2-parameter), Tit: 2,0

Veido srities HSV-1, Vilnius, Il dalis

SimPlot - Quedy: REF_HSV1_17

107 T 17 ™ TT 17 ] T LH28_A

0,99 — LHo4 B

] LH25
e LHO5
0,97
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Position
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Window: 40 bp, Step: 10 bp, GapStrip: On, Kimura (2-parameter), Tit: 2,0

12 pav. HSV-1 LAT promotoriaus srities seky panaSumo diagramos (angl. simplots). Vilniaus pacienty veido
srities bérimuose rastos HSV padermés palygintos su 17 referentine paderme. Y aSyje nurodytas procentais

iSreik§tas DNR seky identiSkumas. Diagramos virSuje nurodytos mononukleotidy sritys. Diagramoje pazymeéti
UOL, AL ir AL2 transkriptai, mikroRNR (miR-H1 ir miR-H6)
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poly(Gn)1

poly(Cn)1

poly(Gn)2 poly(Cn)2
poly(Tn)

Veido srities HSV-1, Upsala

SimPlot - Quer
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Genitalinis HSV-1, Vilnius ir Upsala

SimPlot - Que
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13 pav. HSV-1 LAT promotoriaus srities seky panasumo diagramos (angl. simplots).
srities ir Vilniaus bei Upsalos lytiniy organy srities bérimuose rastos HSV padermés palygintos su 17 referentine
paderme. Y aSyje nurodytas procentais iSreikStas DNR seky identiSkumas. Diagramos virSuje nurodytos

300

400

500

600

700

Position

800 9200 1000 1100 1200 1300 1400

TATAAA Window: 40 bp, Step: 10 bp, GapStrip: On, Kimura (2-parameter), T/t: 2,0

——SLH25 A
——SLH31 A
——SLH33 A
SLH11_B
—SLH13
SLH18_A
SLH11_A
——SLH4
——SLH3133
—SLH7 A
SLH17_A
——SLH36
SLH1687_A
——SLH38_A
—— SLH1559 B
—SLH3_ A
SLH8
SLH1837
SLH3418_A
SLH21_B
——LH34_A
—— SLH1416 B
——SLH16_A
——SLH1416_A
——SLH2_A
——SLH2T_A
—— SLH2917_A
——SLH5_A
~——SLH18
SLH23_A
——SLH12 A

—— Sgh_252 A
—— gh52_A
CNS_1_A
——gh16
——gh53_A
—gh29
—gh23 B
—ghd0_A
Sgh_102_A
—— sgh_987
—— Sgh_998_A

—— Sgh_998 B

Upsalos pacienty veido

mononukleotidy sritys. Diagramoje pazyméti UOL, AL ir AL2 transkriptai, mikroRNR (miR-H1 ir miR-H6)
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Genitalinis HSV-2, Upsala, Il dalis

SimPlot - Query: REF_HSV2_HGS2_1
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Genitalinis HSV-2, Vilnius, Il dalis
SimPlot - Query: REF_HSWV2_HGS52_1
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14 pav. HSV-2 LAT promotoriaus srities seky panasumo diagramos (angl. simplots). Vilniaus ir Upsalos lytiniy
organy srities bérimuose rastos HSV padermés palygintos su HG52 referentine paderme. Y aSyje nurodytas
procentais iSreikStas DNR seky identiSkumas. Diagramos virSuje nurodytos mononukleotidy sritys.
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3.2.6. Filogenetiné HSV LAT promotoriaus seky analizé

Sekvenavus HSV-1 ir HSV-2 LAT promotoriaus sritj i§ klinikiniy méginiy,
kitos HSV-1 padermés (17, F, H129, KOS, CJ311, CJ360, CJ394, CJ970, CR38, OD4,
134, E25, EO3, EO07, EO8, E10, E11, E12, E13, E14, E19, E22, E23, E35, F06, R11, R62,
S23, S25, TFT401) ir HSV-2 padermés (HG52, 333) buvo atrinktos i§ NCBI
internetinés duomeny bazés (www.ncbi.nlm.nih.gov) filogenetinei analizei atlikti.
Atlikus daugybinj seky palyginima, sukonstruoti DNR sekomis paremti filogeniniai
medziai, kaip aprasyta metoduose.

Tiek kladogramos (pateiktos disertacijos medziagoje), tiek
filogramos (15-16 pav.) rodo, kad HSV LAT promotoriaus srities seky jvairové turi
geografine priklausomybe: Ryty Afrikos HSV-1 padermés sudaro 2 klasterius, tuo tarpu
Ryty Azijos - vieng (apibraukta). Taciau filogenetiné LAT promotoriaus srities analizé
neparodé reikSmingy skirtumy tarp ,lietuvisky® ir ,,Svedisky“ herpes simplex viruso
padermiy, t.y., Svedijos (Upsalos) ir Lietuvos (Vilniaus) HSV-1 ir HSV-2 padermés
nebuvo aiSkiai atsiskyrusios vienos nuo kity, nors galima iSskirtt HSV padermiy
klasterius, kur dominuoja lietuviSkos sekos SvediSky atzvilgiu ir prieSingai.

Nei veido, nei genitalinés srities HSV padermés nebuvo atsiskyrusios vienos
nuo kity, taip pat kaip ir HSV padermés su nurodytu recidyvy dazniu nesudaré atskiry
klasteriy. HSV sekos, gautos i§ to paties méginio, buvo iSsidésciusios viena Salia kitos,
nors buvo kelios iSimtys.

ISvados

1. HSV-2 buvo pagrindiné lyties organy HSV infekcijos priezastis, tiek pirminés
infekcijos (71%), tiek recidyvy (92%) metu. Visuose veido srities bérimuose rastas
HSV-1.

2. Ankstyva lytinio debiuto pradzia, didesnis turéty lytiniy partneriy skaicius, LPL
ir oraliniai lytiniai santykiai - genitalinés herpes virusinés infekcijos rizikos veiksniai

3. HSV LAT promotoriaus sekos nustatytos 145 klinikiniuose méginiuose,
panaudojant nauja PGR metoda. HSV LAT promotoriaus sekos yra gausios G+C ir turi
variabilias homopolimeriniy nukleotidy sritis, kurios varijuoja tarp viruso padermiy ir
paéiy padermiy viduje. Si variacija gali turéti jtakos baltymy sintezei, o drauge ir
fenotipo pokyciams

4. Nenustatytas rySys tarp HSV LAT promotoriaus seky jvairovés ir HSV
patobiologiniy savybiy, t.y. infekcijos recidyvy daZznio ir anatominés srities. HSV
padermiy i§ Lietuvos ir Svedijos LAT promotoriaus sekos yra artimos geografiniu
poziiiriu.
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15 pav. HSV-1 filogenetinis medis. LH — veido srities Vilniaus HSV padermés (juoda spalva), SLH — veido srities Upsalos
HSV padermés (mélyna spalva ), gh — lytiniy organy srities Vilniaus HSV padermés (juoda spalva), Sgh — lytiniy organy srities
Upsalos HSV padermés (mélyna spalva).

Recidyvy daznis (<6 ar >6 recidyvai/metus) ar pirmas HSV-1 infekcijos epizodas.

CNS - centriné nervy sistema (encefalitas) (Upsalos HSV-1 padermés - Zalia spalva),

REF — referentinés HSV-1 sekos i§ Geny banko duomeny bazés
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16 pav. HSV-2 filogenetinis medis. gh — lytiniy organy srities Vilniaus HSV padermés (juoda spalva), Sgh — lytiniy organy

srities Upsalos HSV padermés (mélyna spalva).

Recidyvy daznis (<6 ar >6 recidyvai/metus) ar pirmas HSV-2 infekcijos epizodas.
CNS — centriné nervy sistema (meningitas) (Upsalos padermés - zalia spalva),
REF — referentinés HSV-2 sekos i§ Geny banko duomeny bazés
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Praktinés rekomendacijos

1. PGR testo teigiamas vertinimas priklauso nuo méginio paémimo laiko ir HSV
infekcijos bérimy pobudzio. PGR paprastai yra teigiama, esant negydytoms HSV
sukeltoms opeléms, taiau jei pradinis PGR testas pacientui, kuriam jtariama herpes
simplex viruso infekcija, yra neigiamas, rekomenduojama tyrimg kartoti vélesniy
epizody metu.

2. Rekomenduojama paimtus HSV méginius iki iStyrimo laikyti tuS¢iuose
Eppendorf mégintuvéliuose be buferinio tirpalo kambario temperatiiroje, kadangi tai yra
patogu ir efektyvu nustatant HSV DNR PGR metodu.

3. Kadangi gautos 145 HSV LAT promotoriaus srities sekos bus patalpintos Geny
banko duomeny bazéje (www.ncbi.nlm.nih.gov), jos turéty bati naudingos tolesniuose
moksliniuose tyrimuose, nagriné¢janc¢iuose herpes simplex viruso patogenezg, latencijos
ir reaktyvacijos aspektus, kuriant naujus antivirusinius vaistus.
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SUMMARY

Introduction. Herpes simplex virus (HSV) is one of the most common
infectious pathogens in humans. Two types of HSV (i.e., HSV-1 and HSV-2) are
distinguished by antigenic differences in their envelope proteins (Beauman, 2005).

HSV causes recurrent orofacial and genital infections (Bloom et al., 2010),
sometimes disseminated or visceral diseases. HSV is transmitted during close contact
with a sore or fluid from an infected person, including birth-acquired herpes that
newborn gets from the infected mother during birth (Whitley and Roizman, 2009).

Herpes simplex virus has the capacity to invade CNS, replicate in neurons
and establish a latent infection (Whitley and Roizman, 2009). After establishment of
latency in sensory neurons HSV persists for the lifetime of the host (Perng et al., 2002).
From this site virus can reactivate and be transported to the skin where virus-laden
vesicles occur (Gupta et al.,, 2007). Some patients get more frequent and intense
reactivations than others (Whitley and Roizman, 2009; Arduino and Porter, 2008).
Nevetherless infection with herpes simplex virus is a widespread disease, only a few
patients present with typical vesicular and ulcerative lesions.

Herpes simplex infection is an incurable disease. Available antiviral drugs
inhibit HSV replication but do not affect the latent reservoir of HSV (Knipe and Cliffe,
2008). The mechanisms by which latency occurs, are unclear (Perng et al., 2002). It was
discovered that HSV genome was not completely quiescent during latency; all genes are
supressed except the latency associated transcripts which are transcribed from the
latency associated gene (LAT) (Stevens et al., 1987; Rock et al., 1987). The expression
of LAT is under the control of the LAT promoter (LAP), which is a segment of DNA
occurring upstream from a LAT gene coding region. It is established that HSV-1 and
HSV-2 LAT promoter mutants have lower levels of spontaneous reactivation rates than
wild type HSV in rabbits (Perng et al 1994, 1996), mice (Perng et al, 2001) and guinea
pig (Krause 1995) models. All previous LAT promoter studies have been conducted
using small animals (mouse, rabbit, guinea pig) models. Especially little work has been
done with HSV-2 (Wang et al 1997). However, the variation in the LAT promoter has
not been studied in viruses from clinical samples, and it is not known whether this
variation has any bearing on the tendency for reactivation, anatomical site and
geographical distribution in humans.

This study consists of the clinical and experimental parts and deals with
HSV DNA detection, quantification and typing of HSV in skin lesions, risk factors for
genital herpes and sequence variation in LAT promoter in clinical samples from patients
with herpes simplex infection. Samples from genital and orofacial lesions were obtained
in Lithuania (Vilnius) and were used in the clinical part of the study meantime both
Lithuanian and Swedish (Uppsala) clinical samples were analyzed in the experimental
part.

Aim of the study

To evaluate the sequence variation in herpes simplex virus latency
associated gene promoter by developing and applying molecular methods and correlate
with clinical features.
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Objectives of the study

1. To type and quantify the amount of herpes simplex virus in skin lesions of
suspected herpetic origin with the quantitative real time PCR method

2. To evaluate the possible risk factors for genital herpes

3. To develop new PCR assay for HSV-1 and HSV-2 LAT promoter
analysis; to clone difficult to sequence due to G+C richness LAT promoter regions.

4. To estimate the variability of LAT promoter sequences; to evaluate
relation between HSV strains regarding the rate of recurrence, anatomical site of HSV
infection and geographical distribution.

Scientific novelty of the study

Detection, quantification and typing of the HSV DNA in the skin lesions
was never performed in Lithuania before. For the first time we evaluated risk factors for
genital herpes in Lithuania.

This is the first so extensive study of the LAT promoter region from the
clinical samples worldwide. For the first time we mapped the variability of the HSV
LAT promoter region, without the possible confounding effects of cell culture. We
developed a new PCR assay for the LAT promoter region and analyzed 145 clinical
samples. The analysis of the LAT promoter variability in Lithuanian HSV strains was
performed regarding the rate of recurrences, anatomical site of HSV infection. For the
first time we performed phylogenetic analysis and compared HSV LAT promoter region
in HSV strains obtained from Lithuania and Sweden.

Practical value of the study

Our results show that HSV-2 is the main cause of genital herpes and that
some patients are unaware of having HSV (i.e., are seropositive but have never
experienced clinically appearent episodes of herpes simplex infection) therefore
shedding and transmission of HSV can occur.

Since the clinical diagnosis of HSV infection (especially in genital herpes) is
not always specific and the type of HSV affects prognosis and subsequent couseling,
virological and type-specific serological tests should be used routinely to confirm HSV
diagnosis and to distinguish HSV-1 from HSV-2 infection.

Informing patients about the risk of transmission and sexual behaviour is
important and could help to prevent the spread of disease and neonatal complications.
The recognition of atypical features of HSV infection may help to avoid unnecessary and
costly investigations and treatments for others though clinically similar-appearing
disorders.

The experimental part of this study showed variable repeated sequences of
DNA in LAT promoter region within and between HSV strains. When these sequences
are deposited in GenBank they will be a lasting resource for further research of HSV
pathogenesis, aspects of latency, evolution and may be a basis for future HSV therapies.

Defended statements of the dissertation

e HSV-2 is the main cause of genital herpes; HSV-1 is found more often in
orofacial region.
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e Higher number of lifetime sexual partners, early age at first intercourse, history of
sexually transmitted infections (STI), practice of oral sex are the risk factors for
the aquisition of genital herpes.

e LAT promoter region contains hypervariable repeats which differ between and
within strains. There was no relation between variation in the LAT promoter
region and frequency of recurrence, the site of infection and geographical
distribution.

Materials and methods

Study population of the clinical part of the study

The patients‘ group. Fifty-four patients with typical and atypical symptoms
and signs suspected for genital herpes infection (vesicles, erosions, crusts, erythema,
dysuria, vaginal discharge, soreness, itching) and 37 patients with lesions suspected for
orofacial herpes were enrolled into the study. The control group was composed of fifty
subjects without any complains and signs of genital herpes.

Study materials of the experimental part of the study

Collection of clinical samples. In total, 146 clinical samples were collected:
72 from Lithuanian patients and 74 from Swedish patients. Among 72 patients from
Vilnius, 32 HSV-1 samples were obtained from oro-facial and 6 from genital lesions,
HSV-2 was detected in 34 genital swabs. Among 74 patients from Uppsala, 30 swabs
from the oro-facial region and 6 swabs from genital region were positive for HSV-1, 34
swabs from genital region were positive for HSV-2. Four cerebrospinal fluid samples
were taken from Uppsala patients with CNS infection: 1 sample was positive for HSV-1
and 3 were positive for HSV-2. HSV positivity was determined using quantitative real-
time PCR.

Methods of the clinical part of the study. Two specimens from each
patient for quantitative PCR from the skin lesions were taken using cotton-tip swabs:
,wet“ swab was inserted into a tube containing 0.4 mL 10 mmol/L Tris-HCL buffer with
10 mmol/L EDTA and kept frozen at -20°C, ,,dry“ one was kept in an empty tube at
room temperature until DNA extraction. Quantitative real-time PCR for herpes simplex
virus detection and typing was performed as previuosly described by Filén et al. (Filén et
al., 2004) using RotorGene 2072 thermal cycler (Corbett Research, Australia). Ten
microlitres of extracted DNA was added to each PCR tube. Blood samples were drawn
from from both patients and controls and were tested for anti-HSV-1 IgG and anti-HSV-
2 1gG antibodies using ELISA method. Questionnaire survey concerning socio-
demographic data, history of herpes infection, sexually transmitted diseases and sexual
behavior was performed.

Methods of the experimental part of the study. Amplification of HSV
LAT promoter sequences. For analysis of the LAT promoter an array of PCRs which
cover this region of both HSV-1 and HSV-2 has been developed. The primers for
amplification and sequencing were designed following the target sequences presented in
GenBank (GenBank accession No NC 001806 for HSV-1, No NC_001798 for HSV-2)
and were analyzed by OLIGO Analyzer 1.0.2. To amplify the LAT region a touchdown
hot start PCR was performed. For low HSV copy numbers HSV-1 and HSV-2 samples
nested touchdown hot start PCR was performed. Sequencing of HSV LAT promoter
region. Sequences of amplified DNA were determined using ABI PRISM® Big Dye
Terminator Cycle Sequencing v3.1 Ready Reaction kit (Applied Biosystems, USA) on
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an ABI 3130 Genetic Analyzer or at the Uppsala Genome Center on an ABI 3730XL
DNA Analyzer (Applied Biosystems). Cloning of HSV LAT promoter sequences.
Difficult to sequence amplified LAT promoter GC-rich regions were cloned into
TOPO®TA vectors and transformed into competent Escherichia coli cells (TOPO 10)
using the TOPO™TA Cloning kit (Invitrogen, Sweden). All inserts were sequenced
using the ABI PRISM® Big Dye Terminator Cycle Sequencing v3.1 Ready Reaction kit
as described above. Sequence alignment and phylogenetic analysis. The sequencing
data were analyzed using DNA Baser v2.80.0 (HeracleSoftware, Germany). The
sequences were either aligned using the ClustalW2, ClustalW1.83 or MUSCLE
programs. Cladograms or phylograms were constructed for phylogenetic analysis. In an
attempt to display the degree of similarity of aligned nucleotide sequences, plots were
created using SimPlot program (Lole et al., 1999).

Statistical analysis. Descriptive statistics of continuous variables were
expressed as mean = SD (standart deviation). For comparison of two groups in respect of
a continuous variable t - test or non - parametric Man - Whitney test (in case of the
asymmetric distribution) was applied. For the analysis of categorical data y° or Fisher*s
exact test was used. Bivariate multiple logistic regression method was applied for the
assessment of relation between genital herpes and risk factor. The statistical significance
level was chosen a=0.05, the results were regarded as statistically significant when
p<0.05. Statistical analysis was performed on SPSS 19.0 software (version for
windows).

Results

Genital HSV infection

Out of 54 patients with suspected genital herpes, genital HSV infection was
diagnosed in 83.3% (45/54) patients: 74.1% (40/54) patiens had a positive PCR for
herpes simplex virus; 9.2% (5/54) patients had negative PCR but anti-HSV-2 IgG
antibodies, indicative for genital herpes, were detected in their sera.

Chraracteristics of the population. The patients group with confirmed
diagnosis of genital herpes consisted of 17 (37.8%) males and 28 (62.2%) females, mean
age 35.7+£12.3. The control group of 50 subjects consisted of 15 (30%) males and 35
(70%) females, mean age 39.4+10.3. The majority of the patients and controls were
married or cohabiting, had university education and were employed. Both study groups
were similar regarding gender, age, education and social status.

Risk factors for_genital herpes. There was strong association between
genital herpes and higher number of lifetime sexual partners, younger age at first
intercourse, history of other STIs and oral sex. Condoms were used more frequently in
the group of controls comparing with the patients (19/50 (38%) vs. 9/45 (20%),
p<0.001).

Serological _assesment. Anti-HSV1 IgG antibodies were detected in
majority of patients (39 (86.7%)) and controls (45 (90%)). Seropositivity for HSV-2 was
significantly more frequent in patients than in controls (68.8% vs. 14%).

Clinical picture, HSV detection in genital lesions and serology. ,,Wet*“
swabs from genital lesions were analyzed with quantitative real-time PCR. HSV DNA
was detected in 40 (74.1%) patients: in 14 (35%) males and 26 (65%) females. Most of
the swabs (85%) were positive for HSV-2. Only 6 swabs (15%) were positive for HSV-
1. Fourteen patients (35%) with positive PCR reported first episode of genital herpes
lasting from 1 day up to 3 weeks. Four patients (29%) were positive for HSV-1, 10
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(71%) patients — for HSV-2. Twenty-six patients (65%) presented with recurrent HSV
infection: HSV-1 was detected in 2 (8%) patients, HSV-2 — in 24 (92%) patients. The
duration of recurrent lesions varied from 1 to 14 days. The amount of virus in recurrent
lesions ranged from 56 to 3.9x10° (median 1.2x10°) copies/PCR reaction but the quantity
of HSV was lower than during first episode (range 106-2.2x10’, median 2.6x10°, Mann-
Whitney U test: U=154, p=0.535). Almost all patients (97.5%) with positive gPCR had
vesicles and/or ulcers at the time of sampling. More than half of the patients (65%) had
symptoms for less than 5 days. Meanwhile, in the group of the patients with negative
PCR 3 (60%) persons presented with ulceration and all 5 patients suffered from lesions
for more than 5 days. Out of 40 patients with positive DNA, 34 (85%) were HSV-2
seropositive. Five patients with negative HSV DNA had antibodies to HSV-2.

Orofacial HSV infection

Out of 37 patients with suspected orofacial herpes simplex infection HSV
was detected in 32 ( 86.5%) samples. Serology test for anti-HSV-1 IgG was positive in
35 patients. Two patients with negative PCR reported recurrent episode although they
both were seronegative (both to HSV-1 and HSV-2).

Characteristics of the population. Among the 35 patients with diagnosed
orofacial herpes infection 12 (34%) were male and 23 (66%) were female, mean age
39.1+£15.7 (range 19-75). There was no significant difference regarding socio-
demographic data between the patients and the control group.

Serological assessment. The majority of the patients with orofacial herpes
and controls were seropositive for HSV-1 (97.1% vs. 90%). Both anti-HSV-1 IgG anti-
HSV-2 IgG antibodies were detected in 1 patient and 7 controls.

Clinical picture, HSV detection in orofacial lesions and serology. More
than half (68.8%) of the patients with positive gPCR in orofacial swabs had vesicles or
ulcers at the time of sampling. Symptoms duration varied from 1 to 4 days; except one
patient who had labial herpes for 5 days. All 32 individuals with positive PCR sufferred
recurrent episode, except one patient. Thirty one (96.9%) patients with orofacial herpes
declared symptoms duration less than 5 days meantime in the group of negative PCR
lesions lasted for more than 5 days and only crusting lesions were detected. The amount
of virus in recurrent lesions ranged from 90 to 57x10° (median 5.7x10°) copies/PCR
reaction (mean 29x10° +1x10). The majority of patients were seropositive for HSV-1
and seronegative for HSV-2. One patient with positive PCR (HSV-1) was seropositive
for both viruses.

.Dry“ swabs from orofacial and genital lesions. All ,,dry* (i.e., without
buffer) swabs has been also analyzed by gPCR nevertheless they were collected as a
reserve. All PCR results correctly corresponded between ,,dry” and ,,wet” swabs, exept
one. The latter was the sample from genital lesions: ,,wet* swab was positive for HSV-1
meantime ,,dry* one was negative: maybe this could happen due low copy number of
HSV in genital lesions.

Experimental part of the study

HSV-1 and HSV-2 LAT regions containing the LAT promoter were
sequenced in this study. The HSV-1 LAT region includes the UOL (upstream of LAT)
gene which is transcribed in the same direction as LAT and is supposed to encode a
protein of 96 amino acids (Naito et al, 2005). UOL was also analyzed.
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Homopolymer tracts in HSV-1. After sequencing and alignment of the
LAT promoter sequences, five homopolymer tracts (HPTs) with variable nucleotide
number were detected in HSV-1 LAT promoter region: two poly(C) (Poly(C,)1 and
Poly(C,)2), one poly(T) (Poly(T)) and two poly(G) (Poly(G,)1 and Poly(G,)2) We
focused on homopolymer sequences with a cutoff of 7 mononucleotides per HPT in this
work.

Recurrence rate. Data about recurrence rate of HSV infection was
available from Lithuanian patients. Out of 37 HSV-1 Lithuanian samples 32 were taken
during recurrent, 5 during first episode of HSV infection. The recurrences varied from
less than 1 recurrence up to 10 recurrences per year. In this study recurrence rate is
divided into 3 categories: very low (<1-2), low (3-5) and high ( >6) recurrences per year.

Poly(G,)1. Most of the HSV-1 samples (63/75 84%) had an imperfekt
homopolymer sequence ,,GGGGGAGG* at nucleotide position 118297-118304, same as
presented in the reference strain 17. However, due to deletion of deoxyadenosine, 6
variants of sequences with poly(G,) ranging from 7 to 12 nucleotides were detected in 12
samples. Among recurrent samples 3 variants of poly(G) were distinguished where
GGGGGAGG dominated and was equally distributed between categories of very low
and low recurrences, 6 variants showed 6 or more recurrences per year. Both Gy and G,
get into the very low rate category.

Poly(C,)1. Number of ,,C* residues in this region (Cyo region at nucleotide
position 118568-118577 of HSV-1 reference strain 17) varied from 7 to 15 and showed
8 variants. This mononucleotide tract overlaps with UOL in sense direction. The
majority of poly(C) tracts (57/75 76%) were composed of 7-10 ,,C* residues, C; being
dominant in Swedish samples and Cq4 in Lithuanian, respectively. Mutations in this
region due to expansion and contraction of HPTs could affect upstream of LAT (UOL)
protein synthesis. As already mentioned, C, variant dominated between Lithuanian
sequences and there was not significant difference between the categories of recurrence
rate.

Poly(G,)2. This SSR was composed of imperfect sequence ,,GsTG,TGs"
located at nucleotide positions 118953-18966 of HSV-1 strain 17 just upstream of AL2
(between AL and AL2). Several samples due to the poly(G) tract reaching up to 12 ,,G*
were cloned because in some samples with long polyG we couldn‘t get reads from both
ends. Sequence ,,GsTG,TGs*“ was more prevalent in Lithuanian samples (28/37 75.7%)
comparing with Swedish (13/38 34.2%). There were found 6 variants among 37
Lithuanian sequences and 8 among 38 Swedish, respectively. All Swedish genital
samples had the GsTG,, genotype while Lithuanian samples of genital herpes contained
both G5TG2TGs (4 out of 6) and GsTG,, genotype. All clones from the same patient were
with the same fixed number of ,,G* residues and were nicely readable. The HSV-1
sequence GsTG,TGs was dominant in all three categories of recurrence rate.

Poly(T,) and Poly(C,)2 regions are located 46 nucleotides apart. Poly(T)
and Poly(C,)2 regions were cloned in 18 Lithuanian and 20 Swedish samples.

The Poly(T,) (119301-119309 nucleotide position of reference strain 17)
tracts ranged from 9 to 30 ,, T* nucleotides. We detected a variable number of , T
residues in different clones in different samples and even in different clones from the
same patient. In spite of this variability, the means of each length category divided
samples into two categories (data not shown), those with long poly(T) repeats (16-30 nt)
and those with short poly(T) stretches with 9-13 nucleotides. The total number of long
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poly(T) > 16 nt (ranging from 16 to 30) occurred in 27 samples, while 48 samples had
short poly(T) sequences. Interestingly, short poly(T) repeats were dominant (32/38
84.2%) in Swedish samples, while poly(T) stretches of Lithuanian samples were mostly
long (21/37 56.8%). Out of 32 patients with recurrent infection long poly(T) profile of
the LAT promoter sequences was identified in 18 samples and short poly(T) in 14
samples, respectively. There was no significant difference between recurrence rate and
poly(T) profile.

Poly(C,)2. This homopolymer ,C* region is located 46 nucleotides
downstream of the poly(T) region (119356-119365 nucleotide positions of reference
strain 17). Six samples, 3 Lithuanian and 3 Swedish, were 14 nucleotides long, 1
Lithuanian sample had 15 Cs, others varied from 7 to 13 nucleotides, mostly 9-11 ,,C*
residues. The longest poly(Ci4.15) stretches were detected in 4 samples from the patients
with 1 or less recurrences per year. Cq - C;, were dominant among the variants of
Poly(C,)2 in both Swedish and Lithuanian samples.

In contrast to the poly(G) stretches in the Poly(G,)2 region, we detected a
variable number of ,, T* and ,,C* residues both in different clones from the same patient
and in different samples, in both Poly(T,) and Poly(C,)2 regions. Thus, these HPTs
displayed both intra- and interindividual variability.

Homopolymer tracts in HSV-2. Three variable homopolymer regions
Poly(G,)1, Poly(C,) and Poly(G,)2 were detected in the HSV-2 LAT region containing
the LAT promoter.

Recurrence rate. As in HSV-1, data regarding recurrence rate of HSV-2 are
known in the group of Lithuanian patients. Out of 34 Lithuanian patients with HSV-2
genital herpes 25 stated recurrent episode and 9 - first episode of infection. The
recurrences varied from less than 1 recurrence up to 15 recurrences per year.

Poly(G,)1 region (119340-119350 nucleotide positions of HSV-2 reference
strain HG52) showed 3 types of sequences: ,,CCCGCGTGCCG, ,,CCCGCGGGCCG*
and ,,TTG,“. The sequence ,,CCCGCGTGCCG* was dominant and almost equally
distributed between Lithuanian and Swedish samples. Homopolymer ,,G*“ sequences
were detected only in 17/71 (23,9%) samples. Poly(G) stretches showed 4 variants of
,G“ residues ranging from 9 to 12 nucleotides with Gy and Gjq variants being most
prevalent. The majority of the patients with the sequence CCCGCGTGCCG had up to 6
recurrences of genital herpes per year. TTGq.1; Variants have not been not found in the
group of very low rate of recurrences.

Poly(C,) and the downstream Poly(G,)2 are located 75 nucleotides apart
from each other. As in HSV-1, 7 Lithuanian samples and 13 Swedish had to be cloned
together due to failure to get reads from both ends.

Poly(C,) tract (120065-120079 nucleotide position in strain HG52) showed
a variable number of ,,C* ranging from 9 to 14. Among Lithuanian samples the variant
with 12 ,,C* residues was most prevalent, while in Swedish samples 13 ,,C*
predominated. The sequence variants with 11, 12 and 13 ,,C* residues were distributed
equally in all 3 recurrence rate categories except sequences C;o which were found only
in the group of very low recurrences (<1-2/year). Variant C,4 was absent in the group of
Lithuanian samples.

Poly(G,)2 region (120154-120166 nucleotide positions in strain HG52)
contained homopolymer tracts of ,,G* residues ranging from 8 to 17. The number of 9
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,,G*“ residues was the most prevalent in Lithuanian samples, Gj, — in Swedish samples.
Gy was distributed almost equally in all categories of recurrences. Gg was dominant in
the category of low recurrences, Gy, — very low, and Gy; in high rate category,
respectively. The patient with the longest HSV-2 HPT composed of 17 nucleotides
suffered from recurrences twice per year.

In HSV-2 samples, as in HSV-1 samples, variable number of ,,C* and ,,G*
residues in Poly(C,) and Poly(G,)2 regions both in different clones from the same
patient and in samples/strains from different patients were detected.

The simplots of HSV. LAT promoter region show that the sequence
variation is confined to a a small number of sites. In HSV-1, some of these sites reside
within the coding regions of the UOL, AL and AL2 proteins, and will influence the
amino acid sequence of these proteins. One of the proteins, AL, also overlaps the
transcriptional start site which is close to the TATAAA promoter signal. As there are no
known proteins encoded from the HSV-2 LAT promoter sequence this variation cannot
be placed in a protein context. There is no conspicuous difference in variability pattern
between orofacial and genital HSV-1. The variation is independent of geography (the
Vilnius-Uppsala comparison) and rate of recurrence in both HSV-1 and HSV-2. This
indicates that the variation in the HSV LAT promoter region does not confer clear
pathobiological variation.

Phylogenetic analysis of the LAT promoter sequences. After sequencing
of the LAT promoter region from HSV-1 and HSV-2 clinical samples, other HSV-1
strains (17, F, H129, KOS, CJ311, CJ360, CJ394, CJ970, CR38, OD4, 134, E25, EO3,
EQ7, EO8, E10, E11, E12, E13, E14, E19, E22, E23, E35, F06, R11, R62, S23, S25,
TFT401) and HSV-2 strains (HG52, 333) were taken from the NCBI Reference Database
(www.ncbi.nlm.nih.gov) for phylogenetic analysis. Phylogenetic analysis did not reveal
significant differences between Lithuanian and Swedish strains, nevertheless we can
distinguish clusters where Swedish strains dominate upon Lithuanian and vice versa.

Both the cladograms and phylogenetic trees showed that the LAT promoter
region had a geographically dependent variation, with East African HSV-1 strains
occurring in two clusters, East Asian — in one cluster (encircled). The Uppsala and
Vilnius HSV-1 and HSV-2 strains were not clearly separated. Neither were the labial and
genital HSV-1 strains separated from each other. Sequences from the same sample
clustered with each other, with few exceptions. The HSV strains with indicated
recurrence rate were not clustered.

Conclusions

1. HSV-2 was found to be the main cause of genital herpes in both first
clinical (71%) and recurrent episodes (92%). All observed cases of orofacial herpes
simplex infection were caused by HSV-1.

2. Higher number of lifetime sexual partners, early age at first intercourse,
history of other STIs, practice of oral sex were the risk factors for acquisition of genital
herpes.

3. The structure of the LAT promoter region was studied applying new PCR
method in 145 HSV-1 and HSV-2 clinical samples. HSV LAT promoter is G+C rich and
contains variable homopolymer tracts. We found an inter- and intrastrain variability of
HPTs in the promoter region, potentially giving rise to a large variation at the protein
level, leading to phenotypic variation.
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4. HSV LAT promoter analysis did not reveal clinically important differences
between HSV strains of persons with different rates of HSV recurrence, or between HSV
samples obtained from different body sites. The HSV LAT promoter sequences of the
samples obtained in Lithuania and Sweden were close to each other regarding the

geography.

Practical recommendations

1.The diagnosis of genital herpes is significantly dependent on the time of
sampling, even when PCR methodology is applied. PCR is usually positive if there are
untreated visible ulcerated lesions but negative initial diagnostic tests in swabs from such
lesions do not exclude HSV infection and subsequent repeated tests on a number of
occasions should be performed for a definitive diagnosis in additional cases.

2. Storing samples before analysis as ,,dry” swabs in Eppendorf tubes at room
temperature enables HSV DNA detection and is convenient and effective for HSV DNA
detection by PCR.

3. We analyzed 145 HSV LAT promoter sequences. When these sequences will
be deposited in GenBank database they could serve as a long lasting resource for further
HSV research and a basis for future HSV therapies.
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