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levads

Sievietes reproduktiva mazspgja ir globala probléma, kurai ir nozimigas
mediciniskas, socialas un finansialas sekas, dazas valstis ta skar 16,2% sievieSu
(Inhorn & Patrizio, 2014; Maddirevula et al., 2020; Singh, 2004). Pastav vairakas
reproduktivas mazspéjas, taja skaita neauglibas, definicijas, pieméram, PVO
neauglibu definé ka ‘“reproduktivas sistémas slimibu, ko raksturo kliniskas
griitniecibas neiestaSanas regulara neaizsargata dzimumakta rezultata 12 vai
vairaku ménesu ilga perioda”. Saja darba tiek lietots termins “sievietes
neaugliba” ka nespéja ienemt be&rnu un plasaks jédziens “sievietes reproduktiva
mazspéja” ka nespéja ienemt un / vai izn&sat gritniecibu lidz terminam.

Gengtiska patologija tick atzita par nozimigu sievietes reproduktivas
mazspéjas iemeslu visos galvenajos veiksmigas apaugloS$anas un gritniecibas
progresa faktoru Iimenos, sakot ar embrionalo, mates (pieméram, endometrija)
un kopigo — placentas faktoru. Sievietes neauglibas genétisko c€lonu meklésana
aizsakas 20. gadsimta piecdesmito gadu beigas, kad ar kariotip&$anas palidzibu
tika atklats Ternera sindroms (Ford et al., 1959), un turpinas lidz $ai dienai,
pateicoties jaunu molekularo metozu attisttbai un tehnologiskajiem
sasniegumiem. Tomér joprojam salidzino$i maz ir zinams par vairuma sievietes
neauglibas gadijumu genétisko izcelsmi, diemz&l vél mazak tiek ieviests
klmiskaja praks€, kavgjot individualizEtas arstéSanas progresu reproduktivaja
medicina.

Bez saubam, 21. gadsimtu kliniskaja medicina un jo Tpasi zinatné var
uzlikot ka genomikas gadsimtu, jo galvenie sasniegumi bija iespg&jami,
pateicoties slimibu molekularo mehanismu atklasanai. Gengétiskie testi klaist
arvien pieprasitaki arT sievietes reproduktivas mazspgjas diagnostic€Sanas un
vadisanas ietvaros. Diemz&l biezi vien var novérot atpalikSanu starp datiem,

kurus iegiist, pateicoties jaunakajam tehnologijam, un to klinisko interpretaciju



un lietojamibu, kas ir saistits ar katras genétiskas metodes ipatnibam, ka ari
zinaSanu trokumu par molekularo un genétisko sievietes reproduktivas
mazsp&jas patofiziologiju. Viss mingtais iztrikstoSu un / vai nepilnvertigu
vadliniju konteksta, kas regulétu sievietes reproduktivas gen&tikas jomu,
palielina nepareizas pacientu vadibas, psihologiska sloga un parmeérigu izmaksu

risku pacientiem, vinu gimenes locekliem un p&cnacgjiem.

Darba meérkis

Demonstrét miusdienigu genomisko tehnologiju lietoSanu dazadas
sievietes reproduktivas mazsp&jas stadijas realos kliniskajos vai pétjjumu
scenarijos, lai palielinatu para iespgjas ienemt veselu bérnu, uzlabotu genétiskas
testéSanas uzticamibu agrinas griitniecibas zaudéSanas gadijuma un atklatu

dzemdes kakla nepietickamibas genétisko etiologiju.

Darba uzdevumi

1. Izstradat pirmsimplantacijas genétiskas testéSanas protokolus un
salidzinat divu pilna genoma amplifikacijas metozu veiktséju dazadu
embrija patologiju analizes ietvaros.

2. lIzstradat mates Stnu kontaminacijas novert€sanas protokolu agrini
partraukusas griitniecibas materiala genétiskajai testesanai.

3. Veikt dzemdes kakla funkciongSana iesaistito génu sistematisku
analizi, lai veicinatu nakamas paaudzes seckvenceSanas datu

interpretaciju pacientiem ar dzemdes kakla nepietickamibu.



4. Izmantojot nakamas paaudzes sekvenc€Sanu pacientu kohorta ar
dzemdes kakla nepietickamibas  izraisitam  priekslaicigam
dzemdibam, raksturot stavokla genétisko etiologiju un identificét
génu variantus palielino$us dzemdes kakla nepietickamibas attistibas

varbutibu.

Darba hipotéze

Misdienigas genctiskas tehnologijas var veiksmigi lietot dazadu
genétisko patologiju, kas ietekm@ sievietes reproduktivo potencialu, ticamai
novértésanai, savukart genctiskas testéSanas labas prakses vadliniju un génu
kliniskas validitates noveértéjuma trikums traucé uzkrato zinasanu klinisko

lietojamibu sievietes reproduktivas genétikas joma.

Darba novitate

Darbs, kas ir aprakstits 2. nodala, atspogulo individualiz&tu
pirmsimplantacijas embriju gen&tiskas testé8anas protokolu izstradi un $adas
test€Sanas ievieSanu Latvija, ka arT apraksta divu plasi izmantoto pilna genoma
amplifikacijas metozu veiktspgjas salidzinajumu, kas tika veikts pirmo reizi.
Darbs, kas ir aprakstits 3. nodala, ir veltits zinamai mates $tinu kontaminacijas
problé€mai partraukusas griitniecibas genétiskaja testéSana un piedava parstradatu
vienkar§u vizualas un tehnologiskas materiala novértéSanas un apstrades
protokolu, kas sp&j veiksmigi risinat problému. Darbs 4. nodala ne tikai apraksta
nakamas paaudzes sekvencESanas lietoSanas rezultatus pacientiem ar izolétu
dzemdes kakla nepietickamibu, kas tika veikts pirmo reizi, bet arT ietver
VisaptveroSu un sistematisku literatiiras un génu analizi par $o tému, kas arT tika

veikts pirmo reizi.



Etika

Sis pétijums ir saskana ar Helsinku &tikas principu deklaraciju, to ir
apstiprinajusi Latvijas centralas medicinas &tikas komiteja (Iiidzu, skatiet 1. un

2. pielikumus darba beigas).



1. Literaturas apskats
1.1. Sievietes reproduktivas mazspé&jas genétiskie iemesli

Sievietes gonadu attistibu un pareizu funkcion&$anu un Iidz ar to sievietes
reproduktivo funkciju kopuma galvenokart regulé koordinéta hipotalama-
hipofizes-gonadu ass darbiba. Hipofizes aktivitate tiek stimulEta, pateicoties
gonadotropinu atbrivojosam hormonam, ko producé hipotalama neironi.
Savukart gonadotropiniem — folikulu stimul&josam hormonam (FSH) — un
luteiniz&josam hormonam (LH), kurus sintez€ gonadotropas Siinas priekseja
hipofize, pieder centrala loma folikulogenézes un ovulacijas regulacija. FSH ir
nepiecieSams, lai katru ménesi iesaistitu un stimulétu attistosas folikulu kohortas,
bet LH aktivitate medi€ folikulu nobriesanas p&dgjas stadijas un inici€ notikumu
virkni, nodro§inosu paSu ovulaciju (McGee & Hsueh, 2000). Folikulu
nobrieSanas gala stadijas granulozas folikulu S$tnas klast ligandjutigas,
pateicoties LH / horiona gonadotropina receptoru attistibai (Mitri et al., 2014).
Rezultata dzimumsteroidi realizé hipotalama un hipofizes regulaciju, pateicoties
atgriezeniskajai saitei (sk. 1.1. attélu). Defekti vairakos génos, kas nodroSina
hipotalama-hipofizes-gonadu ass darbibu, ir aprakstiti ka sievietes reproduktivas

mazspéjas iemesli (Beau et al., 1998; Layman, 2013).
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1.1. attels. Shematisks hipotalama-hipofizes-gonadu ass darbibas principa
attélojums sievietes organisma (L. VoloZonokas shéma)

Hipotalams producé gonadotropinu atbrivojo$o hormonu (GnRH), kas stimulé
luteinizgjosa hormona (LH) un folikulu stimul&jo$a hormona (FSH) produkciju prieksgja
hipofizes daiva; LH un FSH ietekmé estrogéna un progesterona produkciju olnicas,
kuri realizg atgriezenisko saiti uz hipotalamu un hipofizi.

Zems gonadotropinu limenis plazma, ka ar1 atgriezeniskas regulacijas
parravums Sievietei izpauzas ka krats dziedzeru attistibas traucéjums / trukums
un hipoestrogéns menstruaciju trikums un norada uz to, ka defekts ir hipotalama
vai hipofizes limeni (parasti gonadotropina atbrivojosa hormona darbibas
traucgjums). Ja pacienta oza nav trauceta, tad Sadu stavokli devé par
hipogonadotropo hipogonadismu, papildus ozas traucgjums liecina par Kalmana
sindromu. Pretgju stavokli — hipergonadotropo hipogonadismu — raksturo
palielinati FSH un LH limeni, liecinot par to, ka defekts ir gonadu (Sievietes
organisma olnicu) limeni. Aizdomas par hipergonadotropo hipogonadismu ir
jaatceras par Ternera sindromu, ko izraisa X hromosomas monosomija vai

mozaikveida monosomija (ICD-10 Q96.9) (Layman, 2013).

11



Attistoties maksligas apauglo$anas tehnologijam un pateicoties to
plasajam lietojumam visa pasaulg, oocitu attistibas, apaugloSanas un embrija
attistibas agrinais periods var tikt detaliz&ti novérots un pétits, veicinot jaunu
fenotipu un génu atklasanu, kas izraisa sievietes reproduktivo mazspé&ju (Sang
et al., 2019). 1.1. tabula ir apkopoti géni, kas iesaistiti sievietes reproduktivas
mazspgjas attistiba pirmsgonadu [imenT, gonadu Itment, ka arT géni, kas ietekme

sievietes reprodukciju, darbojoties arpus hipotalama-hipofizes-gonadu ass.

12
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1.2. Genetiska testeSana diagnostikas ietvaros

Zinatniskie pétfjumi ir brivi, izvEloties konkr€tas pétiSanas metodes,
izstradajot secindjumus, ka arT tiem nav atbildibas pacientu prieksa, turprett
gengtiskas testeSanas galvenie uzdevumi diagnostikas ietvaros ir diezgan stingri:
noskaidrot patieso slimibas genétisko c€loni / risku; skaidri noteikt test€$anas
metodologijas ierobezojumus; identificét radinickus ar paaugstinatu konkréta
stavokla attistibas risku; identificet stavoklus, kas var iedzimt p&cnacgjiem;
identificét stavoklus, paklaujamus merka terapijai; un, kas 1pasi attiecas uz
cilvéka reprodukciju, optimizet maksligas apauglosanas lietosanu.

Sobrid ir izveidotas rekomendacijas genétiskajam prekoncepcijas nesgju
skriningam, ieskaitot ta pieméro$anai maksligas apauglosanas ietvaros (Edwards
et al., 2015), taCu pastav zinams vadliniju vai komitejas atzinumu trikums par
genétisko testéSanu sievietes reproduktivas mazspgjas gadijuma. Lidz ar to
klinika tikai loti ierobeZots skaits specifisku genétisko izmeklgjumu tiek
piemerots, lai analiz€tu hromosomalas aberacijas vai viena géna defektus, kas
var biit saistiti ar sievietes reproduktivajiem fenotipiem (Cariati et al., 2019).
Pieméram, klasiski tiek nozimé&ta kariotipéSana, lai atklatu tadas hromosomalas
izmainas ka, pieméram, T&rnera sindroms vai diferencétu Svaiera sindromu
fenotipiskas sievietés ar kariotipu 46,XY. Turklat kariotipéSana ir praktiski
vieniga metode, kas piemérojama, lai atklatu lidzsvarotas kariotipa izmainas; ka
zinams, strukturalas hromosomu aberacijas atrod ~5% sievieSu ar nesindromisku
reproduktivo mazsp&ju (Gekas et al., 2001). Nakama labi zinama genétiska
izmekleSana ar stabilu lomu sievietes neaugliba ir CGG atkartojumu ekspansijas
analize géna FMR1, kas ir saistita ar priekslaicigu olnicu izsikSanu.

Papildus pastav dazi genétiskie testi, piemérojami kadai specifiskai

problémai sievietes reproduktologija vai reproduktivo tehnologiju ietvaros.
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1.2.1. Pirmsimplantacijas embriju genétiska testéSana

Sievie$u daudzums vecuma no 15 lidz 49 gadiem, kuras jebkad ir
izmantojuSas maksligas apauglosanas pakalpojumus, Amerikas Savienotajas
Valstis ir 12,7%. Aptuveni 1,9% no visiem zidainiem, kas katru gadu dzimusi
ASV, tiek iepemti, izmantojot maksligo apauglosanu (Singh, 2004). Kop$
piedzimusi Luize Brauna — pasaules pirmais “mégenes zidainis” — 1978. gada
(Steptoe & Edwards, 1978), reproduktivas tehnologas ir ievérojami uzlabojusas
tehnologiski un metodologiski. Dzimstibas raditaji, izmantojot in vitro
apauglosanu, svarstas no 27% lidz 55% atkariba no pacienta vecuma grupas un
izmantotas metodes (Dahdouh et al., 2015). Neveiksmiga neauglibas arsté$ana ir
viena no galvenajam kliniskas reprodukcijas problémam. Viens no galvenajiem
reproduktivo tehnologiju sasniegumiem ir pirmsimplantacijas embriju genétiska
teste8ana (PGT), kas tagad rufini tiek izmantota, lai analiz&u embriju genétisko
profilu. Sakotngji PGT tika ieviesta, lai analiz€tu embrijus no zinamiem
monoggno traucgjumu nesgjiem (PGT-M), bet vElak attistijas, lai parbauditu visu
hromosomu komplektu ka embriju selekcijas riku ar ceribu palielinat dzimstibu

péc embrija parneses (PGT-A) (Theobald et al., 2020).

1.2.2. Partraukusas griitniecibas genétiska testéSana

Vairakas pieejas un metodes tiek lietotas partraukusas griitniecibas
materidla genétiskajai test€Sanai, ieskaitot klasiskas citogenétikas tehnikas
(kariotip&sana, fluorescenta in situ hibridizacija), uz PKR balstitas metodes un
genomiskas tehnologijas, ka salidzino§a genoma hibridizacija uz mikrogipiem
vai nakamas paaudzes sekvencé$ana. Visam tam ir ierobeZojumi, pieméram,
veiksmigas kariotipgSanas priekSnoteikums ir dzivotspgjigu horija audu
klatbttne primaraja biologiskaja materiala (Lomax et al., 2000). Batiski, ka visas

metodes var izdot maldinoSus rezultatus, ja mates §iinu kontaminacija parauga
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netick nemta vera. Mates Sinu kontaminacijas probléma partraukusas
gritniecibas materiala testé$ana ir aprakstita laboratorijas praksé (Jarrett et al.,
2001; Shen et al., 2016), tomér ta joprojam rada apgrutindjumu analizu
interpretéSana un rezultatu zinoSana, un metodes, kas dod iesp&ju atpazit un
risinat $o jautajumu konvencionali, nav plasi adaptétas, ka redzam no zinatniskas

literattras.

1.3. Literatairas apskats: kopsavilkums

Pedgjas desmitgades ir gfiti zinami panakumi sievieSu reproduktivas
mazspéjas molekulara un genétiska profila atSifréSana. Tomeér $o zinaSanu
izmantoSana kliniskaja praksé joprojam ir apgriitinata un sadrumstalota (Cariati
et al., 2019), ko varétu skaidrot ar: i) plasu un dazkart parklajosos reproduktivo
fenotipu spektru un to heterogenitati, ii) plaso genomisko tehnologiju un
testéSanas pieeju klastu, no kuriem katrs ir saistits ar dazadiem ierobezojumiem
un Ipatnibam. Lidz ar to petfjuma mérkis ietvera izstradat uzticamus protokolus,
kas balstitos uz modernu genomisko tehnologiju izmantoSanu noteiktos Sievietes
reprodukcijas fenotipos / stadijas, parvarét So tehnologiju trikumus un
demonstrét to piemé&rotu izmanto$anu realos kliniskajos vai pétijumu scenarijos.

Tadgjadi 2. darba nodala tika veltita daudzfaktoru pirmsimplantacijas
embriju testé8anas protokolu izstradei, kura tika paradits divu pilna genoma
amplifikacijas metozu veiktsp&jas salidzinajums dazadu genoma strukttru
test€Sana ar Cetram dazadam tehnologijam. Darba 3. nodala tika veltita mates
Sinu kontaminacijas noveértéSanas protokola izstradei un ieteikumu
formul&sanai, lai uzlabotu dazadas kvalitates partraukusas griitniecibas materiala
apstrades darbplismu preanalitiskajos un analitiskajos posmos. Visbeidzot
4. darba nodala tika analizéts nesindromiskas dzemdes kakla nepietiekamibas

genétiskais profils, izmantojot nakamas paaudzes sekvencésanu.
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2. Divu pilna genoma amplifikacijas tehniku veiktspéjas
salidzinajums pirmsimplantacijas embriju
genétiskaja testeSana

Publicéts ka:

Ludmila Volozonoka, Dmitry Perminov, Liene Kornejeva, Baiba
AlkSere, Natalija Novikova, Evija Jokste Pmane, Arita Blumberga, Inga Kempa,
Anna Miskova, Linda Gailite, Violeta Fodina, 2020. Performance comparison
of two whole genome amplification techniques in frame of multifactor
preimplantation genetic testing. Journal of assisted reproduction and
genetics, 35(8), 1457-1472. DOI: 10.1007/510815-018-1187-4.

Personigais ieguldijums:

Mans personigais ieguldijums S$aja darba ietver embriju testéSanas
protokolu izstradi, test€Sanai izmantojamo metozu izvéli, praktisko izmekl&jumu
veikSanu trim gimeném no devinam, datu interpretaciju, pilna genoma
amplifikacijas metozu salidzinasanu, publikacijas uzrakstisanu. Ludzu, skatiet
visu lidzautoru parakstitus apliecinajumus dotas publikacijas izmanto$anai mana

promocijas darba (3. pielikums).

2.1. levads

Pirmsimplantacijas gen&tiska testé€Sana ir alternativa prenatalajai
test€Sanai pariem ar paaugstinatu risku kadas genétiskas patologijas nodoSanai
pécnacgjiem. Laika gaita PGT ir piedzivojusi nozimigas metodologijas izmainas,
sakot no polarkermeniSu un blastom@ru analizes lidz tagad plasi lietojamai
trofektodermas biopsijai ar tai sekojoSu blastocistas sasaldé$anu (Renwick et al.,
2006). Tacu, neskatoties uz tehnologiskajiem uzlabojumiem, PGT protokolu
izstrade ir sarezgita amplifikacijas neizdoSanas dél, parauga kontaminacijas un

aléles / lokusa izkriSanas fenomena dgl, tas raksturigs visiem vienas vai dazu
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§inu PKR testiem, ta ietekm&ot PGT testéSanas sist€mas droSumu. Algles
izkriSanas incidence varig, bet arkartas gadijumos ta ir skarusi 20% amplifikaciju
un pagatné izraisijusi vairakas nepareizas diagnozes (Capalbo et at., 2016). Pilna
genoma amplifikacijas metodes izvele arT nav viennozimiga problému turpmako
testéSanas metozu interpretacija dél, pieméram, so tandéma atkartojumu analizg
ar fluorescento PKR vai salidzinosas genoma hibridizacijas uz mikrocipiem
(Rechitsky et al., 2015). Sobrid ir pieejamas vairakas pilna genoma
amplifikacijas metodes (Zheng et al, 2011), pieméram, degenerctu
oligonukleotidu praimeru metode (Telenius et al., 1992) vai praimeru
pagarinasanas tehnologija (L. Zhang et al., 1992). Liderpozicijas tirgl ienem
Rubicon Genomics izstradata SurePlex PKR tehnologija (S. U. Chen et al., 2008;
Uda et al., 2007) un izotermalas (ne PKR) Phi-29 polimerazes sintézes metode
MDA (angl. multiple displacement amplification) (Handyside et al., 2004). Taq
DNS polimerazes izmantosana PKR metodgs limité fragmentu garumu lidz 3kb.
Savukart Phi-29 polimeraze generé fragmentus lidz 100 kb, un tai piemit
3’—5” eksonukleazes kludu nolasiSanas aktivitate. Abam metodém ir
prieksrocibas un trokumi, Iidz ar to nav skaidrs, kuras izveli varétu prioritizet,
izstradajot PGT protokolos (Zheng et al., 2011). Ar1 PGT savas specifikas dél,
neskatoties uz atzitiem metodes lietoSanas ieguvumiem, joprojam nav
standartizéta un reguléta metode salidzinajuma ar citam testéSanas metodém
(Harton et al., 2011).

Nemot véra iepriek$ minéto informaciju, $a pétijuma mérkis bija izstradat
individualiz&tu efektivu un uzticamu daudzfaktoru embriju testéSanas protokolu
un demonstrét divu pilnas genoma apmplifikacijas metozu veiktspgjas
salidzinajumu Cetras dazadas tehnologijas — nosakot isos tandéma atkartojumus,
Sangera sekvencésana, salidzinosaja genoma hibridizacija uz mikroc¢ipiem un

SNaPshot tehnologija.
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2.2. Materiali un metodes
2.2.1. Pirmskliniska sagatavosanas PGT ciklam

Devini pari ar apstiprinatu viena géna patologiju tika konsulteti par PGT
procediiru, olnicu stimulaciju, ol§tnu aspiraciju un maksligo apaglosanu.
Saistitie mikrosatelttu markieri, kas atrodas blakus interes€joSajam ge€nam, tika
lokalizéti caur Kalifornijas  Universitates Santa Kruzas genoma
parlikprogrammu  (https://genome-preview.ucsc.edu/index.html).  Visiem
lokusiem tika dizaingti praimeri divpakapju multipleksa PKR test€Sanas
sisteémai, praimeru specifiskums tika nodro§inats, izmantojot “Primer-BLAST”
(Yeetal., 2012). No PGT gimenes loceklu periférajam asinim tika izoléta DN,
izmantojot standarta procedtru [Qiagen]. Analiz&jot mikrosatelitus, tika sastaditi
gimenes haplotipi. Karta gimené 6-13 (8.1 £ 2.5) informativi vai pusinformativi
markieri tika atlasiti turpmakai embriju analizei (sk. 2.1. tabulu). Slimibu
izraiso§a gimenes varianta apstiprina$ana tika veikta, izmantojot Sangera
sekvencesanu (Sambrook & W Russell, 2001) viena nukleotida variacijas
gadijuma un izmantojot fragmentu garuma analizi trinukleotidu ekspansijas

gadijuma [Applied Biosystems, ASV].

2.2.2. Klinisko gadijumu analize

Visu ieglito embriju trofektodermas biopsijas DNS materials tika
pavairots, izmantojot pilna genoma amplifikaciju — dalai tika lietota MDA
tehnologija [Illumina, ASV] un dalai SurePlex [Illumina, ASV] (sk. 2.2. tabulu).
Embriju haplotip&sanai izmantoja markierus, atlasitus iepriek$gja soli, mutacijas
lokusa analizi veica, izmantojot Sangera vai SnaPshot analizi [Applied
Biosystems, ASV]. HTT gena (OMIM:613004) CAG atkartojumu skaits
(RCV000030659, HGVS nomenklatira — NM_002111.6(HTT):c.53_55[(41_7?)]
(p.GIn40(41_7)) tika noteikts ar kapilara elektroforézes metodi. Embriju

20



hromosomu analize tika veikta, ievérojot razotdja [24Sure, Illumina, ASV]

protokolu.
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2.3. Rezultati
2.3.1. Divu pilna genoma amplifikacijas metoZu salidzinajums

Abas pilna genoma amplifikacijas metodes tika analiz&tas, izmantojot
Cetras dazadas tehnologijas — Sangera sekvenc&Sanu, SNaPshot analizi,
fragmentu garuma analizi un salidzinoSo genoma hibridizaciju uz mikro€ipiem
(sk. 2.2. tabulu). Masu rezultati parada, ka abas metodologijas rezultgjas dalgja
alélu izkrisana, ja tiek veikta Sangera sekvencé$ana (sk. 2.1. att€lu). Slimibu
izraisoSo al€les vajo amplifikaciju var atskirt ka zema Iimena piki citadi skaidra
profila (nav fona). Viens TPP1 paraugs rezult&jas pilniga varianta al€les

izkriSana, neskatoties uz divpakapju amplifikacijas pieeju.
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ACTA2 e4

ACTA2 e4

[\DMD e12

'

[\DMD e13

2.1. attels. Sangerarsék\/réﬂ'c‘éé-anas prdﬁl} ar dazadam
pilna genoma amplifikacijas metodem

ACTA?2 embrijs e4 tika amplificéts ar SurePlex (augsgja seciba iegiita ar tieSo praimeri,
apaksgja ar reverso). Sarkanas bultinas norada uz varianta aléles dalgju izkriSanu. Dota
embrija haplotipa analize atbilst heterozigotam genotipam. DMD- 2 embriji €12 un e13
tika amplificéti ar MDA metodi. Abas elektroferogrammas att€lo secibas, iegiitas ar
tieSo praimeri. Sarkanas bultinas norada uz varianta al€les dalgju izkrisanu — viena
nukleotida deléciju. Izmainita aléle ir nosakama tikai ka vaj$ pikis, kas lidzigs fonam.
Doto embriju haplotipa analize atbilst heterozigotam genotipam.

Talak meés bijam ieintereséti salidzinat abu amplifikatoru veikumu,
izmantojot SNaPshot genotip&sanas tehnologiju (sk. 2.2. attelu). MDA produkts
uzradija ar Sangera sekvencé$anu salidzinamus rezultatus, visi genotipi sakrita,
savukart SurePlex produkta test€Sana atkartoti neuzradija interpret€jamus

profilus vairak neka 60% gadijumu (dati nav attéloti).
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A B
€10 (SureMDA)

C T A A AT A C

e12 (SureMDA)

C T A B AT A C

€15 (SureMDA) T

(s T A AT A cC A

2.2. attels. DMD-2 embriju rezultati
MDA tehnologijas veikums Sangera sekvencé$ana (A) un SnaPshot tehnologija
(B). Profili pilniba sakrit, heterozigots embrijs ¢12 uzrada
dal@ju al€les izkriSanu abos gadijumos.

Dazadas abu amplifikacijas metozu dabas dg] tie rezultjas pilnigi
atSkirigos elektroferogrammu profilos, genotip&jot mikrosatelitus ar PKR
fragmentu garuma noteikSanas metodi, ko redz kapilara elektroforéze
(sk. 2.3. attelu). Izteikti artificiali piki paradas polimerazes enzima “slidéSanas”
SurePlex amplifikacijas laikda un tam sekojosas parakuma amplifikacijas
nepareiza garuma fragmentos. Sados gadijumos izikirt Tsto embrija genotipu

iesp&jams tikai, paraléli analizgjot arT vecaku genomisko DNS.
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PGD father

| 157

165

PGD father

A An;z
PGD mother 157 PGD mother
A A161 170 176
4 (SurePlex) . ‘151 ‘L“s 8 (SurePlex) \ »1' 176
\ 162
A A, A A ¢
11 (SureMDA) 157 165 18 (SureMDA) 16
‘ 176
N A
A D10S1739 B DXs1238

2.3. attels. Mikrosatelitu D10S17390 (A) un DXS1238 (B) genotipésana,
izmantojot kapilara elektroforezi

Isteno allu dalgja izkrisana, izmantojot SurePlex metodi, ir paradita
ar sarkanam bultinam, lielaka dala izteikto piku ir artefakti.
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3. Mates Siinu kontaminacijas izraisitas nepareizas diagnozes
mazinasana agrinas griitniecibas zaudeSanas
genétiskaja testeSana

Publicéts ka:

Ludmila Volozonoka, Linda Gailite, Dmitrijs Perminov, Liene
Kornejeva, Violeta Fodina, Inga Kempa, and Anna Miskova, 2020. Reducing
misdiagnosis caused by maternal cell contamination in genetic testing for early
pregnancy loss. Systems Biology in Reproductive Medicine, 66(6), 410-420. doi:
10.1080/19396368.2020.1827081.

Personigais ieguldijums:

Mans personigais ieguldijums $aja darba ietver pétijuma dizaina izstradi,
visu paraugu praktisku testé$anu, datu interpretaciju, publikacijas uzraksti§anu.
Ludzu, skatiet visu lidzautoru parakstitus apliecinajumus dotas publikacijas

izmanto$anai mana promocijas darba (4. pielikums).

3.1. levads

Gritniecibas zaud€$ana ir traumé&josa pieredze pacientam, ka ari ir
kliniska probléma dzemdniecibas un ginekologijas praksé. Novérojams, ka
partraukusos griitniecibu skaits pieaug, Ipasi attistitajas valstis, kur palielinas
vidgjais iedzivotaju vecums un attiecigi palielinas vidgjais griitnieces vecums
(Heazell et al., 2018). Galvena loma partraukusas griitniecibas etiologija ir augla
hromosomalajam aberacijam, lielaka dala auglu ar mainitu kariotipu iet boja
pirmajas griitniecibas nedélas (Davis et al., 2017; Romero et al., 2015).
Koncepcijas produktu analize ir kliniski svariga, lai noskaidrotu agrinas
griitniecibas zaud@Sanas c€loni un pielagotu klmisko taktiku nakamaja dabiskaja

vai asistéta grutniecibas ienemsana. Palaik ir pieejamas dazadas metodes
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hromosomu aneiploidiju un strukturalo parkartojumu noteik$anai koncepcijas
materiala. Visam metodém ir zinami trikumi, tacu visas tehnologijas var izdot
maldino$us rezultatus, ja netieck nemta véra mates DNS kontaminacija (parasti
deveéta par mates $tnu kontaminaciju). Literatiira ir aprakstita tendence
palielinatam normalas sievietes kariotipa zinojumu daudzumam salidzinajuma ar
normala virie$a kariotipa zinojumiem (Bell et al., 1999; Jarrett et al., 2001; Lathi
et al,, 2014). Tomér ne visas laboratorijas risina $o svarigo jautajumu un
pieversas ta etiologijai (Nikitina et al., 2005).

Lai gan pastav vairaki izskaidrojumi mainitam dzimumu sadalijjumam
partraukusas gritniecibas materiala (Jarrett et al., 2001) ka, pieméram,
neatpazita molara 46,XX griitnieciba, ar X-sistitas letalas mutacijas, ka art
dzimumhromosomu analizes neizdo$anas hromosomu preparatos (Eiben et al.,
1990; Hassold et al., 1983), pétijumi demonstré, ka lidz pat 59% normala
sievietes kariotipa gadijumu ir saistami ar mates $inu kontaminaciju (Jarrett
et al., 2001; Lathi et al., 2014; Romero et al., 2015). No literattiras var secinat,
ka pastav ierobezota izpratne par koncepcijas materiala analizei izmantoto
metodiku tehniskajiem ierobezojumiem un kritiskajiem aspektiem materiala
testeSana. Lidz ar to darba merkis ir izstradat koncepcijas produktu test€Sanas
protokolu, ka ari formulét materiala apstrades, test€Sanas un zino$anas

ieteikumus.
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3.2. Materiali un metodes

3.2.1. Pacienti un partraukusas griitniecibas materiala

hromosomu analize

Petfjuma tika icklautas pacientes ar griitniecibas partrauk$anos pirms
13. griitniecibas ned€las. Kopuma pétijuma tika ieklauti 86 paraugi. Mates $iinu
kontaminacijas genétiskai analizei periféro asinu paraugi tika iegfiti no
47 sievietém. Primara biologiska materiala parauga vizualais izskats tika
registréts $adi: “labas kvalitates horions” — ja vizualiz&ja tipisku horija barkstinu
morfologiju; “nekvalitativs horions” — ja novéroja audu maceracijas pazimes un
tikai dazas barkstinas; “horiju nevizualiz€” — ja horija barkstinas nesaskatija.
Hromosomu analizi veica visiem paraugiem ar salidzinoSo genoma hibridizaciju

uz mikroc¢ipiem, ieverojot razotaja protokolu [24sure; [lumina, ASV].

3.2.2. Mates Siinu kontaminacijas genétiskas testéSanas

protokola izstrade

Mates Stnu kontaminacijas test€Sanas sistéma ieklava 14 mikrosatelitu,
AMEL un SRY regionu analizi ar fluorescento PKR. Visi 47 DNS paraugu pari
tika testeti, rezultati klasificéti §adi: “Kontaminacijas pazimes” - ja
elektroferogramma detektgja tris pikus (vai divus, ja mate vai auglis bija
homozigots); “tikai mates genoms” — ja periféro asinu parauga genotips pilniba
sakrita ar partraukusas griitniecibas materiala genotipu; “nav kontaminacijas” —

ja augla genotipu vargja detektet ka otru aléli, atskirigu no mates aléles.
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3.3. Rezultati

3.3.1. Vizuala partraukusas griitniecibas materiala novértésana

un mates Siinu kontaminacijas genétiska testéSana

Par koncepcijas paraugu uzskata tadu materialu, kas nesatur
identificgjamas augla dalas (piem&ram, nabas saite, amnions), bet drizak sastav
no horija barkstindm, membranveida materiala (Jarrett et al., 2001) un citiem
nenoteiktas izcelsmes audiem. Vizuali parbaudot primaro materialu (n = 86), tika
iegliti $adi novérojumi: 55 bija labas kvalitates paraugi, 19 bija nekvalitativi
horiji ar audu maceracijas pazimém un 12 paraugos nevargja vizualizet audus ar
tipisku horija morfologiju — atzZiméti ka “nav horiona”. Trisdesmit trijos paraugos
(70,2%) no 47 mates Stnu kontaminacija netika detekt&ta, viens no tiem bija
“nekvalitativs horions”, bet pargjie bija labas kvalitates horiji. Astoni paraugi
(17,0%) demonstréja kontaminacijas pazimes, seSi no tiem bija “nekvalitativi
horioni” un divi neuzradija horija klatbtitni. Sesi paraugi (12,8%) uzradija tikai
mates genomu, tris no tiem bija “nekvalitativi horioni” un tris bija bez horiona.
Tika aprekinats, ka izstradatas sistémas varbiitiba biit neinformativai, t.i., uzradit
nepatiesu rezultatu, ka augla paraugs satur tikai mates genomu, ir 1,9E-08.
Tadgjadi vargja pienemt, ka izstradatais protokols nodro$ina ticamus rezultatus

un to var izmantot ar lielu parliecibu.
3.3.2. Hromosomu analize ar salidzino$o genoma hibridizaciju
uz mikrocipiem

Kopsuma 34 paraugi uzradija normalu sievietes kariotipu un 16 —normalu
viriesa kariotipu (dzimumu attieciba 2,1:1). Par&jie 36 paraugi (41,9%) uzradija

kadu hromosomalu patologiju, 12 no tiem saturgja XX dzimumhromosomas un
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11 saturgja XY dzimumhromosomas (dzimumu attieciba 1:0,9), 13 paraugos tika

atklata dzimumhromosomu patologija.

3.3.3. Augsta mates Siinu kontaminacijas riska partraukusas
griitniecibas materiala analize
Katrs 46,XX kariotipa rezultats ir jauztver piesardzigi, jo tas var rasties,
analiz&jot mates $linas, Tpasi neapmierinoSas vizualas kvalitates paraugos. Ka
redzams no 3.1. attéla, jo sliktaka ir analiz€jama parauga vizuala kvalitate, jo
lielaka ir 46,XX paraugu proporcija un jo zemaka ir 46,XY un aneiploido

paraugu dala.

Vizuali novértétie paraugi

# Hromosomala
aberacija

. 46,XY

W 46,XX

Labs horijs; Labs + Nekvalitativs + Nav horija;  Visi paraugi;
n=55 Nekvalitativs ~ Nav horija; n=12 n=86
horijs; n=74 n=31

3.1. attels. Kariotipa rezultatu sadalijjums dazadas
vizualas kvalitates paraugos

Stinu / audu izcelsme ar 46,XY kariotipu vai jebkadu hromosomalu
anomaliju (n = 28) ir neapSaubama (t.i., augla). 3.2. att€ls vizuali atspogulo to,

ka lielaka dala So gadifjumu (82,1%) koncentr&jas paraugos ar labu vizualo
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kvalitati bez mates Stinu kontaminacijas. Tomér cetri gadijumi (14,3%) tika
konstatgti starp zemas kvalitates paraugiem, trijos no tiem bija atrastas ari
kontaminacijas pazimes. Balstoties uz standarta kritérijiem, kompromit&tas
vizualas kvalitates paraugi tiktu izmesti (Romero et al., 2015), jo dzivotspgjigu
$tnu klatbitne ir iz8kirosa citogenétiskajai analizei, arT parafina paraugiem pirms
DNS ekstrakcijas parasti bija nepiecieSams patologa slédziens par augla $anu
klatbatni. Seit més paradam, ka vienkars un atrs mates §inu kontaminacijas
novertésanas solis var glabt dalu no sliktajiem paraugiem un palielinat korekto

diagnozu skaitu.

8 8 8
Tikai mates genoms (6) 0 £3 8 53
8 % £ 46XX
Kontaminacijas pazimes (8) 0 ol 2 dh S 46, XY +
gn gk izmainits
++ o dh # Kkariotips
Gl 'l'.|.'|'
Nav kontaminacijas (33) £3 ++# ++ b
8 &8
Labas kvalitates horijs  Nekvalitativs horijs Nav horija (5)
(32) (10)

3.2. attels. Paraugu sadalijums atkariba no vizualas kvalitates
un mates §inu kontaminacijas klatbiitnes
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4. Dzemdes kakla nepietiekamibas izraisitu priekslaicigu
dzemdibu genétiska etiologija: sistematiska génu analize
un pacientu nakamas paaudzes sekvencéSanas
datu interpretacija

Publicéts ka:

Ludmila Volozonoka, Dmitrijs Rots, Inga Kempa, Anna Kornete, Dace
Rezeberga, Linda Gailite, Anna Miskova, 2020. Genetic landscape of preterm
birth due to cervical insufficiency: Comprehensive gene analysis and patient
next-generation sequencing data interpretation. PloS one, 15(3), e0230771.
doi: 10.1371/journal.pone.0230771.

Personigais ieguldijums:

Mans personigais ieguldijums $aja darba ietver pétijuma dizaina izstradi,
sistematisku literatiiras un génu analizi, nakamas paaudzes sekvencéSanas datu
interpretaciju, publikacijas uzrakstiSanu. Ludzu, skatiet visu Iidzautoru
parakstitus apliecinajumus dotas publikacijas izmanto$anai mana promocijas

darba (5. pielikums).

4.1. levads

Medicinisks stavoklis dzemdnieciba, kad dzemdes kakls spontani sak
atverties un kltst planaks bez dzemdibu pazim&m un simptomiem, ir dzemdes
kakla nepietickamiba. Dzemdes kaklam, ka audi ir bagati ar kolagénu,
griitniecibas laika japaliek noslégtam, tacu vienlaikus javeic pakapeniska
fiziologiska parveidoSana, lai sagatavotos dzemdibam (Word et al., 2007).
Dzemdes kakla nepietickamibas gadijuma tas nesp€j uzturét progres€joSas
gritniecibas spiedienu. Kliniski nozimiga izoléta dzemdes kakla nepietieckamiba

novérojama apméram 1-2% no visam gritniecibam, bet ir saistita ar
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5-15% gritniecibas zaud&umiem otraja trimestr1 (Mingione et al., 2003; SW
Wang et al., 2016). Rutinu dzemdes kakla mé&risanu 2011. gada ieteica Globala
alianse priekslaicigu dzemdibu un nedzivi dzimuSu b&rnu noverSanai
(Goldenberg et al., 2012), jo iss dzemdes kakls ir labakais spontano dzemdibu
prognozesanas faktors (Di Renzo, 2015).

Epidemiologiskie dati rada, ka augliem / jaundzimuSajiem ar Elersa-
Danlo sindromu, osteogenesis imperfecta un ierobezojoso dermopatiju ir
paaugstinats nelabvéligu griitniecibas iznakumu risks, tostarp partraukusas
griitniecibas, priekslaicigs auglidens pusla plisuma, ka ari dzemdes kakla
nepietickamibas (Anum et al., 2009; Young et al., 2007).

Bez Saubam, miisu pasreiz€ja izpratne par cilvéka dzemdes kakla
parveidoSanos griitniecibas laika ir ierobeZota (Vink & Myers, 2018). Tas var
bit par iemeslu ar dzemdes kakla nepietieckamibu pétito génu nobidei un
parsteidzo$i mazajam informacijas daudzumam, kas paslaik ir zinams par
dzemdes kakla patologiskas parveido$anas genétiku griitniecibas laika.

Nemot veéra to, ka génu varianti, kurus var atklat ar genoma asociacijas
petijumiem, parasti izskaidro tikai mazu dalu no kompleksu slimibu
iedzimstamibas (Asimit & Zeggini, 2010), pastav hipotéze, ka retie varianti
vairakos genos, kas iesaistiti priekslaicigu dzemdibu attistiba, var kumulativi
ietekmét predispoziciju griitniecibas atrisinasanai pirms laika (Bezold et al.,
2013; Strauss et al., 2018). M&s nolémam parbaudit $o hipotézi, veicot nakamas
paaudzes sekvencé$anu pacient€ém ar izolétu nesindromisku dzemdes kakla
nepietiekamibu. Ta ka triikst zinaSanu par dzemdes kakla darbiba iesaistitajiem
géniem, m&s veicam sistematisku literatliras analizi, lai atlasTtu visus iesp&jamos
geénus, saistitus ar dzemdes kakla funkciju. Nemot véra aprakstito dzemdes kakla
nepietiekamibas iedzimstamibu, galvenie jautajumi, kuriem mes pievérsamies

$aja petijuma, bija $adi: 1) vai ir g&€ni, kas ir primari saistiti ar dzemdes kakla
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nepietickamibu, un, ja ir, tad kada ir to loma? un ii) cik daudz izolctas

nesindromiskas dzemdes kakla nepietickamibas gadijumu var biit attiecinami uz

4.2. Materiali un metodes

4.2.1. Dzemdes kakla biologija iesaistito génu identificéSana

Literattiras mekléSana tika veikta saskana ar PRISMA vadlinijam (Moher
et al., 2009). Ieklausanas kriteriji: pétjjums public&ts recenz&ta zurnala; petijums
demonstré originalus datus; pétijjums koncentréjas uz dzemdes kakla
nepietickamibas un / vai priekslaicigu dzemdibu genétiska c€lona atraSanu;
pétijums izmanto dzemdes kakla audus funkcionalajai génu analizei, lai pétitu
dzemdes kakla nobrieSanu, dzemdes kakla nepietiekamibu un / vai priekslaicigas
dzemdibas. Tika ieklauti tikai cilvéku petfjumi.

Izslégsanas krit€riji: p&tijums koncentrgjas uz spontano abortu un / vai
pirmo griitniecibas trimestri; pétjjums koncentrgjas uz mikroRNS, IncRNS, brivi
cirkulgjoso DNS, ribosomu DNS, dzemdes kakla un maksts mikrobiomu, véza
analizi; pétijums neanaliz€ cilvéka datus; p&tijums nav pieejams anglu valoda.
Pamatojoties uz datiem, kas iegiti no visiem ieklautajiem pétjjumiem un papildu
génu meklgjumiem, mes izveidojam tris dazadus geénu sarakstus atbilstosi to

saistibai ar dzemdes kakla geng&tiku.
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4.2.2. Nakamas paaudzes sekvencéSana pacientiem
ar dzemdes kakla nepietickamibu

Pacienti

Petfjums ieklava 21 kaukaziesu tautibas sievieti ar nesapigu dzemdes
kakla atver§anos paSreizgjas grutniecibas laika un / vai pozitivu griitniecibas
zaudeéSanu un / vai priekS§laicigam dzemdibam anamnézé dzemdes kakla
nepictickamibas dél un bez kontrakcijam viena augla griitnieciba
(sk. 4.1. tabulu).

4.1. tabula
Pacientu demografiskas un kliniskas ipasibas
Vecums, gadi 35+48
Svars, kg 73,2 +16,7
Augums, m 1,7+0,05
KMI, kg / m? 26+55
VG 45+25
CG 10+11
VG-CG 35+22
AGP 05+,0
VGP + PD 19+17
DKG, cm 153+05

*KMI — kermena masas indeks; VG — visas griitniecibas; CG — citas
gritniecibas, ieskaitot legalo abortu, indicéto medicinisko abortu; VG-CG —
visas griitniecibas, atskaitot citas gritniecibas; AGP — agrina griitniecibas
zaudéSana (<12 nedglas); VGP +PD - vélina gritniecibas zaudé$ana
(> 12 nedg@las, <22 nedglas) un priekslaicigas dzemdibas (< 37 nedélas);
DKG — dzemdes kakla garums.
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Nakamas paaudzes sekvencéSana, bioinformatikas analize
un variantu filtréSana

Nakamas paaudzes sekvencé$anai tika izmantots Illuminas TruSight One
Sequencing Panel Capture reagentu komplekts [ASV]. NolasTjumu kart€$anai un
variantu sasaukSanai tika izmantota Sentieon’s DNAseq (Freed et al., 2017;
Kendig et al., 2019) FASTQ uz VCF analize, kas implementéta DNAnexus
makonserveri [ASV]. Pirmais variantu filtrs atlasija nesinonimus eksonu
variantus un splaisa-saita variantus (+ 10nt) kanoniskaja (garakaja) transkripta.
Tika ieklauti varianti ar aléles biezumu < 1% datubazés “1000 Genomes”,
“EXAC” un “gnomAD”. Otrais variantu filtrs atlasija variantus, parklatus ar
vismaz 10 nolasfjumiem, ar varianta aléles biezumu vismaz 25%, un izslédza
zinamus variantus, mark&tus ka “neitrals” (angl. benign) un “visdrizak neitrals”

(angl. likely benign) kliniskajas datubazes.

Variantu Kklasifikacija, prioritizacija un genu
bagatinasanas analize

Gengétiskie varianti tika prioritiz&ti, izmantojot tris sistematiskaja génu
analiz€ izveidotos génu sarakstus. Varianti, kas atrasti génos no pirma un otra
saraksta, prioritizeti, tapec tika rupigi apakatiti, lai identific&tu tos variantus, kas,
visticamak, veicina pacientu fenotipa attistibu. Katra §1 saraksta varianta
patogenitati vertgja tris neatkarigi zinatnieki saskana ar Amerikas MedicTniskas
genétikas koledZas vadlinijam (Richards et al., 2015). Lai iegiitu objektivu
informaciju par celu bagatinaSanu génos, kuriem miisu kohorta ir reti varianti ar
in silico paredzétu ietekmi uz géna funkciju, més anot&jam geénus, izmantojot

ConsensusPathDB datubazi (Kamburov et al., 2013).
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4.3. Rezultati

4.3.1. Génu analize: géni, kas saistiti ar dzemdes kakla
nepietiekamibu, galvenokart ir sindromiski

Kopuma tikai 12 géni tika primari saistiti ar dzemdes kakla
nepietiekamibu (sk. 4.2. tabulu), no tiem sesi bija sindromiski, t.i., COL1A1 un
COL3AL1 izraisa Elersa-Danlo sindromu (EDS); FBN1 izraisa Marfana sindromu;
ZMPSTE24 un LMNA izraisa ierobeZzojo$o dermopatiju; MATR3 izraisa
miopatiju. COL3AL bija vienigais géns ar zinamu geéna-fenotipa saistibu, ka
paradits cilvéka fenotipa ontologijas apzim&uma “Dzemdes kakla
nepietickamiba” (HP:0030009), ka arT “Priekslaicigas dzemdibas del dzemdes
kakla nepietickamibas vai membranas trausluma” (HP:0005267), “Dzemdes
plisums” (HP:0100718) un “Dzemdes prolapss” (HP:0000139), un ir zinams, ka
tas izraisa asinsvadu tipa EDS (OMIM:130050).

4.2. tabula

Geni, kas primari saistiti ar dzemdes kakla nepietiekamibu
(pirmais genu saraksts)

Géns Asociacijas no literatiiras un papildu mekléjumiem

Elersa-Danlo sindroms; dzemdes kakla nepietiekamiba;
priekslaicigas dzemdibas; priekslaicigs augliidens pii§la plisums;
dzemdes kakla fiziologiska sagatavosanas; fiziologiska
griitnieciba.

Elersa-Danlo sindroms; dzemdes kakla nepietieckamiba
HP:0030009 / priekslaicigas dzemdibas dzemdes kakla
nepietickamibas vai membranas trausluma dél HP:0005267 /
COL3A1 dzemdes plisums HP:0100718 / dzemdes prolapss HP:0000139;
priekslaicigs augliidens piisla plisums; priekslaicigas dzemdibas;
dzemdes kakla fiziologiska sagatavosanas; fiziologiska
gritnieciba; priekslaicigas dzemdes kontrakcijas.

Marfana sindroms; dzemdes kakla nepietickamiba; prieks$laicigs
augliidens piusla plisums; priekslaicigas dzemdes kontrakcijas.

COL1Al

FBN1
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4.2. tabulas turpinajums

Gens Asociacijas no literatiiras un papildu mekléjumiem

Dzemdes kakla nepietickamiba; dzemdes kakla fiziologiska

HIFLA sagatavoSanas; fiziologiska griitnieciba.

IL10 Dzemdes kakla nepietiekamiba; priekslaicigas dzemdibas.

Dzemdes kakla nepietiekamiba; priekslaicigas dzemdibas;
IL1B dzemdes kakla fiziologiska sagatavosanas; fiziologiska
griitnieciba.

Dzemdes kakla nepietickamiba; priekslaicigas dzemdibas;

IL6 dzemdes kakla fiziologiska sagatavosanas; fiziologiska
griitnieciba.

IerobeZojosa dermatopatija; priekslaicigas dzemdibas dzemdes
LMNA kakla nepietiekamibas vai membranas trausluma dél
HP:0005267; priekslaicigs membranu plisums HP:0001788.

MATR3 Miopatija MATR3 mutaciju dél; dzemdes kakla nepietickamiba.

MBL2 Dzemdes kakla nepietieckamiba; priekslaicigas dzemdibas.

Dzemdes kakla nepietieckamiba; priekslaicigas dzemdibas;
TGFB1 dzemdes kakla fiziologiska sagatavosanas; fiziologiska
griitnieciba.

IerobeZojosa dermatopatija; priekslaicigas dzemdibas dzemdes
kakla nepietieckamibas vai membranas trausluma dg|
HP:0005267; priekslaicigs augludens pasla plisums;
priekslaicigas dzemdibas.

ZMPSTE24

4.3.2. Pacientu nakamas paaudzes sekvencésanas datu analize

Divdesmit heterozigotiski varianti, kas atrasti 14 no misu pacientiem
(67%) no pirma un otrd génu sarakstiem, tika paklauti tuvakai analizei, jo,
pamatojoties uz zinasanam, tika uzskatits, ka tie, visticamak, veicina pacientu
fenotipa attistibu (sk. 4.3. tabulu). Tika atrasti 14 varianti desmit génos, kas
izraisa EDS, osteogenesis imperfecta vai Betlema miopatiju.

Galu gala, pamatojoties uz visaptverosu variantu patogenitates, tostarp
zinamu gena-slimibas / géna-fenotipa asociaciju, génu ekspresijas dzemdes kakla
un konkrétu génu slimibu mehanismiem u.tml. novért€Sanu, més pieskiram

variantam varbitibu pacienta fenotipa attistibas ieguldijuma (sk. 4.3. tabulas
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pedgjo kolonnu). Varianta ieguldijums fenotipa attistiba tika klasificéts ka maz
ticams ieguldijums (n =7), ja tas tika klasificéts ka neitrals / visdrizak neitrals
saskana ar manualo variantu patogenitates noverté€sanu, neekspres€jas vai vaji
ekspresgjas dzemdes kakla vai arT ta zinamas géna-slimibas / géna-fenotipa
asociacijas neatbilda interes€joSajam fenotipam. Variantam ir nepieciesama
papildu izmeklésana (n = 13), ja tas, pamatojoties uz novertétajiem krit€rijiem,
paradija teorétisku potencialu palielinat uznémibu pret interes€josa fenotipa
attistibu, tacu ir nepiecieSams vairak datu, lai atzitu variantu ka neparprotami

iesaistttu dzemdes kakla nepietickamibas attistiba.

4.3.3. Molekularo génu celu bagatinaSanas analize

Lai noteiktu, vai géniem ar retiem variantiem miisu pacientu kohorta ir
fenotipam atbilstosa molekularo celu bagatinasanas, més anotgjam visus geénus
(n =694), izmantojot ConsensusPathDB mijiedarbibas datubazi (Kamburov
et al., 2013), izmantojot TruSight génu sarakstu ka fonu (n = 4810). Analize
atklaja izteiktu parstavniecibu celos, kas saistiti ar audu mehanisko un
biomehanisko izturibu (kolagéni un proteoglikani, integrini). Tika nove&rota
bagatinasana ne tikai ar ekstracelularo matriksu saistitajos celos, bet arT $iinas
sazina ar ekstracelularo matriksu (piem&ram, hemidesmosomas, fokala adhézija)
un bazalas membranas komponentos (laminini). Turklat vairaki Seit identific&tie
celi sakrit ar tiem, kas ir bagatinati génos, kuri pétiti saistiba ar dzemdes kakla

genétiku, ka paradits miisu literatiiras analize.
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5. Kopiga diskusija

5.1. Labakas tehnologijas izvele pirmsimplantacijas

genétiskajai testeSanai

Sis disertacijas pirmaja praktiskaja darba, kas aprakstits 2. nodala, tika
apskatita embriju pirmsimplantacijas analize pariem ar paaugstinatu risku bérna
piedzimSanai ar monogénu patologiju. Papildus uzdevumam uzturét
visaugstakos PGT drosibas standartus mé&s izvirzijam meérki sasniegt vélamo
griitniecibu katram no pariem. Ta ka tirgd nebija pieejamas nevienas PGT
sisteémas, mes visu testéSanas protokolu izstradajam no nulles, jau pasa sakuma
saskaroties ar izaicinajumu izv€léties pareizos rikus, t.i., reagentus un metodes.
Tapéc més nolémam i) salidzinat divas popularakas pilna genoma amplifikacijas
metodes un ii) detaliz&ti dalities sava praktiskaja pieredzg ar tiem, kas saskaras
ar to pasu izaicinajumu. Rezultata més bijam apmierinati ar savu sniegumu, jo
astoniem pariem no deviniem piedzima veseli bérni, kas tika apstiprinats arT
postnatali. Tikai viena gadijuma (MTM1) neviena olsiina netika veiksmigi
apauglota, limit€jot para iesp&jas ienemt veselu bérnu. Tris embriju parnesanas
rezultgjas neveiksmiga implantacija, padarot kop&jo dzimstibu uz embrija
parnesi par 72,7%, kas joprojam parsniedz vid&jo zinoto literattira (Butler et al.,
2019; Theobald et al., 2020). Nelielais aplikoto gadijjumu skaits apgriitina
iesp€jas prognozet augsta dzimstibas Iimena tendenci ilgtermina, tacu més to
saistam ar visu parnesto embriju galvena neizdevusas embrija implantacijas
faktora izslégSanu (aneuploidu embriju daudzums bija 37,5%). Tomér tiek
uzsverts, lai noteiktu PGT-A klinisko efektu PGT-M cikliem, ir nepiecie$ami

randomiz&ti kontrol&ti p&ttjumi (Toft et al., 2020).
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No 73 apstradatiem embrijiem 39 tika amplificeti, izmantojot MDA,
bet 34 — SurePlex amplifikacijas sistému, lai novértétu divu pilna genoma
amplifikacijas metozu veikumu Getras dazadas tehnologijas un izvéletos
vispieme@rotako. Misu rezultati v€lreiz apstiprina zinamu faktu, ka MDA
amplifikacija ir piemérota viena vai dazu lokusu analizei, ka mé&s paradijam,
neatkarigi no izmantotas tehnologijas, savukart SurePlex pilniba atbilst tadu
genomisko tehnologiju lietoSanas prasibam ka salidzinos$a genoma hibridizacija
uz mikro¢ipiem vai nakamas paaudzes sekvenc€Sana. Kaut gan tikai divas
gimengs més var€jam vienlaikus izmantot abas pilna genoma amplifikacijas
metodes, mes uzskatam $adu pieeju par praktisku un pragmatisku. Tas lauj iegtit
daudzpusigaku PGT pieredzi, jo hromosomu analize uz mikro¢ipiem, izmantojot
MDA, ir iesp&jama tikai aptuveni divas tresdalas gadijumu un tikai pilnam
hromosomam, bet ne dalgjam kopiju skaita variacijam. Savstarp&ja metozu
validacija deva mums iesp&ju secinat, ka abus amplifikatorus var izmantot
jebkurai turpmakai embriju analizes tehnologijai ar pietickami labu jutibu, ja
PGT-M labas prakses vadlinijas tiek ievérotas (Hellani et al., 2004; Piyamongkol
et al., 2003). Galu gala muisu centieni lauj pielagot izstradato testéSanas sistemu

praktiski jebkurai viena géna patologijai.

5.2. Partraukus$as griitniecibas materiala genétiskas testéSanas
uzticamibas uzlaboSana
Nakamais praktiskais darbs, kas aprakstits 3. nodala — koncepcijas
produktu genétiska testé$ana augla hromosomalo patologiju izslégsanai —, tika
inici€ts kliniskas nepiecieSamibas rezultata. Neskatoties uz pretrunigi veérteto
koncepcijas produktu genétiskas testéSanas statusu (Carp, 2007), pastav
scenariji, kuros zinaSanas par augla kariotipu palidz kliniskai pacienta vadiSanai

(Lathi et al.,, 2012), jo jebkura prognoze ir empiriska, ja bojagajusa augla
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kariotips ir nezinams. Tomér pastavosa mates $tinu kontaminacijas probléma var
apdraudet visu nodomu nodros$inat labako apriipi Siem pacientiem.

Ta ka salidzino$a genoma hibridizacija uz mikroc¢ipiem tika paradita ka
avarijas kariotipéSanas metodika partraukusas griitniecibas materiala analizé
(Kudesia et al., 2014), més to izvélgjamies ka vispiem&rotako instrumentu
kliniskai lietoSanai. Tom@r driz péc ievieSanas més saskaramies ar palielinatu
Skietami normalas sievietes kariotipa skaitu testéSanas parskatos. Sadi
koncepcijas produktu testé8ana parada, ka musdienigu tehnologiju lietojums var
sagadat vil$anos, ja to izmanto, neizprotot konkrétas metodikas Ipatnibas un / vai
konkréta biologiska materiala specifiku. Tas stimul&ja mis izstradat vienkarsu
protokolu, kas var@tu atpazit mates Stinu kontaminacijas klatbttni ikviena
parauga.

Darba rezultata tika izstradats mates Stnu kontaminacijas noteikSanas
protokols, kurs ir zemu resursu papildinajums jebkuram koncepcijas produktu
test€Sanas protokolam laboratorija un kuram ir butisks potencials uzlabot
kltisko vadibu pacientiem ar agrinu griitniecibas zaudésanu. M&s piedavajam
jaunu polimorfu 1su tandéma atkartojumu markieru komplektu, kas bitu tikpat
uzticams ka komerciali pieejamie komplekti (piemé&ram, Identifiler no
Thermofisher), un tas ir ar I€ts risinajums, kas dazas valstis var bat svarigs
apsvérums. Misu pieeja izmantot salidzinoSo genoma hibridizaciju uz
mikroc¢ipiem apvienojuma ar mates $tinu kontaminacijas noteiksanu ir alternativa
starp polimorfismu mikro¢ipiem (angl. SNParrays), kas sp&j konstitucionali
noteikt mates $tinu kontaminaciju (Lathi et al., 2014), tacu to izmantoSana ir
darga un darbietilpiga, un citogen&tisko testéSanu, kas ir zelta standarts
koncepcijas produktu analizg, tacu atstaj ievérojamu dalu paraugu bez rezultata
zaud@tas Stinu dzivotsp&jas dél. Miisu praktiskie ieteikumi par mates Stnu
kontaminacijas samazinaSanu bis noderigi tiem, kas tikai ievie§ koncepcijas

produktu genétisko testé$anu.
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5.3. Dzemdes kakla nepietiekamibas genétiskas

etiologijas atSifréSana

Prickslaicigas dzemdibas tick uzskatitas par multifaktorialu jeb
kompleksu saslim$anu. No genétiskas epidemiologijas ir zinams, ka btiska $adu
slimibu etiologijas dala slépjas kompleksa genétika (Polychronakos, 2008).
Multifaktorialu slimibu génu identificé$ana liela méra tika mekléta, izmantojot
populaciju pétijumu metodes, pieméram, genoma asociaciju pétijumus (angl.
genome wide association studies), galvenokart to objektiva un no hipotézes briva
rakstura dél (Agler & Divaris, 2020). Diemzel $adai pieejai nav izdevies
identificét biezas al€les ka ticamus priekslaicigu dzemdibu markierus.

Stavoklis, kas kliniski asociéts ar priek$laicigam dzemdibam, ir dzemdes
kakla nepietickamiba. Més mé&ginajam atklat ta genétisko etiologiju, lietojot
nakamas paaudzes sekvencesanu 21 kliniski labi raksturotai pacientei ar dzemdes
kakla nepietickamibu. Biitiski atzimét, ka S$T petijuma t€ma radas no klmiskas
nepiecieSamibas, jo iesp&jas laikus prognoz&t un noverst $a stavokla sekas
paslaik ir loti ierobeZotas ta neskaidra rakstura dél (Artymuk et al., 2019).

Ta ka ar dzemdes kakla darbibu saistito zinamo génu skaits miisu
pétijuma sakuma bija saskaitams uz vienas rokas pirkstiem, nopietni limitgjot
nakamas paaudzes sekvencéSanas datu analizes iesp&jas miisu pacientiem, mes
apbrunojamies ar a priori zinasanam, veicot visaptveroSu un sistematisku génu
analizi. Kopuma identificgjam 12 g€nus, kas primari saistiti ar dzemdes kakla
nepietickamibu, no kuriem sesi (COL1A1, COL3A1, FBN1, LMNA, MATR3,
ZMPSTEZ24) izraisa kolagenopatiju sindromus, savukart MBL2 deficlts ir saistits
ar uznémibu pret autoim@inam un infekcijas slimibam, 1L6, IL1B, IL10 — visi ir
iekaisuma procesa mediatori, TGFB1 regulé $anu proliferaciju un aug$anu un
HIF1A ir transkripcijas faktors. Talak mes identificgjam 91 geénu, kas potenciali
ir saistits ar dzemdes kakla nepietieckamibu (otrais génu saraksts). Abi génu

saraksti tika izmantoti sekvencESanas datu analizei. P&c ripigas identificéto
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variantu analizes m&s izdalfjam 13 génu variantus ar in silico paredz&tu ietekmi
uz géna funkciju 10 pacientiem. Biidami uzmanigi ar variantu interpretaciju, mes
tos nosaucam par “variantiem, kas uzrada teor&tisku potencialu palielinat
uznémibu dzemdes kakla nepietickamibas attistibai, kam nepiecieSama turpmaka
izp&te”. Butiski, ka 11 varianti tika atrasti génos, kas saistiti ar EDS attistibu, un
divi — génos, kas izraisa osteogenesis imperfecta.

Lai arT kolagéna loma jau sen ir saistita ar dzemdes kakla nepietickamibas
attistibu, tie$o pieradijumu no kliniskajiem p&tjjumiem tritka. M@s bijam pirmie,
kas m&ginaja pétit retos variantus un paradija to lomu &1 fenotipa attistiba, jo
iepriek$ tika aprakstitas tikai asociacijas ar kolag€na g€nu polimorfismiem.
Svarigi, ka $ada retu variantu ietekme, ko nevar atklat, veicot genoma asociacijas
pétijumus, tika prognozéta jau sen (Levy et al., 2007; Polychronakos, 2008).

P&c miisu manuskripta publicéSanas naca klaja vél viens jauns pétijums,
kura meérkis bija identificét molekularos mehanismus, caur kuriem dzemdes
kakla atversanas tiek realiz&ta progesterona un interleikina IL-1f ietekmé (Kniss
& Summerfield, 2020), un kura rezultati netiesi atbalstija arT miisu atradnes.
Pieradijumi par progesterona terapeitisko lietderibu priekslaicigas dzemdes
kakla nobriesanas un priekslaicigu dzemdibu noverSana sievietem riska grupa ir
labi aprakstiti (Conde-Agudelo & Romero, 2016). Progesterona receptoru
signalizacija ir pamata daudziem fiziologiskajiem procesiem, kas versti pret
dzemdes kakla pirmstermina paplaginasanos (Word et al., 2007). Tomér
joprojam pastav neatbildéti jautajumi par progesterona darbibas molekularajiem
un genétiskajiem mehanismiem. P&tjjuma autori izmantoja cilvéka dzemdes
kakla stromas fibroblastu primaras kultaras modeli, tie tika stimuléti ar
progesteronu, interleikinu-1p vai abu vielu kombinaciju. Rezultati paradija, ka
interleikins-1B inducgja ekstracelulara matriksa proteinus, to degradgjoso
enzimu un glikozaminoglikanu biosintéz& iesaistito enzimu diferencialu

ekspresiju. Konkréti tika paradita COL3A1 [HGNC:2201] iesaistisanas, kas ir
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vienigais géns ar registrétu saistibu ar dzemdes kakla nepietickamibu, ka arf ELN
[HGNC:3327], COL4A1 [HGNC:2202], HAS2 [HGNC:4819] — visi géni ir
icklauti musu genu sarakstos — un B4GALT1 [HGNC:924], CHST11
[HGNC:17422], EXT1 [HGNC:3512], FUT8 [HGNC:4019] un HS3ST3B1
[HGNC:5198] — visi mazaka vai lielaka méra ir iesaistiti arpus§iinu matricas
darbiba, audu mehaniskaja un biomehaniskaja izturiba (Kniss & Summerfield,
2020). Sie atklajumi atkarto miasu molekularo celu bagatinasanas analizes
secinajumus par kolagénu saistito celu nozimi dzemdes kakla parveidosana, ka
ar sniedz ieskatu $o notikumu kontrol€ ar progesterona starpniecibu (Kniss &
Summerfield, 2020).

Vienlaikus ar masu manuskriptu iznaca vél viens interesants Ben-Zvi un
kolggu pétijums par dzemdes kakla nepietickamibas saistibu ar iegurna organu
prolapsu un urina nesaturésanu (Ben-Zvi et al., 2020). Vinu analize paradija, ka
sievieteém ar dzemdes kakla nepietiekamibu anamngzg bija lielaks iegurna organu
prolapsu un urina nesaturéSanas gadijumu skaits (izredzu koeficients 12,8),
demonstrgjot, ka abiem stavokliem ir lidzigs patofiziologiskais mehanisms (Ben-
Zvietal., 2020). PatieSam ir pieradijumi, ka iegurna organu un to atbalstoso audu
integritati galvenokart uztur fibrilaras arpussiinu matricas sastavdalas (Carley &
Schaffer, 2000; X. Liu et al., 2006).

Tapat ka novajinati saistaudi rezultgjas dzemdes kakla nepietickamiba, tie
nevar pienacigi atbalstit iegurna pamatné balstoSos organus, rezultgjoties iegurna
organu prolapsa un urina nesaturé$ana (Ben-Zvi et al., 2020). Ta ka m&s bijam
iedvesmoti ar misu pilotpetijuma sakotn&jiem rezultatiem, tika nolemts turpinat
veikt peétijumu par dzemdes kakla nepietickamibas kolagenopatisko dabu (FLPP
projekts Nr. 2020/1-0042, 2021-2023). Paslaik tiek izstradats pétijjuma dizains,
tas ietver arl visaptverosu ar kolagénu saistito pacientu fenotipisko pazimju
noveértésanu, ieskaitot iegurna organu prolapsu un urina simptomu noveértésanu.

Mes gaidam rezultatus un iesp&ju tos salidzinat ar Ben-Zvi atradném.
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5.4.

Ieteikumi sievieSu reproduktivas mazspéjas genétiskajai
novértésanai pétijjumos un klinika

1.

Lai dro$i sasaistitu paslaik identificEtos g€nus ar sievieties
reproduktivas mazspgjas fenotipiem un izmantotu tos ka diagnostikas
markierus kliniskaja prakse, javeic standartiz€ta ge€nu-slimibu
kltniskas validitates novertesana.

Lai veicinatu sievietes reprodukcijas jomas attistibu un stimulétu
personaliz&étas arstéSanas pieméro$anu taja, jaatjaunina genctiskas
test€Sanas labas prakses vadlinijas trauc&tas sievietes reprodukcijas
gadijuma.

Gengtiskai konsultéSanai vajadz&tu pavadit jebkuru gengtisko
testé8anu un, vélams, reproduktivo tehnologiju lietoSanu, nodrosinot
informétu reproduktivo lémumu pienemsanu, lai izvairitos no
nelabveligiem reproduktiviem rezultatiem pacientiem un vinu
pEcnacgjiem.

Pé&tijumos un kliniskaja vide biitu javeic riipiga pacienta fenotipésana,
lai no$kirtu pacientus ar sagaidamiem genétiskiem defektiem no tiem,
kuru fenotips ir attiecinams uz argjiem faktoriem, tadgjadi palielinot
iespju atklat noteiktus genétiskos markierus.

Labi raksturotu génu panelu ievieSana kliniskaja praks€ atvieglos
traucétas sievietes reprodukcijas genétisko c€lonu identificésanu,
izvairoties no nevajadzigas izmeklé$anas un manipulacijam,

samazinot laiku I1dz piemérotakam reproduktivajam risinajumam.
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5.5. Nobeiguma piezimes

Sievietes reproduktivas mazspgjas jumta saucgjs aptver loti dazadus un
atSkirigus fenotipus, kurus visus var ietekm&t individa gendtiskais fons.
Genétiska testeSana kliist aizvien pieprasitaka gandriz katra neveiksmigas
sievietes reprodukcijas posma, sakot no traucétas olnicu funkcijas un
neveiksmigiem méginajumiem ienemt bérnu un beidzot ar zaud&tu gritniecibu.
Dazas genomiskas tehnologijas ir piemérotas, lai apmierinatu augos$as jomas
prasibas, — katra §Ts disertacijas nodala demonstre, ka konkrétu metodi var drosi
izmantot reproduktiva jautajuma. Lidz ar to izvirzita darba hipotéze —
miusdienigas genétiskas tehnologijas var tikt veiksmigi izmantotas dazadu
genétisko variaciju ietekmé&joSu sievietes reproduktivo potencialu droSai
novertéanai — ir apstiprinata.

Es paredzu, ka génu skaits, kas atklats lidz $im, p&c gaidita sistematiska
genu-slimibas kliskas validitates noveértgjuma biis pamats mérka génu panelu
ievieSanai tuvakaja nakotné. Kopa ar atjauninatam labas prakses vadlinijam un
piemérotu genétisko konsultéSanu tam vajadz&tu palielinat pozitivu diagnozu
skaitu un individualizétu reproduktivo tehnologiju izmanto$anu, uzlabojot
reproduktivas medicinas visparéjo kvalitates Iimeni. Paredz&ts, ka sievietes
reprodukcijas fenotipi, kas kave izraiso$a génu varianta dabisku nodosSanu
nakamajai paaudzei, ir loti heterogéni (Laissue, 2015). Pelém vairak neka
500 génu ir saistiti ar sievietes neauglibu, tuvakajos gados daudz vairak génu tiks
atklati cilvekam (Harper et al., 2018). Lai to panaktu, nepiecieSama dazadu
pardomatu genomisko pieeju un izsmalcinatu pétfjuma dizainu izmantoSana
lielas pacientu grupas ar genomisko variaciju funkcionalu validaciju.

Svarigi ir tas, ka, p&tot populacijas ar inbridingu un bez ta, japieméro
dazadas pieejas. Inbridas populacijas lielaka dala izraiso§o génu variantu ir

bialéliski génu traucg&jumi, turpreti populacijas bez raksturigas tuvradnieciskas
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krusto$anas var sagaidit dazadu genétisko mehanismu kombinaciju. Es ticu, ka
liela skaita gadijumu de novo varianti var bit atbildigi par sievietes reproduktivo
fenotipu attistibu autbridinga populacijas, lai gan §1 aizraujo$a hipotéze ir
pienacigi japeta. Turklat uz So hipot€zi netiesi norada dazi noverojumi, kuri tika
iegiti Iidz ar EXAC konsorcijas datubazes analizi. Respektivi, cilvéka genoma ir
identificéti 3230 geni, kas ir jutigi pret funkcijas zudumu, un 72% no tiem nav
saistita cilvéka slimibas fenotipa. Sie géni ne obligati ir slimibas géni, bet,
iespgjams, norada uz geniem, kuros heterozigotisks funkcijas zudums ir
reproduktivi neizdevigs cilvéces vestures gaita (Lek et al., 2016).

Lidz Sim kopgjais identific€to geénu skaits ar asoci€tu slimibas fenotipu
sasniedz vairak neka 4000 (OMIM, 2020). Kopuma cilvéka genoma ir vairak
neka 20 000 génu, tas nozimé, ka variantiem vairak neka 16 000 génos bez
zinamas kliniskas nozimes joprojam ir potencials biit iesaistitiem sievietes
reprodukcija ka atseviskam c€lonim vai kompleksa ar citiem génu variantiem.

Liels skaits fenotipiskas daudzveidibas, kas tagad slépta miisu acim, un
tas genétiska izcelsme vél tikai tiks atklata. Pieméram, 30% griitniecibu tiek
zaudgetas laika starp embrija implantaciju un griitniecibas sesto nedelu (Jeve &
Davies, 2014; Nybo Andersen et al., 2000), Sobrid $is laika posms ir pilnigi
nepieejams analizei, tapat ka embrija-endometrija mijiedarbiba. Tapat nav
pétijumu, kas koncentrétos uz mozaicisma iedarbibu Uz sievietes
reproduktivajiem fenotipiem. Vai tas var€tu izskaidrot dalu no priekslaicigas
olnicu izsikSanas fenotipa?

Es ticu, ka turpmakajos gados jaunu génu skaits, kas izskaidros sievie$u
reproduktivo mazsp&ju, strauji palielinasies. Molekulara un genétiska pacienta
fenotipa izpratne sniegs vél nebijusu iesp&ju noteikt jaunus mérkus terapijai vai
sievietes reproduktivas funkcijas preventivai saglabasanai, izvirzot personaliz&tu

terapiju reproduktivas medicinas priekSplana.
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Secinajumi
MDA pilna genoma amplifikacijas metode piemérojama viena vai dazu
lokusu analizei, savukart SurePlex tehnologija atbilst genomisko
tehnologiju prasibam; vienlaikus izmantojot abus amplifikatorus, var veikt
daudzpusigu un dro$u pirmsimplantacijas genétisko testé$anu, lai atlasitu
embrijus bez viena géna un hromosomalam patologijam, veicinot vesela
bérna ienemsanu.
Cetrpadsmit mikrosatelitu lokusu analizes protokols mates §iinu
kontaminacijas noteikSanai kombinacija ar salidzinoSo genoma
hibridizaciju uz mikro¢ipiem noveér§ nepareizu diagnoZzu ra$anos agrini
partraukusas gritniecibas materiala genétiskaja testé$ana un ietekmé
klinicistu un pacientu informétu lémumu pienemsanu turpmakas taktikas
izvele.
Sistematiska literatiiras un génu analizg tika identificéti 12 primari ar
dzemdes kakla nepietickamibu saistiti géni, no kuriem lielaka dala izraisa
kolagenopatijas, tadgjadi efektivi veicinot pacientu nakamas paaudzes
sekvencgSanas datu analizi.
Molekularo génu celu bagatinasanas analize un stingra nakamas paaudzes
sekvencésana identificéto génu un génu variantu atlases stratégija atklaja
paaugstinatu génu variacijas slogu molekularajos celos, kas saistiti ar audu
mehanisko un biomehanisko izturibu, un lokalizgja 13 variantus génos, Kuri
izraisa kolagenopatijas un potenciali palielina dzemdes kakla

nepietiekamibas attistibas varbiitibu.
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Pateicibas

Es vélos izteikt sirsnigu pateicibu manam zinatniskajam vaditajam Annai
Miskovai, Ingai Kempai un Lindai Gailitei. Esmu loti pateiciga jums visam,
ka uzticgjaties man un uznémat mani ka savu studenti jau pirms vairak neka
pieciem gadiem. Cienfjama Anna, liels paldies Jums, ka piedavajat man $o
iespg€ju klut par doktorantu, par Jisu lieliskajam p&tijumu idejam un pieméru, ka
bit supersievietei. Cientjama Inga, liels Jums paldies, ka vienmér palidzgjat
sekot Iidzi un nokartot visas formalas un papirsaistibas ar universitati un
iemacTjat man vienmér ieverot laika limitus. Paldies, ka, neskatoties uz attalumu,
Jus vienmér bijat loti tuvu. Cienijama Linda, liels paldies par Jasu laipno
atsaucibu, par visam Jisu atbildém uz maniem daudzajiem jautajumiem un
lielisko uzmundrinajumu, ko Jiis vienmer sniedzat, un galvenokart — par iesp&ju
klut par dalu no Jasu laboratorijas.

Es véletos teikt lielu paldies savam recenzentam prof. Edvinam
Miklasevi¢am, liels paldies par Jisu laiku, pavaditu, lasot un labojot manu
darbu, un par vértigajiem komentariem un padomiem. Pateicos promaocijas darba
apsprieSanas komisijas organizétajiem un dalibniekiem par promocijas darba
izverté$anu un sniegtajiem veértigajiem ieteikumiem. Esmu pateiciga, ka ieglistu
savu doktora gradu tiesi Rigas Stradina universitatg, un lepojos, ka $o universitati
saucu par savu alma mater, es novélu tai un visam tas akadémiskajam
personalam labklajibu un izaugsmi.

Es véletos pateikties savai pirmajai vaditajai Natalijai Proninai, kura
iepazistinaja mani ar cilvéka genétikas pasauli. Es vienmér bti§u Jums pateiciga
par manas intereses attistiSanu genétikas joma, par lielisko atmosféru un atbalstu,
ko Js sniedzat Bérnu universitates slimnicas DNS laboratorija. Mana otra izcila

skolotdja gengtikas pasaulé ir briniskiga Liene Kornejeva. Liels paldies par to,
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ka vienmér dalijaties ar zinasanam, par Jusu nedziestoSo azartu un daudzu
konferencu laika piedzivoto jautribu.

Esmu pateiciga, ka man bija iespgja stradat Dr. Violetas Fodinas
uzraudziba klinika “IVF Riga”, liels paldies par mana profesionala un ari
geografiska redzesloka paplasinaSanu, ka ari par iesp&u bat dalai no
pirmsimplantacijas embriju genétiskas teste$anas ieviesanas Latvija.

Lielisks draugs, Biologijas fakultates laboratorijas partneris un kolégis
Dmitrijs Perminovs, liels paldies par visiem profesionali un draudzigi kopa
pavaditajiem laikiem. Ipas$s paldies par laikiem, kad mé&s planojam un
izstradajam embriju analizes eksperimentus, kas rezult€jas miisu pirmaja
publikacija. Pateicos par uzaicinajumu klat par E. Gulbja laboratorijas komandas
dalu. Es novelu Tev lielisku profesionalo karjeru un visu to labako ar Tavu
doktora disertaciju.

Tapat es vEletos pateikties par lielisku iepaziSanos ar Gitu Taurinu. VEl
2013. gada vina nostiprindgja manu parliecibu, ka genétiki vienmér ir
visinteresantakas personibas. Liels paldies, ka iesaistiji mani darba ar studentiem
RSU, kur es laimigi pavadiju gandriz ¢etrus gadus ka nepilna laika molekularas
genétikas praktisko nodarbibu pasniedzgja. Es gribétu teikt lielu paldies
Dmitrijam Rotam, kur§ man palidz&ja darba ar dzemdes kakla nepietickamibu.
Liels paldies par Tavu ieguldijumu un lieliskajiem padomiem. Novélu briniskigu
nobeigumu Tavam doktora studijam Niderlandé un veiksmigu atgrieSanos
Latvija, lai arT turpmak attistitu genétikas sféru Seit.

Liels paldies visiem maniem draugiem, kuri atbalstfja un uzmundrinaja
mani $aja cela uz doktora gradu. Ipa$s paldies manam viram Vladislavam
lvanovam, paldies par Tavu nebeidzamo atbalstu un ticibu man. Un vislielakais
paldies manai dargajai mammai par milesttbu un atbalstu, kas vienmér man

palidzgja manas dzives gaitas
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1. pielikums

Centralas medicinas etikas komitejas apstiprinajums veikt pétijumu
“Neauglibas genétiskas etiologijas iemeslu izpéte”

Centrala medicinas étikas komiteja

Brivibas iela 72, Riga. LV-1011 » Talr. 67876182 e Fakss 67876071  E-pasis: vim@ven. gov.lv
Riga

14.04.2016. Nr.1/16-04-14

Rigas Stradina Universitates
Molekularas Genatikas
Zinatniskajai laboratorijai

Atzinums par pétijuma pieteikumu
“Neauglibas genétiskas etologijas
iemeslu izpéte "

Centrdld medicinas &tikas komiteja 2015.gada  22.septembri
izskatfja Rigas Stradina Universitates Molekularas Gengtikas Zinatniskas
laboratorijas iesniegto pétijuma pieteikumu “Neauglibas genétiskas
etologijas iemeslu izpéte ",

Pamatojoties uz Centralas medicinas &tikas komitejas 2015.gada
22.septembra sédes protokola Nr.6 punktu Nr.3 — pieteikuma projektu
konceptuali atbalstit, bet, lai sanemtu apstipringjumu, veikt precizgjumus
un labojumus projekta picteikuma dokumentacija — un iesnicgtajiem
pieteikuma projekta precizgjumiem un labojumicm, tiek izsniegts
atzinums, ka Rigas Stradina Universitates Molekularas Genétikas
Zinatniskas laboratorijas pétijuma pieteikums “Neauglibas genétiskas
etologijas iemeslu izpéte " nav pretruna ar bioétikas normam.

Centralas medicinas &tikas

komitejas priek3sedetaja ?7&4/ E.Pole

Strauting. 67876190
Edgars.Strautins@vm. gov.lv
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2. pielikums

Centralas medicinas &tikas komitejas apstiprinajums veikt pétijumu
“Istmocervikalas nepietiekamibas genétiskas etiologijas iemeslu izpéte”

Centrala medicinas étikas komiteja

Brivibas iela 72. Riga. LV-1011 o Talr. 67876182 e Fakss 67876071  E-pasts: vin@vm.gov.Iv
Riga

21.03.2018. Nr.2/18-03-21

Rigas Stradina universitates
Molekularas Genétikas Zinatniskajai laboratorijai

Atzinums par pétijumu
. Istmocervikalas nepietiekamibas
genétiskas etiologijas iemeslu izpéte”

Centrala medicinas &tikas komiteja 2018.gada 18 janvari ir
izskatfjusi Rigas Stradina Universitates Molekularas Gengtikas Zinatniskas
laboratorijas  lesnieglo petjumu , Istmocervikalas — nepietiekamibas
genétiskas etiologijas iemeslu izpéte .

Pamatojoties uz Centralas medicinas étikas komitejas 2018.gada
18 janvara sédes protokola Nr.2018-1 punktu Nr.5 un icsniegtajiem
labojumiem, tiek izsniegts atzinums, ka Rigas Stradina Universitates
Molekularas  Gengtikas ~ Zinatniskas  laboratorijas  pétijums
,Istimocervikalas nepietiekamibas genétiskas etiologijus iemeslu izpéte”
nav pretruna ar bio€tikas normam.

Centralas medicinas &tikas 9y,
komitejas priekdsedatajs /%/Z /] V.Silis
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3. pielikums

Visu lidzautoru piekriSana publikacijas “Performance comparison
of two whole genome amplification techniques in frame of multifactor
preimplantation genetic testing” izmanto$anai Ludmilas VoloZonokas

promoocijas darba (autoru seciba ka publikacija)
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¥

Publikacijas lidzautors (-i) Liene Korpejeva
(vards, uzvards)

Talr. +37126548489
E-pests _Liene Komeicva@ivirigal
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Rigas Stradina universitates
Doktorantiiras nodajas dekanam

Publikacijas lidzautors Natalija Novikova
(1)

(vards, uzvards)
Talr. 437127731090
E-pasts _natalija.novikoval 9@gmail.com

APLIECINAJUMS LIDZAUTORU PIEKRISANAI PAR Pl}OMOClJAS
DARBA IZMANTOTO PUBLIKACIJU IZMANTOSANU
Riga

10.06.2021

Piekritu publikacijas “Performance comparison of two whole genome amplification
techniques in frame of multifactor preimplantation genetic testing” izmantoSanai zinatniska
grada pretendenta Ludmila Volozonoka promocijas darba “Sievietes reproduktivas
mazspéjas iemesli un genomiskas pieejas to risinaSanai” (angl. “Causes and genomic
approaches to female reproductive failure”) aizstavésanai promocijas padomé zinatnu
doktora grada iegusanai.
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by maternal cell contamination in genetic testing for early pregnancy loss”
izmantosanai Ludmilas VoloZonokas promoocijas darba
(autoru seciba ka publikacija)

[ RIGAS STRADINA Veidlapa Nr. PR-11
UNIVERSITATE  pesmRvATA

ar Rigas Stradipa universitates rektora
21.01.2021. rikojumu Nr. 5-1/39/2021

Rigas Stradipa univenitlteu
as nodalas d.

Publikacijas lidzautors (-i) _Linda Gailite
(vards, uzvards)
Talr. +37129435971

E-pasts _Linda.Gailite@rsu.lv

APLIECINAJUMS LIDZAUTORU PIEKRISANAI PAR PROMOCIJAS
DARBA IZMANTOTO PUBLIKACIJU IZMANTOSANU

Riga
107.06.2021
ing misdic caused by { cell
oy loss.” i i zindtniska grada d

.l'ilinﬂami" (angl. “Causes and genomic approaches to female
aizstavEsanai promocijas padomé zindtnu doktora grada iegiisanai,

7 /
Linda Gailite

(vards, uzvards)
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e o =

- s § Veidlapa Nr. PR-11
EEIAVSESRSI lm“ ‘DTIEI’M APSTIPRINATA

ar Rigas Stradipa universitites rektora
21.01.2021. rikojumu Nr. 5-1/39/2021

Rigas Stradina universitites
Doktorantiiras nodalas dekinam

Publikacijas lidzautors (-i) _Liene Kornejeva
(vards, uzvards)
Talr. 437126548489
E-pasts _Liene. Komejeva@ivfrigalv

U PIEKRISANAI PAR PROMOCIJAS

is caused by maternal cell contamination
izmantoSanai zinatniska grada pretendenta
reproduktivas mazspgjas iemesli un
and genomic approaches to female
n€ zinatnu doktora grada iegusanai.
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Veidlapa Nr. PR-11

RIGAS STRADINA S
UNIVERSITATE ar Rigas Stradipa universitites rektora

21.01.2021. rikojumu Nr. 5-1/39/2021

Rigas Stradina universitates
Doktorantiiras nodalas dekanam

Publikacijas Iidzautors (-i) Violeta Fodina
(vards, uzvards)

Talr. _+37126441369
E-pasts _Violeta.Fodina@jivfriga.eu

APLIECINAJUMS LIDZAUTORU PIEKRISANAI PAR PROMOCIJAS
DARBA IZMANTOTO PUBLIKACIJU IZMANTOSANU
Riga

10.06.2021

Piekritu publikacijas “Reducing misdiagnosis caused by mafemal cell contamination
in genetic testing for early pregnancy loss” i a grada pr d
Ludmila VoloZonoka promocijas darba “Sievietes repmdukﬁvﬁs mazsp€jas iemesli un
genomiskas pieejas to risinadanai” (angl. “Causes and genomic approaches to female
reproductive failure) aizstavéSanai promocijas padome zinatnu doktora grada iegisanai.

Lidzautors (-i) s s S ,// Socleceeq .,
/ (paraksts) (vards, uzvards)
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5. pielikums

Visu lidzautoru piekri$ana publikacijas “Genetic landscape of preterm
birth due to cervical insufficiency: Comprehensive gene analysis and
patient next-generation sequencing data interpretation” izmantoSanai
Ludmilas VoloZonokas promoocijas darba (autoru seciba ka publikacija)

Weidlapa Nr. PR-11

B RGAS STRADINA i
B UN IVERSITATE i St e ks

21.01.2021. rikojumm Nr. 5-1/30/2021

Rigas Stradina universitates
Doktorantiras nodalas dekanam

Publikicijas [idzautors (<) _Dmitrijs Rots

{vards, uzvérds)
Tak. _+37122185802
E-pasts _Dmitrijs. Rots()

APLIECINAJUMS LIDZAUTORU PIEKRISANAI PAR PROMOCIJAS
DARBA IZMANTOTO PUBLIKACIJU IZMANTOSANU
Riga

07.06.2021

Pieksfu publikacijas “Genetic landscape of preterm birth due to cervical
insufficiency: Comprehensive gene analysis and patient next-generation sequencing dara
interpretation.” izmantosanai zinatnisk3 grada pretendenta Ludmila Volozoncka promocijas
darba “Sievietes reproduktivis mazspgjas iemesli un genomiskas pieejas to risindSanai”
(angl. “Causes and genomic approaches to female reproductive failure’™) aizstivéianal
promocijas padomé zindtnu doktora grada iegiSanai.

Lidzautors (-1) Drmitrijs Rots

(paraksis) (vards, uzvards)
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5. pielikuma turpinajums

Doktorantiiras nodalas dekinam

Publikacijas lidzautors (-i) _Anna Kornete
(vards, uzvards)
Talr. _+37128312094

E-pasts _Anna.Komete@rsulv

APLIECINAJUMS LIDZAUTORU PIEKRISANAI PAR PROMOCIJAS
DARBA IZMANTOTO PUBLIKACIJU IZMANTOSANU
Riga

07.06.2021

Piekritu pubhkacuas “Genetic landscape of preterm bmh due to (:emcal
insufficiency: Compr gene analysis and patient next-generation seq g data
interpretation.” mmto&mai zinatniska grada pretendenta Ludmila Voloionokn
promocijas darba “Sievietes reproduktivas mazspéjas iemesli un genomiskas pieejas to
risinasanai” (angl. “Causes and g ic approaches to female reproductive failure”)

ppromocijas padomé zmimu doktora grada iegiiSanai.

Anna Kornete
(vards, uzvards)
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RIGAS STRADINA A
UNIVERSITATE O e S-13972031
Rigas Stndim nnivemtlm

2 e ik

Publikacijas Iidzautors (i) _Linda Gailite

(vards, uzvards)
Talr. +37129435971
E-pasts Lmda.Gmll

'APLIECINAJUMS LIDZAUTORU PIEKRISANAI PAR PROMOCIJAS
DARBA IZMANTOTO PUBLIKACIJU IZMANT OSANU
Riga

as mazspgjas iemesli un genomiskas pieejas to risinaSanai”
ic approaches to female reproductive failure”) aizstavesanai
wu doktora grada iegiisanai.
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