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KOPSAVILKUMS

Multipla skleroze (MS) ir hroniska, progreséjosa, autoimiina slimiba, Ko izraisa galvas
un muguras smadzenu demielinizacija. Ta visa pasaulé skar ~2,8 miljonus cilvéku, visbiezak
vecuma no 20 Iidz 40 gadiem, divas reizes biezak skarot sievietes. Slimibai raksturigi dazadi
simptomi ka redzes un dzirdes traucgjumi, atminas zudumi, muskulu spazmas un vajums, kas
var ietekmét parvietoSanos, ka ari, retos gadijumos MS var izraisit dal€ju vai pilnigu paralizi
(Koskie 2022, Mayo Clinic Staff 2022,Walton et al. 2020).

Neskatoties uz to, ka Amerikas Savienoto Valstu Partikas un Zalu Parvalde ir
apstiprinajusi vairakus medikamentus pret MS, tie galvenokart nodroSina tikai slimibas
progresijas paléninaSanu, samazinot slimibas epizozu biezumu un nopietnibu. Tacu paslaik
nepastav lidzekli, kas izarstétu MS (Carey & Halper 2022). Sobrid ari nav piegjamas MS
specifiskas diagnostikas metodes, bet gan tiek izmantotas dazadas visparigas analizes, lai
izslégtu citu, ar simptomiem lidzigu, slimibu esamibu (Mayo Clinic Staff 2022). Nemot véra,
ka izarstét jau esoSus MS raditos bojajumus nav iesp&jams, ir nepiecieSama metode precizai un
laicigai slimibas diagnosticéS$anai, ko, iesp&jams, varétu sasniegt analiz&jot dazadus potencialos
biomarkierus un faktorus, kas korelé ar MS iestasanos un progresiju (Lovering 2020).

Saja pétijuma novértéts cilvéka herpesvirusu sastopamibas biezums pacientiem ar
recidivéjosi remit&josu multiplo sklerozi (RRMS), nosakot virusu genoma secibas un cilvéka
herpesvirusu specifisko antivielu klatbitni, pielietojot reala laika polimerazes kédes reakcijas
(PCR) un ELISA metodes. Ka arT noteikta citokina interferons-gamma (IFN-y), receptoru -
briva diferenciacijas klastera 14 (sCD14) un tumora nekrozes faktoru receptoru dzimtas
parstavja 17 (TNFRSF17) un lipopolisaharidus saisto$a proteina (LBP) Iimenis plazmas
paraugos.

RRMS pacientu un veselu individu grupas tika novérota EBV, HHV-6 un HHV-7 DNS
kur visiem Siem virusiem augstaks sastopamibas bieZums novérots kontroles grupai, tacu
butiski atskirigs rezultats novérots tikai HHV-6 (p=0,0260). RRMS pacientiem, salidzinot ar
veseliem individiem. novérota biitiski augstaka sastopamiba HHV-2 (p=0,0194) un HHV-6
(p<0,0001) specifiskiem 1IgG un HHV-6 specifiskam IgM (p<0,0001). RRMS pacientiem,
salidzinot ar kontrolém, plazmas paraugos konstatéts biitiski augstaks VZV un CMV specifisks
IgG limenis. RRMS grupali, salidzinot ar kontrolém, plazmas paraugos IFN-y un SCD14 Iimeni
bija biitiski augstaki, tatu TNFRSF17 bija biitiski zemaks.

Atslegvardi: Multipla skleroze, RRMS, herpesvirusi, biomarkieri, citokini, receptori.



SUMMARY

Multiple sclerosis (MS) is a chronic, progressive, autoimmune disease, which is caused
by the demyelination of the brain and spine. The disease affects ~2.8 million people, most
commonly a age of 20-40 years, affecting women twice as often. The disease is characterised
by symptoms like vision, hearing and memory loss, muscle weakness and spasms, which can
affect movement and in rare cases MS can cause partial or complete paralysis (Koskie 2022,
Mayo Clinic Staff 2022, Walton et al. 2020).

Even though the U.S. Food and Drug Administration has approved several drugs for MS,
they mainly act to slow down the progression of the disease by reducing the frequency and
severity of the diseases' episodes. Though there is no cure for the MS (Carey & Halper 2022).
Currently there are no specific methods to diagnose MS, but different general tests are used to
rule out other conditions which produce similar symptoms (Mayo Clinic Staff 2022). Since it's
not possible to repair the damage already caused by MS, a method for precise and early
diagnosis of the disease is necesarry, which might be achieved by analyzing different possible
biomarkers and factors which correlate with the onset and progression of MS (Lovering 2020).

In this study we assessed the prevalence of human herpesviruses in patients of relapsing
remitting multiple sclerosis (RRMS), determining the presence of herpes viruses genomic
sequences and human herpesviruses specific antibodies using the real-time PCR and ELISA
methods, respectively. We also determined cytokine - interferon gamma (IFN-y) and receptor
- soluble cluster of differentiation 14 (sCD14), tumor necrosis factor receptor superfamily
member 17 (TNFRSF17) and lipopolysaccharide binding protein (LBP) levels in plazma
samples.

EBV, HHV-7 and HHV-7 DNA was observed in the RRMS patient and the healthy
control group samples, in which all of these viruses had a higher prevalence in the control
group, though only HHV-6 prevalence was significantly higher (p=0.0260). RRMS patients,
compared to the healthy individuals, had a significantly higher prevalence of HHV-2
(p=0.0194) and HHV-6 (p<0,0001) specific 1IgG and HHV-6 specific IgM (p<0,0001). RRMS
patients, compared to the controls were observed to have a significantly higher VZV and CMV
specific 1gG level in plazma samples. The RRMS group, compared to the controls, had
significantly higher IFN-y and sCD14 levels and significantly lower levels of TNFRSF17 in

the plazma samples.

Keywords: Multiple sclerosis, RRMS, herpesviruses, biomarkers, cytokines, receptors.



1. tabula.

SAISINAJUMI

Darba izmantoto saisinajumu saraksts un to at$ifréjumi latviesu un anglu valoda

Table 1.

List of used abbreviation in Latvian and English

Saisinajums /

Latviski / Latvian

Angliski / English

Lipopolisaharida saistitajproteins

Abbreviation
Bp Bazu pari Base pairs
CD : N . : .
Diferenciacijas klasteris Cluster of differentiation
CIS e - :
Kliniski izol&ts sindroms Clinically isolated syndrome
MV Citomegaloviruss Cytomegalovirus
CNS e .
Centrala nervu sisteéma Central nervous system
CSF o . :
Cerebrospinalais skidrums Cerebrospinal fluid
dH20 Destiléts tdens Distilled water
DNS .. - . L
Dezoksiribonukleinskabe Deoxyribonucleic acid
EBV Epsteina-Barra viruss Epstein—Barr virus
HHV Cilvéka herpesviruss Human herpesvirus
HRP _ o : :
Marrutku peroksidaze Horseradish peroxidase
HSV Herpes simplekss viruss Herpes simplex virus
IFN-y Interferons gamma Interferon gamma
IFN-yR Interferona gramma receptors Interferon-gamma receptor
'9 Imtnglobulins Immunoglobulin
IL o .
Interleikins Interleukin
KSHV Ar Kaposi sarkomu saistitais Kaposi's sarcoma-associated
herpesviruss herpesvirus
LBP Lipopolysaccharide binding

protein




LPS

Lipopopisaharidi

Lipopolysaccharides

MHC Galvenais audu saderibas Major histocompatibility
komplekss complex
MS Multipla skleroze Multiple sclerosis
oD C . .
Optiskais blivums Optical density
PBMC Perifero asinu mononuklearas Peripheral blood mononuclear
$linas cells
PCR o _ .. . .
Polimerazes kédes reakcija Polymerase chain reaction
PPMS Primari progresgjosa multipla Primary progressive multiple
skleroze sclerosis
RIS Radiologiski izoléts sindroms Radiologically isolated
syndrome
RNS . o . L
Ribonukleinskabe Ribonucleic acid
rpm e . .
Apgriezieni minuté Revolutions per minute
RRMS Recidivgjosi remit&josa multipla Relapsing remitting multiple
skleroze sclerosis
RU R : .
Relativas vienibas Relative units
sBCMA - Yo . . Soluble B cell maturation
Brivs B Siinu nobieSanas antigéns .
antigen
SPMS Sekundari progreséjosa multipla | Secondary progressive multiple
skleroze sclerosis
TMB . - -
Tetrametilbenzidins Tetramethylbenzidine
TNFRSF17 Tumora nekrozes faktoru Tumor necrosis factor receptor
receptoru dzimtas parstavis 17 superfamily member 17
VzZV

Varicella zoster viruss

Varicella zoster virus
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IEVADS

Multipla skleroze (MS) ir hroniska autoimiina slimiba, kas skar centralo nervu sistému
(CNS), bojajot nervu Skiedru mielina apvalku. Visizplatitakais slimibas simptoms ir nespéks,
kas var ietekmét cilvéka miega un dzives kvalitati, biezi rodas arT kustibu un redzes trauc€jumi,
kas, slimibai progresg€jot, var radit paralizi, slaicigu aklumu un atminas zudumu. (Induruwa et
al. 2012). Ticams, ka vides faktoru ietekme uz genétiski uznémigu organismu ir slimibas
c€lonis, kas ietekmeé T Siinu autoimiino reakciju pret CNS. Pétijumi liecina, ka konkréti géni,
ka interleikina (IL)-2 un IL-7, sekmé MS attistibu, ka ari, ka galvenajam audu saderibas
kompleksam (MHC) ir ievérojama ietekme MS izraisiSana. Tacu, iesp&jams, arl virusi spgj
ietekmét slimibas norisi, jo vairak ka 90% slimnieku noteikta augsta imiinglobulina (Ig)G
koncentracija smadzenés un cerebrospinalaja skidruma (CSF) (Weiner 2009, Gilden 2005).
Tiek uzskatits, ka pasaulé MS skar ~2,8 miljonus cilveku un Latvija saslimuso skaits parsniedz
2100 cilveku (Walton et al. 2020, Paudere-Logina un Pastare 2023). Globali slimiba divas
reizes vairak skar sievietes, tatu dazas valstis §T attieciba ir vél augstaka. (Walton et al. 2020).
MS sekmgjot aksonu funkcijas zudumu, tiek sasniegta neatgriezeniska slimibas faze, kuras
arstéSanai nav pieejami efektivi terapijas lidzekli (Criste et al. 2014). Tie$a, MS radita, nave ir
reti sastopama, tacu dzives ilguma saisinasanos rada MS esamiba lidztekus citam slimibam, ka
asinsvadu slimibas, vézis, elposanas sist€mas problémas un diabéts (Harding et al. 2020). Tadel
potencialu MS diagnostisko biomarkieru atklasana ir loti bitiska, lai uzlabotu personalizetas

terapijas iesp€jas un precizeétu slimibas progresijas un aktivitates prognozes.

Darba meérkis: noteikt cilvéka herpesvirusu 1-7 infekcijas, imiinas aktivacijas, ka ari
neirodegeneracijas markieru klatbtitni pacientiem ar recidivéjosi remit&josu multiplo sklerozi.
Darba uzdevumi:

1. TIzdalit DNS no periféro asinu, PBMC un plazmas paraugiem;
Parbaudit DNS kvantitati un kvalitati;
Noteikt cilvéka herpesvirusu 1-7 genoma sekvencu klatbiitni DNS paraugos;
Noteikt cilvéka herpesvirusu 1-6 specifisko antivielu klatbiitni plazmas paraugos;
Noteikt citokina IFN-y I[imeni plazmas paraugos;
Noteikt receptora SCD14 limeni plazmas paraugos;

Noteikt LBP Iimeni plazmas paraugos;

© N o g B~ WD

Noteikt receptora TNFRSF17 limeni plazmas paraugos.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Multipla skleroze

Kliniski izoléts sindroms (CIS) ir centralas nervu sisttmas (CNS) iekaisums un
demiclinizacija, kam raksturigi multiplai sklerozei (MS) lidzigi simptomi, ta¢u péc CIS
epizodes pacientiem vienmér MS neattistas. CIS progresiju MS ievérojami neietekmé sindroma
tips, pieméram, mugurkaula CIS pacientiem MS attistas vid&ji 51% gadijumu, sindromam
skarot iegarenas smadzenes — vid€ji 56%, tacu optiska neirita gadijuma novérojama variabla
MS progresijas iesp&jamiba — no 10-85% pacientu. Lidzigi ka MS, CIS parasti skar cilvékus
vecuma no 20 lidz 45 gadiem un 2,5 reizes biezak skar sievietes. Tac¢u CIS simptomu esamiba
nav vieniga lieciba par iespgjamu neirodegenerativu slimibu un potencialas MS attistibas
sakuma stadija var izpausties ne tikai ar CNS iekaisumu un demielinizaciju, bet ar1 ar
simptomiem ka 1ekme un encefalopatija (Miller et al. 2012).

Ka radiologiski izolets sindroms (RIS) tiek klasificéti gadijumi, kad magné&tiskas
rezonanses izmekl&jumos personai tiek noveéroti demielinizacijas rezultata veidojosies perekli
uz galvas vai muguras smadzeném, ta¢u MS tipiskie simptomi netiek noveéroti. Nereti So
pereklu veidojumi noveéroti gan veseliem cilvékiem, gan individiem, kuriem raksturigi visparigi
simptomi ka galvassapes un reiboni. Neskatoties uz nespecifiskajiem simptomiem, personam
ar RIS, veicot atkartotas izmekl&sanas, 2-5 gadu laika 30-40% tiek diagnosticéta progresija lidz
CIS vai MS. RIS nopietnibas pakapi nosaka veidojoso peréklu skaits, lokalizacija un aktivitate,
tadel nelieli, zem smadzenu garozas veidoti, perékli nereti izskaidrojami ar asinsvadu slimibam
(Miller et al. 2012).

Recidivejosi remit€josa multipla skleroze (RRMS) ir visizplatitakais MS tips, skarot
apméram 85% MS slimnieku. Slimibas formai raksturigi periodiski simptomu paasinajumi
(relapses), kuriem seko remisija - simptomu pilniga vai dal&ja izzusana (Goldenberg 2012). 15-
20 gadu laika 50-60% RRMS pacientu novérojama slimibas pareja uz sekundari progresgjosu
multiplo sklerozi (SPMS), kurai raksturiga vienmériga slimibas progresija un simptomu
pasliktinasanas ar/bez relapsém (Boyko et al. 2021). Neviennozimigais RRMS parejas periods
nereti médz apgriitinat SPMS diagnozi. Apméram 15% MS slimnieku novérojama primari
progres€josa multipla skleroze (PPMS), kurai raksturiga vienmériga progresija kop$ slimibas
sakuma, bieZi bez relapsém. D€l konstantas progresijas, PPMS diagnozei nereti nepiecieSami

vairaki arsta apmekl&jumi (Pozzilli et al. 2023).



Paslaik nepastav specifiskas metodes MS diagnozei, tacu veicot dazadas parbaudes ka asins un
CSF analizes ir iesp&jams izslégt citu slimibu esamibu, kuram raksturigi lidzigi simptomi, ka
arT magnétiskas rezonanses izmekI&jumi var tikt veikti, lai novérotu potencialu MS izraisitu
peréklu esamibu. Specifisku biomarkieru atklasana uzlabotu MS diagnostikas un personaliz&tas
terapijas iesp&jas un precizétu slimibas progresijas un aktivitates prognozes (Kuhle & Sati
2024, Mayo Clinic Staff 2022).

1.2 Herpesvirusi

Herpesvirales karta tiek iedalitas tris dzimtas, atkariba péc to saimniekorganisma loka.
Alloherpesviridae, inficé abiniekus un zivis, Malacoherpesviridae — moluskus un
Herpesviridae — putnus, rapulus un ziditajus (Louten 2023a).

Herpesviridae dzimtu iedala vairakas apak$dzimtas, atkariba no to replikacijas cikla
ilguma, $tinu tropisma, genoma garuma un sarezgitibas, ka ari péc $tunu tipa, kura viruss pariet
latenta fazeé (Wofford et al. 2020). Sobrid atklati devini cilvekus inficgjosi herpesvirusi, kas
nosaukti to atklaSanas seciba. Tiem raksturiga latence, noradot uz to, ka viruss nekad pilnigi
neizziud no saimniekorganisma, bet gan sp&j Stinas saglabaties neaktiva fazé (Louten 2023a).

Herpesviridae ir sferiski, ar apvalku norobezoti virioni, ka diametrs, atkariba no sugas,
sasniedz apméram 200 nm. Tie satur linearu, divpavediena DNS, garuma no 125-240 kbp.
Genétisko materialu ieskauj virusa kapsids, kam piemit ikosaedriska, T=16, forma, diametra
no 125-130 nm, ko veido 162 kapsomeri — 12 pentoni un 150 heksoni. Kapsidu ietver matrikss,
jeb teguments, ko veido 17-38 proteini. Viriona apvalku veido lipida dubultslanis, uz ka
lokaliz&ti inficétsp&ju nodrosinosi glikoproteini, kas atSkiras starp sugam. (Davison 2007,
Fabrega-Ferrer and Coll 2021).

Visiem herpesvirusiem raksturiga latenta persistence. Persistenta infekcija rodas péc
primaras infekcijas, saimniekorganisma imitinsistémai nespg&jot pilnigi atbrivoties no patogéna.
Persistenta infekcija var rasties nefunkciongjoSu virusu dalinu izveides dél, kur virioni ir
zaudgjusi replikacijas ciklam nepiecieSamos ge€nus. Neskatoties uz to, ka tie nav spg&jigi
replicéties, tie akumulé imunsistémas sekretétas antivielas, nodroSinot augstaku iesp&ju
izdzivot funkcionaliem virioniem, ka ar, lai gan to darbibas mehanisms nav noskaidrots, ir
noveérots, ka nefunkciongjosas virusa dalinas sp€j ierobezot infic€tu Stinu apoptozi, nodrosinot
virusa saglabaSanos. Latenta persistence rodas virusam nostiprinoties saimniekorganisma
Stinas, kur nenotiek ta replikacija un proteinu sintéze, ka rezultatd saimniekorganisma

imiisist€ma netiek aktivéta un virusa genoms saglabajas (Louten J. 2023b, Louten J. 2023Db).
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_____

replikacijas ciklu un izraisot dazadas slimibas un simptomus, kas var atSkirties no primaras

infekcijas (Louten J. 2023Db).

1.2.1 Alphaherpesvirinae

Pie Alphaherpesvirinae apaksdzimtas pieder herpes simplekss 1-2 (HSV-1, HSV-2) un
varicella zoster viruss (VZV), kas biezi inficé epitélija Stnas. Tiem raksturigi salidzinosi si
replikacijas cikli. Jaunu, inficétspgjigu virionu izveide HSV-1 un HSV-2 gadijuma aiznem 4-8
stundas, un novérots, ka VZV cikls aiznem 9-12 stundas (Demmler-Harrison 2009, Reichelt et
al. 2009).

Tiek uzskatits, ka globali 66,6% populacijas, vecuma lidz 49 gadiem, ir inficéti ar HSV-
1, tatu HSV-2 skar 13,2%, vecuma no 15-49 gadiem. Noverots, ka inficéto skaits abiem virusu
tipiem pieaug Iidz ar vecumu, ta¢u HSV-2 prevalence sievietém ir ievérojami augstaka (James
et al. 2020).

HSV litiski infic€ glotadas un adas epitéliju $tinas, pec ka tie latenti saglabajas periferos
sensoros neironos, kas innervé sakotngji inficéto saimniekorganisma rajonu. Latences faze
virusa genoms saglabajas saimniekorganisma Stinas kodola, tacu lielaka ta genoma dala tiek
inaktiv€ta. Viruss saimniekorganisma var uzturéties visu ta miizu, tacu dazadi faktori ka
ultravioleta radiacija, stress un audu bojajumi, var sekmét virusa reaktivaciju un atkartotu
savairo$anos. Reaktivétajam virusam parvietojoties pa aksoniem, tas nonak epitéliju $tinas un
atkartoti tajas vairojas. HSV-1 galvenokart izraisa aukstumpumpas (herpes labialis), virusam
latenti nostiprinoties triszaru nerva, tacu HSV-2 latence krustu ganglijos bieZi izraisa genitaliju
herpes (herpes genitalis) (Luecke and Paludan 2015, Kantor et al. 2014). Herpes labialis
izpausmes iesp&jamibu palielina saskare ar inficétu cilveéku siekalam, izmantojot inficetas
personas dzérienu vai kosmétikas piederumus. Herpes folikulitu izraisa HSV-1 infekcija matu
folikulas, kas novérojama virieSiem p&c bardas skuiSanas (Saleh et al. 2023).

VZV ir vienigais herpesviruss, kas izplatas caur elpoSanas sist€ému, galvenokart caur
aerosola piliniem, kas tiek izdaliti Skaudot un klepojot. Virusam raksturiga ieveérojama
virulence un tas primaras infekcijas gadijuma izraisa vgjbakas (varicella) kas parasti beérniem
izpauzas vieglaka forma. PieauguSiem vai individiem ar novajinatu imiinsistému bieZi rodas
pneimonija, ar izsitumiem saistitas sekundaras infekcijas un neirologiskas slimibas ka
encefalits un meningits. VZV reaktivacija izraisa jostas rozi (herpes zoster), kas novérota gados

vecakiem cilvékiem vai individiem ar novajinatu iminsistému. Slimibai raksturiga izsitumu
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veidosanas uz adas. Citas personas, kuram nav imunitate pret virusu, var infic€ties no

izsitumiem, kas veidojas uz jostas rozes pacientu adas (Louten 2023a).

1.2.2 Betaherpesvirinae

Pie Betaherpesvirinae pieder citomegaloviruss (CMV) un rozeolovirusu gintis (HHV-
6A, HHV-6B un HHV-7). CMV nosaukums cglies no grieku valodas cytos un megalo, noradot
uz liela izme@ra ieks$stinu veidojumiem, kas raksturigs ar CMV inficétam $tnam. No visiem
HHV, CMV ir vislielakais genoms, sasniedzot 230 kb garumu, kas satur 160-200 proteinus
kodgjosus génus, tacu neskatoties uz to, viriona kapsida izméri ir lidzigi citiem HHV (Fabrega-
Ferrer and Coll 2021). Primara CMV infekcija veseliem cilvékiem parasti nav simptomatiska,
tacu ta var izraisit mononukleozi, kurai raksturigi dazadi simptomi ka drudzis, izsitumi un
leikocitoze. Lai gan zinams, ka vairums mononukleozes gadijumu izraisa EpSteina-Barra viruss
(EBV), S0 slimibu paveidi, péc izraisitaja, izpauzas loti Iidzigi. Reaktivéts CMV var bt
dzivibai bistams imunsist€émas novajinatiem individiem, pieméram, pacientiem, kuriem veikta
organu transplantacija vai, kuri slimo ar iegitu imtndeficita sindromu, tas izraisa retinitu,
alveolu un gremosanas trakta ickaisumus, ka ari zinams, ka tas izraisa mukoepidermoidalo
karcinomu un iesp&jams ari prostatas vézi (Gupta & Shorman 2023, Louten 2023a).

HHV-6 un HHV-7 genoma izméri ir salidzino$i mazaki, attiecigi sasniedzot 162 kb un
153 kb garumu, kodgjot ~85 produktus. HHV-6 tiek iedalits divas sugas — HHV-6A un HHV-
6B, savstarpgji atSkiroties ar receptoriem, patogenitati un Stnu tropismu, tacu $Tm sugam
raksturiga ~90% lidziba. Rozeolovirusi sp€j inficét T limfocttus, visbiezak nobrieduSas CD4 T
Stnas, tatu HHV-6 inficeé ar1 dendritiskas Stinas, monocitus/makrofagus un dabiskas
galétajstnas, ka ari HHV-6 raksutrigs neirotropisms, uz ko norada pétijumi, Kur no smadzenu
paraugiem izdalits to virusu DNS. HHV-6 latenti nostiprinas kaulu smadzenés lokalizetas
hematopogtiskas cilmes §tinas, tacu HHV-7 — cirkulgjosos limfocitos (Louten 2023a).

Zinams, ka rozeolovirusi izraisa slimibas b&rniem, Ipasi izplatita ir roseola infantum, ko
galvenokart izraisa HHV-6 (King & Al Khalili 2023). Novérots, ka primaras HHV-6B un
HHV-7 infekcijas izraisa ievérojamu daudzumu ar drudzi saistitas 1€kmes, kas raksturigas
bérniem zem 2 gadu vecuma un retos gadijumos var izpausties ilgstoSas 1€kmes epizodes -

status epilepticus (Louten 2023a).
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1.2.3 Gammabherpesvirinae

Pie Gammaherpesvirinae piederoSie virusi - EBV un ar Kaposi sarkomu saistitais
herpesviruss (KSHV) latenti nostiprinas B limfocttos un ir saistiti ar $tnu transformaciju, kas
veicina audzgju attistibu.

EBV nosaukts par godu diviem zinatniekiem - Antonijs Epsteins un Ivona Barra, kuri
pirmo reizi izdalija EBV no vinu veidotas cilvéku limfocitu $tnu linijas. Gandriz 95%
pieaugusu cilvéku ir inficéti ar EBV. Bérniem EBV infekcijas biezi izpauzas asimptomatiksi
vai ar visparigiem, saaustéSanas lidzigiem simptomiem, tacu pieaugusiem un pusaudziem 90%
mononukleozes gadijumu izraisa EBV. Vairums pacientiem EBV izraisita mononukleoze
neizraisa nopietnas sekas un laika gaita slimiba paziid, tacu ta var izraisit vairakas nopietnas
traumas, ka liesas bojajumus, liesas izméru palielinaSanas (splenomegalijas) del. Ka ari,
mononukleozes del, pastiprinata limfocitu proliferacija biezi izraisa aknu un liesas izm&ru
palielinasanos (hepatosplenomegaliju) un limfmezglu pietuikumu. Tiek uzskatits, ka EBV
izraisa arT limfomas un nazofaringealos audz&jus (Hoover & Higginbotham, Louten 2023a).

KSHV nosaukts péc audzgja tipa no ka viruss pirmo reizi izdalits. Atskiriba no citiem
herpesvirusiem, KSHV seroprevalence ievérojami atskiras starp dazadiem pasaules regioniem
un ir zinami septini virusa tipi - A, B, C, D, E, F, un Z (Rewane & Tadi 2023). Lidzigi citiem
herpesvirusiem, vairums KSHV infekcijas imtinkompetentiem individiem ir asimptomatiskas,
tatu bérniem izpauzas ar drudzi un izsitumu veidoSanos un pieauguSiem cilvékiem ar
limfmezglu pietikumu, nogurumu un izsitumu veidos$anos. Infekcija ir ipasi bistami individiem
ar novajinatu imunsistému, kuriem ir paaugstinats Kaposi sarkomas attistibas risks (Louten
20233).

1.3 Herpesvirusu saistiba ar MS

Meta-analizes pétijuma, kura apskatiti 134 petijjumi, noverota korelacija starp
hepresvirusu infekcijam un MS. Herpesvirusu sastopamibas biezums MS pacientiem noverots
sekojosi - HSV-1 un/vai HSV-2 (32%), VZV (52%), EBV (74%), CMV (41%), HHV-6 (39%),
HHV-7 (28%) un HHV-8 (28%). Ka riska faktoru, iesp&jams, defingjot EBV, VZV un HHV-
6. L1dzigi rezultati iegiiti citos p&tijumos, kuros analizéts EBV, CMV un HHV-6 sastopamibas
biezums MS pacientiem, kuriem $o virusu infekcijas noverotas ievérojami biezak, salidzinot ar
kontroles grupam (Khalesi et al. 2023). Citos apskata p&tljumos novérota pozitiva sakariba
starp infenciozo mononukleozi un MS, noradot uz iesp&jamo EBV infekcijas ietekmi (Guan et

al. 2019). EBV saistibu ar MS pastiprina arT novérojums, ka pret EBV antigéniem, ipasi EBV
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nukleara antigéna-1,specifisku antivielu limenis paaugstinas pirms personai paradas MS
(Ascherio & Munger 2010). HHV-6, buadams neirotrofs viruss, ietekmé CNS un ir saistits ar
dazadam neirologiskam slimibam ka epilepsiju, encefalitu un drudzi saistitam 1ékmém, ka ari
tiek uzskatits, ka HHV-6 sekmé dazadu neirodegenerativu slimibu attisttbu ka MS un

Alcheimera slimiba (Khalesi et al. 2023, Santpere et al. 2020).

1.4 Potencialie MS biomarkieri

1.41LBP

Lipopolisaharida saistitaj proteins (LBP) ir ~60 kDa smags glikoproteins, kas atpazist un
saista lipopolisaharida (LPS) komponenti - lipidu A, kas noenkuro LPS pie gram negativu
baktériju $inu membranas (Raetz et al. 2007). LPS mé&dz saukt ar par endotoksinu, dél ta
noverotas ietekmes uz sepses izraisiSanu. Pateicoties LBP augstas afinitates pret LPS,
endotoksins no baktérijas membranas var tikt atbrivots un piesaistits pie LBP (Tan et al. 2014,
Je-Kyung et al. 2017). lzveidotais LPS-LBP komplekss caur briviem vai makrofagu un
monocitu membrana integrétiem CDI14 tiek transportéts uz TLR4/MD-2 kompleksu.
TLR4/MD-2 kompleksa receptoru aktivacija izraisa dazadas iekaisumu veicinoSas un
mazino$as iminreakcijas (Kopp et al. 2016).

Noverots, ka LPS veicina nervu sistémas iekaisuma veidoSanu un ir saistits ar dazadu
neirodegenerativu slimibu izraisiSanu, pieméram, Alcheimera un Parkinsona slimibu, ka ari
MS. Vairakus gadus pirms neirologiskas slimibas paradiS$anas, pacientiem novérojami
gremosSanas sist€émas simptomi ka caureja, slikta diisa, védera sapes un vemsana, Ko izraisa
gremoSanas sistémas mikrobioma disbioze — ievérojama patogénu savairo$anas attieciba pret
labveligam bakteérijam. Mikrobioma disbioze veicina iekaisuma veidoSanos, zarnu caurlaidibas
palielinaganos un rada bojajumus asins-smadzenu barjeraa. Smadzenes un gremosanas sistémas
savstarpgja ietekme tiek deveta par zarnu-smadzenu asi, caur ko mikrobioma disbioze spgj
negativi ietekmét CNS. Patogénu savairo$anas veicina dazadu potenciali toksisku metabolitu
daudzuma pieaugumu, kas caur zarnu sieninu var nonakt asinsrité, LPS gadijuma, izraisot
endotoksémiju. Talak Sie metaboliti caur bojato asins-smadzenu barjeru nonakt CNS. Tacu
asins-smadzenu barjeras bojajumi lauj CNS nonakt arT aktivétiem leikocitiem, kas veicina
ickaisuma veidoSanos un neironu apoptozi, rezultata sekmé&jot neirodegeneraciju (Kalyan et
al. 2022).
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MS pacientiem un modelorganismiem, kam ar LPS induc@ts MS, noveérots augstaks LPS
un LBP saturs asinis, muguras un galvas smadzenés. Tas izskaidrojams ar faktu, ka LPS veicina
LBP sintézi, kas ir iemesls kad€] LBP ir izmantojams ka endotoksémijas un iesp&jams art MS

biomarkieris (Kalyan et al. 2022, Escribano et al. 2017).

1.4.2 CD14

CD14 ir glikoproteins, kas funkcioné ka koreceptors TLR, nodroSinot nespecifiskas
imunitates aktivaciju. ST proteina génu ekspresija raksturiga makrofagiem, neitrofiliem un
dendritiskajam $tnam, bet zemaka apjoma arT T $iinam un B §tnam. Nov&rotas divas CD14
formas. mCD14 - 55 kDa smagais receptors, kas integréts imiin§iinu membrana, ko nodrosina
GPI enkurs un sCD14 - 48/56 kDa receptors, kas eksisté briva forma, ko imtin$tinas sekreté un
GPI enkuru nesatur (Sharygin et al. 2023, Marcos et al. 2010).

Augsts seruma sCD14 saturs noveérots MS pacientiem, salidzinot ar cilvékiem, kuri ir
veseli un cies no citam nerologiskam slimibam, ka meningita, encefalita un mielita. RRMS un
SPMS gadijumos noverots augstaks SCD14 saturs, ka PPMS, tacu sekretéta receptora
daudzumu ar7 ietekmé slimibas aktivitate. Augstaks daudzums novérots pacientiem, kuriem
slimiba ir stabila, salidzinot ar tiem, kuriem noveérota akiita relapse un progresgjosa slimiba,
tacu akitas relapses brizos novérots ievérojami zemaks SCD14 daudzums, ka progres€josas

slimibas gadijumos (Lutterotti et al. 2006).

1.4.3 IFN-y

Interferons gamma (IFN-y) ir citokins, ko producé T limfociti, makrofagi, epitelialas
Stinas un dabigas galétajsunas. Citokinam saistoties ar IFN-y receptoru, tiek aktivéts JAK-
STAT signalcel$ ierosinot IFN-y saistito génu transkripciju. JAK-STAT aktivacija koordiné
leikocitu transportu, Stinu proliferaciju un apoptozi, ka ari veicina antimikrobialo un
antitumoralos efektus. IFN-y receptoru veido divas subvienibas - IFN-yR1 un IFN-yR2, kas
katra nodros$ina savu funkciju aktivgjoties dazados apstaklos (Ding et al. 2022).

IFN-yR ir saistits ar dazadam imiinsist€ému saistitam slimibam. Receptora trilkums izraisa
slimibu iestasanos, tacu parekspresija sp€j radit iekaisumu veidoSanos vai veicinat ar traumu

saistitu signalu aktivéSanu, kas ierosina slimibu attistibu, pieméram, IFN-y stimul&jot
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astrocitus, tie iesp&jams sp&j klit neirotoksiski (Ding et al. 2022). Dazadu neirodegenerativu
slimibu klatbutné, ka Alcheimera slimibas, Parkinsona slimibas un MS, aktivetiem astrocitiem
novérota ieveérojami augstaka IFN-yR ekspresija (Hashioka et al. 2009). Ka arT MS novérota
pozitiva korelacija starp paaugstinatu IFN-y Iimeni un CNS peréklu veidosanos. Veselas peles
imuniz€jot ar encefalitogéniem Thl limfocitiem, kas producé IFN-y, sp& ierosinat

eksprerimentalo autoimiino encefalomielita attistibu (Arellano et al. 2015).

1.4.4 TNFRSF17

Tumora nekrozes faktoru receptoru dzimtas parstavis 17 (TNFRSF17), jeb brivs B §tnu
nobriesanas antigéns (SBCMA) ir receptors, ko galvenokart ekspresé atminas B $tinas un
plazmas Stinas. Receptoram saistoties ar saviem ligandiem — B $tinu aktivéjoSo faktoru un
proliferaciju induc€joso ligandu, nodroSina S§tnu proliferaciju, asinsvadu jaunveidi, un
osteoklastu aktivaciju (Wang et al. 2022). Ta¢u uzskatams, ka TNFRSF17 ekspresija ir ari
saistita ar dazadu audz€ju un autoimiino slimibu attistibu. Noveérots, ka TNFRSF17 trikuma
pelém attistas B SGnu limfoproliferativais trauc€ums, izraisot abnormalu limfocitu
savairo$anos un iminsist€mas novajinasanos (Vaillant & Stang 2023, Coquery & Erickson
2012). Noskaidrots, ka augsta TNFRSF17 koncentracija CSF ir saistita ar ickaisumu, kas

novérojama MS un korel€ ar B $tinu aktivitati. (Mahler et al. 2020).
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2. tabula.

Darba izmantotie materiali
Table 2.

Materials used in this study

2. MATERIALI UN METODES

2.1 Materiali

Materials/Material

Apraksts/Description

Razotajs/Manufacturer

Mikropipetes

Finnpipette F2, 0,5-5 pL

Finnpipette F2, 10-100 pL

Finnpipette F2, 20-200 pL

Finnpipette Focus Short,
100-1000 pL

Thermo Fisher Scientific,
ASV

Tacta, 8 Channel, 30-300 pL

Proline Plus, Single
Channel, 0,5-10 pL

Sartorius AG, Vacija

Pipesu uzgali

BioSphere Quality Tips, 0,1-
20 pL

BioSphere Filter Tips, 100-
1000 pL

Pipette Tip, 300 pL

Sarstedt, Vacija

Finntip Flex Filter Sterile,
200 pL

Thermo Fisher Scientific,
ASV

Reakciju stobrini

1,5ml, 2 ml

Thermo Fisher Scientific,
ASV

DNA-/DNase-/RNase-free,
0,5 ml

Sarstedt, Vacija

Mercilindrs 1000 ml SIMAX, Cehija
Erlenmeijera kolba Boro 3.3, 300 ml ChemLand, Polija
Sejas aizsargmaska Aizsargmaska pret UV )

starojumu

Vates kocini

Raucotupf Cotton-tipped
Applicators

L&R, Vacija

Citi biezi izmantotie materiali: vienreizlietojamie gumijas cimdi, skéres, pincetes,

salvetes, rakstampiederumi.
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3. tabula.
Darba izmantotas iekartas

Table 3.
Devices used in this study

Iekarta/Device Apraksts/Description Razotajs/Manufacturer
Spektrofotometrs NanoDrop, ND-1000 Xgr\l?Drop Technologies,
) Mikrospin FV-2400 _ _
Vorteksi Bio Vortex /1 Biosan, Latvja
Minispin Eppendorf, Vacija
Centrifugas Microlitre Centrifuge - Z _ .
216 MK HERMLE, Vacija
Zav&jamais skapis - MEMMERT GmbH, Vacija
Mikrovilnu krasns - Candy, Italija
Kratitajs PS-4 LaboTek, Danija
NanoDrop Technologies,
ND-1000 V3.5.2 ASV/
Seegene Viewer v2.0 Seegene Inc., Dienvidkoreja
Bio-Rad CFX Manager Bio-Rad, ASV
Datorprogrammas - —
Skanlt RE 7.0 Thermo Fisher Scientific,
' ASV
GraphPad 9 GraphPad Software, ASV
VisionWorksLS 8.1.1 UVP, Vacija
Mikroplates nolasitajs Varioskan LUX ;r;e\;mo Fisher Scientific,
Termobloks SC-24NC Biosan, Latvija
Termostats TS-100C Biosan, Latvija
Termociklizators - C1000 .
PCR iekartas Touch Bio-Rad, ASV
gPCR modulis - CFX96 Bio-Rad, ASV
Elektroniskie svari PLJ 510-3M Kern & Sohn, Vacija
Elektribas padeves iekarta - | Amersham Pharmacia
EPS 301 Biotech, Zviedrija
Elektroforézes iekartas Rezervuars - multiSUB C.I eav?r_s?.lentlflc'
Lielbritanija
BioSpectrum Imaging BioSpectrum®, ASV
System
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4. tabula.

Darba izmantotie komercialie reagentu komplekti

Table 4.

Commercial kits used in this study

Reagents, reagentu komplekts/Reagent, reagent Kit

Razotajs/Manufacturer

Herpes Simplex Virus Type 1 IgG
ELISA, EIA-3485

Herpes Simplex Virus Type 1 IgM
ELISA, EIA-3486

Herpes Simplex Virus Type 2 1gG
ELISA, EIA-3487

Herpes Simplex Virus Type 2 IgM
ELISA, EIA-3488

DRG Instruments GmbH,
Vacija

Anti-VZV ELISA (IgG), EI 2650-
9601 G

Anti-EBV-CA ELISA (IgG),
El 2791-9601 g

Euroimmun, Vacija

Anti-CMV ELISA (1gG), EI 2570-
9601 G

Euroimmun, Vacija

NovaLisa Cytomegalovirus

Novatec Immundiagnostica

MG9700X

ELISA (CMV) IgM, CMVM0110 GmbH
Epstein-Barr Virus (VCA) IgM
ELISA, DEEBVMO0150 Demeditec Diagnostics
Varicella-Zoster Virus (VZV) IgM | GmbH, Vacija
ELISA, DEVZVM0490
ELISA-VIDITEST anti-HHV-6
IgG, ODZ-235 ..
ELISA-VIDITEST anti-HHv-6 | V/D!A Ltd., Cehija
IgM, ODZ-345
BioOcean® Human sCD14 .
ELISA Kit, EK1101 BioOcean®, ASV
Human TNFRSF17/BCMA Boster Biological
ELISA Kit PicoKine®, EK0661 Technology, ASV
Human IFNg(Interferon Gamma) | ELK Biotechnology
ELISA Kit, ELK1036 CO.,LTD, Kina
Enzyme Immunoassay for
Quantification of free human LBP, | ChromaTec GmbH, Vacija
Cat.:044 Lot 231123
DNS/RNS AllPrep DNA/RNA Mini Kit (50), Qiagen. Vaciia
izol&¥ana 80204 > vacl
PCR Allplex Meningitis-V1 Assay, Seegene Inc., Dienvidkoreja
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Fenols - -
Hloroforms - -
0,5ml 1M Tris HCI, 0,125 ml 2
Lizésanas buferis | M MgCly, 0,125 ml 4 M NaCl, -
dH-0
Proteinazes K 5.85 ¢ 0.375 mM NacCl, 23.98 g i
buferis 0.5 M EDTA, dH20
PCR buferis 10x Taq Buffer with KCI, 1.25 ml
Elekt.mforezes 50x TAE Electrophoresis Buffer
buferis Thermo Fisher Scientific
dNTP 10 mM, dNTP Mix, 1 ml ASV '
MqgCl, 25 mM MgCl2, 1.25 ml
DN polimerdze ELSJ U/ul Tag DNA Polymerase, 500
Agaroze StarPure Agarose STARLAB GmbH, Vacija
Elektroforézes . Thermo Fisher Scientific,
buferis 50x TAE Electrophoresis Buffer ASV
I_31010g1Jas tirilbas | AcCUGENE Molecular Biology Lonza, Belgija
udens Water ’
L. GS268 ) .
Praimeri GS269 Metabion, Vacija

2.2 Pétijuma grupas

Péttjums veikts atbilsto$i dro§ibas standartiem, ar Rigas Stradina universitates Etikas
komitejas atlauju Nr. 2-PEK-4/35/2023, kas izsniegta 2023. gada 7. janvari. Visi pétijuma
ieklautie pacienti deva rakstisku piekriSanu dalibai petijuma.

Pétijuma ieklauti 47 pacienti (10 viriesi un 37 sievietes), vecuma no 18 Iidz 73 gadiem,
kuriem diagnosticéta recidivgjosi remit€josa multipla skleroze, un kuri stacion€ti Rigas
Austrumu kliniskas universitates slimnicas neirologijas un neirokirurgijas klinikas 7. nodala.

Ka kontroles grupa, pétijuma ieklauti 38 praktiski veseli individi (17 viries$i un 21
sievietes), vecuma no 26 1idz 63 gadiem, kuru periféro asinu un no §inam brivas asins plazmas
paraugi glabajas Rigas Stradina universitates Zinatnes centra Mikrobiologijas un virusologijas

institata biobanka.

2.3. Paraugu ievaks§ana un sagatavosSana

Sertific€ts medicinas personals, atbilstosi standartizétam protokolam, no katra pacienta
panéma periféro asinu paraugu speciala asins paraugu ievakSanas stobrina, kas satur

antikoagulantu K2EDTA. Paraugs talak tika nogadats Rigas Stradina universitates Zinatnes
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brivu asins plazmu ieguva izmantojot centrifugéSanas metodi un PBMC atdalija ar Ficoll

gradienta metodi.

2.4. DNS izdaliSana no PBMC un no §iinam brivas asins plazmas

DNS izdali$anai no PBMC un no $tinam brivas asins plazmas paraugiem tika izmantots
AllPrep DNA/RNA Mini Kit (Qiagen, Vacija) materialu un reagentu komplekts, saskana ar
razotaja protokolu.

1. 200 pl parauga tika homogenizéts, tam pievienojot 350 pl RLT Plus buferi un samaisot,
péc ka paraugu centrifugéja 3 minttes 13400 rpm.

2. 550 pl lizata iepildija AllPrep DNS kolonna, kas ievietota 2 ml stobrina, péc ka kolonna
tika centrifugéta 30 sekundes 10000 rpm.

3. Kolonna, uz ka membranas piesaistijusies DNS, tika ievietota jauna 2 ml stobrina.

4. Kolonna pievienoja 500 ul AW1 buferi un centrifuggja 15 sekundes 10000 rpm.

5. Kolonnu ievietoja jauna 2 ml stobrina, taja pievienoja 500 ul AW?2 bufera un centrifuggja

2 minttes 13400 rpm.

6. AllPrep kolonnu ievietoja jauna 1,5 ml stobrina, uz kolonnas membranas uzpilinaja 50

Ml (ja DNS izdalija no PBMC parauga) vai 30 pl (ja DNS izdalija no plazmas parauga)

EB buferi un inkubg&ja 1 minati istabas temperatiira.

7. Pé&c inkubacijas kolonnu centrifuggja 1 mintti 10000 rpm, un izdalita DNS tika eluéta 1,5

ml stobrina.

2.5 DNS izdaliSana no periférajam asinim

DNS no periféero asinu paraugiem izdalija izmantojot fenola-hloroforma metodi.
Vispirms 0,5 ml parauga pievienoja 1 ml liz§joso buferi, ka pagatavosanai uz 50 ml izmantoja:
0,5ml 1 M Tris HCI, 0,125 ml 2 M MgCly, 0,125 ml 4 M NaCl un 3x dH20 lidz 50 ml atzimei,
un paraugu samaisija, lai liz€tu parauga esoSos eritrocitus. Lai nogulsnétu Stnas paraugu
centrifuggja 3 mintites 10000 rpm. Talak tika nonemts supernatants un, lai atmazgatu $iinas,
nogulsném pievienoja 1 ml 3x dH20, p&c ka paraugu samaisija un centrifugéja 3 mintates 10000
rpm. Nonéma supernatantu un nogulsném pievienoja 80 pl proteinazes K buferi, ka
pagatavosanai uz 50 ml izmantoja: 5,85 g 0,375 mM NacCl, 23,98 g 0,5 M EDTA un 3x dH20
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11dz 50 ml atzimei - proteinu SkelSanai, 20 pl 20% SDS - leikocitu membranas skelSanai, 15 pl
proteinkinazes K - peptidsaites $kelSanai. Paraugu samaisija un inkubg&ja vismaz 4 stundas
55° C.

Péc inkubacijas paraugam pievienoja 0,5 ml fenola, lai attiritu paraugu no
piemaisijumiem, un to samaisija vorteks¢jot. DNS ekstragésanai, paraugu konstanti maisija 15
minites izmantojot maisitaju, péc ka paraugu centrifugéja 10 minates 10000 rpm. No parauga
tika atdalits supernatants un tas iepildits jauna 1,5 ml stobrina, kam pievienoja 250 pl fenola
un 250 pl hloroforma, péc ka paraugu samaisija vorteksgjot. Tad 10 mindtes veica DNS
ekstragesanu, péc ka paraugu centrifugéja 10 minttes 10000 rpm. Supernatantu parnesa jauna
1,5 ml stobrina, kam pievienoja 0,5 ml hloroforma, péc ka paraugu samaisija vorteks¢jot. 10
miniites veica DNS ekstragénsanu, péc ka paraugu centrifugéja 10 mintites10000 rpm.
Supernatantu parnesa jauna 1,5 ml stobrina, kam pievienoja 1 ml ledusaukstu 96% etanolu, p&c
ka paraugu viegli samaisija invert§jot 1,5 ml stobrinu ar rokam. Talak paraugu 15 miniites
centrifuggja 14000 rpm, +4°C. Stobrina esos$0 etanolu nol&ja un pievienoja 1 ml ledusaukstu
70% etanolu, péc ka paraugu 15 mintites centrifugéjal4000 rpm, +4°C. Stobrina esoso etanolu
nol&ja un DNS zavéja, novietojot tos uz filtrpapira otradi ar atveértiem vaciniem. Kad DNS bija
apméram 2 stundas, péc tam DNS uzglabaja +4° C lidz vienam ménesim. llgtermina

uzglabaSanai DNS ievietoja -20°C.

2.6 DNS koncentracijas noteikSana

Izdalitas DNS koncentraciju parauga noteica spektrofotometriski, izmantojot NanoDrop
1000 spektrofotometru un datorprogrammu - ND-1000 V3.5.2., mérot parauga absorbciju pie
260 nm vilpa garuma. Darba gaita:
1. Veica iekartas iniciaciju un kalibraciju, izmantojot no DNazém, RNazém un proteazém
attiritu Gdeni.
2. Uznesa 2 pl DNS parauga uz mérisanas platformas un mérija DNS koncentraciju.

3. Ik p&c katra piekta koncentracijas meérijjuma, veica iekartas kalibraciju.

Papildus mérfjjumiem pie 260 nm vilnu garuma, izmanto mérjjumus ari pie citu vilpu

garuma, lai noteiktu dazadu piemaisijumu daudzumu DNS parauga. 280 nm vilnu garumu
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absorb€ proteini un fenols, tacu absorbcija pie 230 nm norada uz proteinu, EDTA, oglhidratu,
lipidu un salu piemaisijumiem. Piem&ram, attieciba Azso pret Azgo, norada uz parauga esosas
DNS koncentracijas attiecibu pret minétajiem piemaisijumiem, jeb DNS tiribu (Lucena-

Aguilar et al. 2016).

2.7 DNS kvalitates parbaude

No periférajam asinim, PBMC un no §tinam brivas asins plazmas izdalitas DNS kvalitati
parbaudija nosakot B-globina géna sekvences klatbiitni taja, izmantojot PCR metodi. Par
negativo kontroli reakcija izmantoja molekularas biologijas tiribas tideni un par pozitivo

kontroli reakcija izmantoja ieprieks parbauditu DNS paraugu.
B-globina géna sekvences klatbiitne noteikta izmantojot sekojoSus praimerus:
GS268 5>-ACACAACTGTGTTCACTAGC-3°
GS269 5’>-TGGTCTCCTTAAACCTGTCTTG-3’

Vienam paraugam izmantoja 2 pl izdalitas DNS (300 ng/reakcija) un 23 pl PCR

maisijumu, kas saturgja:

10x PCR buferis 2,5 ul
25 nM MgCl; 2 ul
10 nM dNTP 0,5 ul

27,5 nM GS268 praimeris | 0,1 pl
30,5 nM GS269 praimeris | 0,1 pl

5 U/ul Taq polimeraze 0,1 pl

Molekularas biologijas 17,7 pl

tiribas udens

Reakcijas apstakli:
Sakotng&ja denaturacija — 3 min. 95°C;
Amplifikacija (40 cikli):
1. DNS denaturacija — 30 sek. 95°C;
2. Praimeru hibridizacija — 30 sek. 55°C;
3. DNS sintéze — 45 sek. 72°C;
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Noslédzosa sintéze — 7 min. 72°C;

Uzglabasana — +4° C.

legtitos PCR rezultatus analiz€ja elektroforétiski 1,7% agarozes g€la un vizualizgja
izmantojot iekartu BioSpectrum Imaging System. Iegiita amplifikacijas produkta izm&ru 200 bp
noteica ar markieri pUC19 DNA/Mspl (Hpall), 23. DNS, kas izdalita no periférajam asinim vai
PBMC, uzskatija par kvalitativu, ja ta saturéja B-globina géna sekvenci, tacu DNS, kas izdalita
no $tnam brivas asins plazmas uzskatija par kvalitativu, ja ta nesaturgja P-globina géna

sekvenci.

2.8 Cilveka herpesvirusu klatbiitnes noteik§ana ar multiplex reala laika
PCR

Septinu cilvéka herpesvirusu (HSV-1, HSV-2, VZV, EBV, CMV, HHV-6 (A, B) un
HHV-7) noteikSanai DNS paraugos izmantoja komerciali pieejamu multiplex reala laika PCR
komplektu (Allplex Meningitis-V1 Assay, Seegene, Dienvidkoreja) un reala laika PCR iekartu
CFX96 Real-Time System (Bio-Rad, ASV), kas savienota ar programmu Bio-Rad CFX
Manager. legiitos rezultatus analiz€ja datorprogramma Seegene Viewer v2.0. Herpesvirusu
klatbtitnes noteikSanai vienam paraugam izmantoja 5 pl DNS un 15 ul PCR maisijuma ar

sekojosu saturu:

MG-V1 MOM 5l
EM4 5l
EM4 Buferis 4 ul
leksgja kontrole 1pl

Reakcijas apstakli:

Solis Ciklu skaits Temperatiira Ilgums
1 50°C 20 min
2 . 95°C 15 min
3 95°C 10 sek
4* 45 60°C 15 sek
5* 72°C 10 sek

* - Fluorescence FAM, HEX, Cal Red 610 un Quasar 670 kanalos tiek detekt&ta 4. un 5. soli.
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2.9 EBY specifisko antivielu noteik§ana

Visas ELISA mikroplates tika nolasttas izmantojot iekartu Varioskan LUX (Thermo
Scientific, ASV), kas savienota ar programmu Skanlt RE 7.0.

EBV specifisko antivielu klatbatni plazmas paraugos noteica izmantojot netieSo ELISA
metodi, kur pozitiva rezultata gadijuma parauga esosie IgG vai IgM saistas pie virusa kapsida
antigéniem, ar ko noklata plates bedrite.

IgG semikvantitativu daudzumu parauga noteica izmantojot Anti-EBV-CA ELISA (IgG)
materialu un reagentu komplektu, rikojoties péc komplekta noradita protokola, kas sastavéja
no sekojosiem punktiem:

1. Sagatavoti visi nepiecieSamie reagenti (mazgasanas buferis, standarti...);
2. Paraugi atskaiditi ar paraugu buferi, 1:100;
3. Plate duplikatos iepilditi 100 pl katrs standarts, pozitiva kontrole, negativa kontrole un
paraugu buferis ka fona, jeb Blank mé&rijums;
Plate iepilditi 100 pl atSkaidita parauga;
Plate inkub&ta 30 miniites istabas temperatira;
Plate mazgata 3 reizes, izmantojot mazgasanas buferi;
Katra bedrite iepilditi 100 ul HRP konjugata;

Plate inkub&ta 30 miniites istabas temperatlira, sargajot no tieSas saules gaismas;
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Plate mazgata 3 reizes izmantojot mazgasanas buferi;

10. Katra bedrite iepilditi 100 pl TMB substrata;

11. Plate inkubé&ta 15 miniites istabas temperatiira, tumsa;

12. Katra plates bedritg iepilditi 100 pul STOP (H2SO4) skidums;

13. Veikti optiska bltivuma (OD) mérijumi katra bedrite pie 450 nm vilnu garuma.

IgM esamiba paraugos noteikta izmantojot Epstein-Barr Virus (VCA) IgM ELISA
materialu un reagentu komplektu un rikojoties péc komplekta noradita protokola.
1. Sagatavoti testam nepiecieSamie reagenti,
2. Paraugi atskaiditi ar paraugu atSkaidijuma buferi, 1:100;
3. Plate iepilditi 100 pl katrs paraugs, standarts, pozitiva kontrole, negativa kontrole, bet
fona mérfjuma bedrite atstata tuksa;
4. Plate inkubéta 1 stundu 37° C;

5. Plate mazgata 3 reizes, izmantojot mazgasanas buferi;
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6
7
8.
9. Katra bedrite iepilditi 100 ul TMB substrata;

Katra, iznemot fona, bedrite iepilditi 100 ul HRP konjugata;
Plate inkubgta 30 minttes istabas temperatiira, sargajot no tieSas saules gaismas;

Plate mazgata 3 reizes izmantojot mazgasanas buferi;

10. Plate inkub&ta 15 miniites istabas temperatiira, tumsa;

11. Katra plates bedrite iepilditi 100 ul STOP (H2SO4) skidums;

12. Veikti OD merfjumi katra bedrite pie 450 nm vilnu garuma.

2.10 HHV-6 specifisko antivielu noteikSana

HHV-6 specifisko antivielu klatblitni plazmas paraugos noteica izmantojot netieSo

ELISA metodi, kur pozitiva rezultata gadijuma paraugos esosais IgG vai IgM saistisies pie

virusa antigéniem, ar ko noklatas plates bedrites.

IgG esamiba paraugos noteikta izmantojot ELISA-VIDITEST anti-HHV-6 1gG materialu

un reagentu komplektu un rikojoties péc komplekta noradita protokola.

1.
2.
3.

4
5
6.
.
8
9

Sagatavoti testam nepiecieSamie reagenti;
Paraugi atskaiditi ar paraugu atSkaidijuma buferi, 1:100;
Plate iepilditi 100 pl katrs paraugs, standarts, pozitiva kontrole, negativa kontrole un

paraugu atSkaidijumu buferis ka fona mérijums;

. Plate inkubéta 30 miniites 37° C;

Plate mazgata 4 reizes, izmantojot mazgaSanas buferi;
Katra bedrite iepilditi 100 ul HRP konjugata;

Plate inkubéta 30 miniites 37° C, sargajot no tieSas saules gaismas;

. Plate mazgata 4 reizes izmantojot mazgasanas buferi;

. Katra bedrite iepilditi 100 ul TMB substrata;

10. Plate inkubé&ta 15 miniites istabas temperatiira, tumsa;

11. Katra plates bedrite iepilditi 100 ul STOP (H2SO4) skidums;

12. Veikti OD mérijumi katra bedritg pie 450 nm vilnu garuma.

IgM esamiba paraugos noteikta izmantojot ELISA-VIDITEST anti-HHV-6 IgM materialu

un reagentu komplektu un rikojoties p&c komplekta noradita protokola.

1.
2.

Sagatavoti testam nepiecieSamie reagenti;

Paraugi atSkaiditi ar paraugu atSkaidijuma buferi, 1:100;
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Plat€ iepilditi 100 pl katrs paraugs, standarts, pozitiva kontrole, negativa kontrole un

paraugu atSkaidijumu buferis ka fona merijjums;

. Plate inkubéta 30 mintites 37° C;
. Plate mazgata 4 reizes, izmantojot mazgasanas buferi,

4
5
6.
.
8
9

Katra bedrite iepilditi 100 ul HRP konjugata;
Plate inkubeta 30 minttes 37° C;

. Plate mazgata 4 reizes, izmantojot mazgasanas buferi,

. Katra bedrité iepilditi 100 ul TMB substrata;

10. Plate inkub&ta 15 miniites istabas temperatiira, tumsa;

11. Katra plates bedrite iepilditi 100 ul STOP (H2SO4) skidums;

12. Veikti OD mérfjumi katra bedrite pie 450 nm vilnu garuma.

2.11 CMV specifisko antivielu noteikSana

CMV specifisko antivielu klatbiitni plazmas paraugos noteica izmantojot netieSo ELISA

metodi, kur pozitiva rezultata gadijuma paraugos esoSais IgG un/vai IgM saistisies pie

specifiskiem antigéniem, ar ko noklatas plates bedrites.

IgG esamiba paraugos noteikta izmantojot Anti-CMV ELISA (IgG) materialu un reagentu

komplektu un rikojoties péc komplekta noradita protokola.

1.
2.
3.

Sagatavoti testam nepiecieSamie reagenti;
Paraugi atskaiditi ar paraugu buferi, 1:100;
Platé duplikatos iepilditi 100 pl katrs standarts, pozitiva kontrole un paraugu buferis ka

fona mérijums;

. Plate iepilditi 100 pl atSkaidita parauga;
. Plate inkubéta 30 miniites istabas temperatura;

4
5
6.
.
8
9

Plate mazgata 3 reizes, izmantojot mazgasanas buferi;

. Katra bedrité iepilditi 100 ul HRP konjugata;

Plate inkubgta 30 mintes istabas temperatiira;

Plate mazgata 3 reizes, izmantojot mazgasanas buferi;

10. Katra bedrite iepilditi 100 ul TMB substrata;

11. Plate inkubé&ta 15 miniites istabas temperatiira, tumsa;

12. Katra plates bedrité iepilditi 100 ul STOP (H2SO4) skidums;

13. Veikti OD mérfjumi katra bedrité pie 450 nm vilnu garuma.
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IgM esamiba paraugos noteikta izmantojot NovalLisa Cytomegalovirus (CMV) IgM

materialu un reagentu komplektu un rikojoties péc komplekta noradita protokola.

1.
2.
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Sagatavoti testam nepiecieSamie reagenti;

Paraugi atSkaiditi ar paraugu atSkaidijuma buferi, 1:100;

Platé duplikatos iepilditi 100 pl katrs standarts, pozitiva kontrole, negativa kontrole, bet
fona mérfjuma bedrite atstata tuksa;

Platg iepilditi 100 pl atSkaidita parauga;

Plate inkubéta 1 stundu 37° C;

Plate mazgata 3 reizes, izmantojot mazgaSanas buferi;

Katra, iznemot fona bedrité iepilditi 100 pl HRP konjugata;

Plate inkub&ta 30 miniites istabas temperatiira,

Plate mazgata 3 reizes, izmantojot mazgaSanas buferi;

. Katra bedrite iepilditi 100 ul TMB substrata;
11.
12.
13.

Plate inkub&ta 15 miniites istabas temperatiira, tumsa;
Katra plates bedrite iepilditi 100 pl STOP (H2SOs) Skidums;

Veikti OD mérijumi katra bedrité pie 450 nm vilpu garuma.

2.12 HSV-1 specifisko antivielu noteikS§ana

HSV-1 specifisko antivielu klatbtitni plazmas paraugos noteica izmantojot netieSo

ELISA metodi, kur pozitiva rezultata gadijuma paraugos esosais IgG un/vai IgM saistisies pie

specifiskiem antigéniem, ar ko noklatas plates bedrites.

IgG esamiba paraugos noteikta izmantojot Herpes Simplex Virus Type 1 IgG ELISA

materialu un reagentu komplektu un rikojoties péc komplekta noradita protokola.

1.
2.

Sagatavoti testam nepiecieSamie reagenti,

Paraugi atSkaiditi ar paraugu atSkaidijuma buferi, 1:100, p&c ka tie inkub&ti 15 miniites
istabas temperatura;

Plate duplikatos iepilditi 100 pl katrs standarts, pozitiva kontrole, negativa kontrole, bet
fona mérijjuma bedrite atstata tuksa;

Plate iepilditi 100 pl atSkaidita parauga;

Plate inkubéta 1 stundu 37° C;

Plate mazgata 5 reizes, izmantojot mazgasanas buferi;
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10.
11.
12.
13.

Katra, iznemot fona bedrite iepilditi 100 ul HRP konjugata;
Plate inkubgta 30 minttes istabas temperatiira;

Plate mazgata 5 reizes, izmantojot mazgaSanas buferi;

Katra bedrité iepilditi 100 ul TMB substrata;

Plate inkubgta 15 minttes istabas temperatiira, tumsa;

Katra plates bedrite iepilditi 100 pl STOP (H2S04) Skidums;

Veikti OD mérijumi katra bedrité pie 450 nm vilnu garuma.

IgM esamiba paraugos noteikta izmantojot Herpes Simplex Virus Type 1 IgM ELISA

materialu un reagentu komplektu un rikojoties péc komplekta noradita protokola.

1.
2.
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Sagatavoti testam nepiecieSamie reagenti;

Paraugi atSkaiditi ar paraugu atSkaidijuma buferi, 1:50, p&c ka tiem pievienots anti-1gG
antivielu saturoSs Sskidums, 1:1, un paraugi inkubéti 15 miniites istabas temperatiira;
Platé duplikatos iepilditi 100 ul katrs standarts, pozitiva kontrole, negativa kontrole, bet
fona mérfjuma bedrite atstata tuksa;

Platg iepilditi 100 pl atskaidita parauga;

Plate inkubéta 1 stundu 37° C;

Plate mazgata 5 reizes, izmantojot mazgaSanas buferi;

Katra, iznemot fona bedrité iepilditi 100 pl HRP konjugata;

Plate inkubg&ta 30 miniites istabas temperatiira,

Plate mazgata 5 reizes, izmantojot mazgasanas buferi;

. Katra bedrite iepilditi 100 ul TMB substrata;
11.
12.
13.

Plate inkubg@ta 15 miniites istabas temperatiira, tumsa;
Katra plates bedrite iepilditi 100 pl STOP (H2SOs) Skidums;

Veikti OD mérijumi katra bedrité pie 450 nm vilnu garuma.

2.13 HSV-2 specifisko antivielu noteikS§ana

HSV-2 specifisko antivielu klatbttni plazmas paraugos noteica izmantojot netieSo

ELISA metodi, kur pozitiva rezultata gadijuma paraugos esoSais IgG vai IgM saistisies pie

rekombinantiem, virusa tipa specifiskiem gG2 protetniem, ar ko noklatas plates bedrites.
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IgG esamiba paraugos noteikta izmantojot Herpes Simplex Virus Type 2 1gG ELISA

materialu un reagentu komplektu un rikojoties péc komplekta noradita protokola.

1.
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Sagatavoti testam nepiecieSamie reagenti;

Paraugi atSkaiditi ar paraugu atskaidijuma buferi, 1:100;

Plat€ duplikatos iepilditi 100 pul standarts, pozitiva kontrole un negativa kontrole;
Plate iepilditi 100 pl atSkaidita parauga;

Plate inkubéta 1 stundu 37° C;

Plate mazgata 5 reizes, izmantojot mazgaSanas buferi;

Katra bedrite iepilditi 100 ul HRP konjugata;

Plate inkubgéta 30 minttes istabas temperatiira;

Plate mazgata 5 reizes, izmantojot mazgasanas buferi;

. Katra bedrite iepilditi 100 ul TMB substrata;
. Plate inkubg@ta 15 minttes istabas temperatiira, tumsa;
. Katra plates bedrite iepilditi 100 pl STOP (H2S04) skidums;

. Veikti OD mérfjumi katra bedrité pie 450 nm vilnu garuma.

IgM esamiba paraugos noteikta izmantojot Herpes Simplex Virus Type 2 IgM ELISA

materialu un reagentu komplektu un rikojoties péc komplekta noradita protokola.

1.
2.
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Sagatavoti testam nepiecieSamie reagenti;

Paraugi atskaiditi ar paraugu atskaidijuma buferi, 1:50, p&c ka tiem pievienots anti-lgG
antivielu saturoSs Skidums, 1:1, un paraugi inkubéti 15 mintites istabas temperatiira;
Plateé duplikatos iepilditi 100 ul standarts, pozitiva kontrole, negativa kontrole, bet fona
meérfjuma bedrite atstata tukSa;

Platé iepilditi 100 pl atSkaidita parauga;

Plate inkubéta 1 stundu 37° C;

Plate mazgata 5 reizes, izmantojot mazgasanas buferi;

Katra, iznemot fona bedrite iepilditi 100 ul HRP konjugata;

Plate inkub&ta 30 miniites istabas temperatiira,

Plate mazgata 5 reizes, izmantojot mazgasanas buferi;

. Katra bedrite iepilditi 100 ul TMB substrata;
11.
12.
13.

Plate inkubg@ta 15 minttes istabas temperatiira, tumsa;
Katra plates bedrite iepilditi 100 pl STOP (H2SOs) Skidums;

Veikti OD mérijumi katra bedrité pie 450 nm vilnu garuma.
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2.14 VZV specifisko antivielu noteikSana

VZV specifisko antivielu klatbiitni plazmas paraugos noteica izmantojot netieSo ELISA

metodi, kur pozitiva rezultata gadijuma paraugos esoSais IgG un/vai IgM saistisies pie

specifiskiem antigéniem, ar ko noklatas plates bedrites.

IgG esamiba paraugos noteikta izmantojot Anti-VZV ELISA (IgG) materialu un reagentu

komplektu un rikojoties péc komplekta noradita protokola.

1.
2.
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Sagatavoti testam nepiecieSamie reagenti;

Paraugi atSkaiditi ar paraugu atSkaidijuma buferi, 1:100;

Platé duplikatos iepilditi 100 ul katrs standarts, pozitiva kontrole un paraugu buferis ka
fona merijums;

Plate iepilditi 100 pl atSkaidita parauga;

Plate inkub&ta 30 miniites istabas temperatiira,

Plate mazgata 3 reizes, izmantojot mazgasanas buferi;

Katra bedrite iepilditi 100 pl HRP konjugata;

Plate inkubgéta 30 minttes istabas temperatiira;

Plate mazgata 3 reizes, izmantojot mazgasanas buferi;

. Katra bedrite iepilditi 100 ul TMB substrata;
11.
12.
13.

Plate inkubg@ta 15 minites istabas temperatiira, tumsa;
Katra plates bedrite iepilditi 100 ul STOP (H2SO4) Skidums;

Veikti OD mérijumi katra bedrite pie 450 nm vilnu garuma.

IgM esamiba paraugos noteikta izmantojot Zoster Virus (VZV) IgM ELISA materialu un

reagentu komplektu un rikojoties péc komplekta noradita protokola.

1.
2.
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Sagatavoti testam nepiecieSamie reagenti;

Paraugi atSkaiditi ar paraugu atSkaidijuma buferi, 1:100;

Plate duplikatos iepilditi 100 pl standarts, pozitiva kontrole un negativa kontrole, bet fona
mérfjuma bedrite atstata tuksa;

Plate iepilditi 100 pl atSkaidita parauga;

Plate inkubé&ta 1 stundu 37° C;

Plate mazgata 3 reizes, izmantojot mazgasanas buferi;

Katra bedrité iepilditi 100 ul HRP konjugata;

Plate inkubgta 30 minites istabas temperatiira;
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9.

10.

Plate mazgata 3 reizes, izmantojot mazgasanas buferi,

Katra bedrite iepilditi 100 ul TMB substrata;

11. Plate inkub&ta 15 miniites istabas temperatiira, tumsa;

12. Katra plates bedrite iepilditi 100 ul STOP (H2SO4) skidums;

13. Veikti OD mérijumi katra bedrité pie 450 nm vilnu garuma.

2.15 sCD14 koncentracijas noteikSana

sCD14 koncentracija paraugos tika noteikta izmantojot “sandwitch” ELISA metodi, kur

pozitiva rezultata gadijuma paraugos esoSais SCD14 saistisies pie citokinam specifiskam

antivielam, ar ko noklatas plates bedrites. Tests veikts izmantojot BioOcean® Human sCD14

ELISA Kit materialu un reagentu kompleku un rikojoties péc komplekta noradita protokola.

1.
2.

9.

10.

11.
12.

Paraugi atSkaiditi ar atSkaidijuma buferi, 1:2000;

Sagatavoti testam nepiecieSamo reagentu at$kaidijumi — atSkaidijuma buferis ar dH2O,
1:10, biotina konjugatu ar atSkaidijuma buferi, 1:100 un streptavidina-HRP $kidumu ar
atSkaidijuma buferi, 1:100.

sCD14 standartiem veikti sérijveida atSkaidijumi ar atS$kaidijuma buferi, pagatavojot
8000, 4000, 2000, 1000, 500, 250 un 125 pg/ml;

Ar atmazgaSanas buferi samitrinatas testa plates bedrites;

Plates bedrites iepilditi 100 pl atSkaiditie standarti un paraugi, fona mérjjumam izmantots
atSkaidijuma buferis;

Katra bedrite pievienoti 50 pl biotinu konjugétu anti-sCD14 antivielu skidums, péc ka
plate 2 stundas inkubégta uz kratitaja (300 rpm) istabas temperatiira;

Veikta bedriSu mazgasana 6 reizes, izmantojot mazgasanas buferi;

Plates bedrites iepilditi 100 pl streptavidina-HRP konjugata saturo$a skiduma, péc ka
plate 45 minttes inkubé&ta uz kratitaja (300 rpm) istabas temperatiira;

Veikta bedrisu mazgasana 6 reizes, izmantojot mazgasanas buferi;

Plates bedrites iepilditi 100 pl TMB skiduma, p&c ka tumsa vieta plate inkub&ta 10-30
mintites istabas temperatira;

Plates bedrites iepilditi 100 pl H2SO4 skiduma;

Veikti OD mérijumi katra bedrité pie 450 nm vilnu garuma.
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2.16 IFN-y koncentracijas noteikSana

IFN-y koncentracija paraugos tika noteikta izmantojot “sandwitch” ELISA metodi, kur

pozitiva rezultata gadijuma paraugos esoSais IFN-y saistisies pie citokinam specifiskam

antivielam, ar ko noklatas plates bedrites. Tests veikts izmantojot Human IFNg(Interferon

Gamma) ELISA Kit materialu un reagentu kompleku un rikojoties péc komplekta noradita

protokola.

1.
2.

10.
11.

12.
13.

Paraugi atSkaiditi ar PBS, 1:9;

IFN-y standartiem veikti s€rijveida atSkaidijumi, 500, 250, 125, 62,5, 31,25 un 15,63
pg/ml;

Sagatavoti testam nepiecieSamo reagentu atSkaidijumi — biotina konjugatu ar tam
specifisku buferi, 1:100 un streptavidina-HRP §kidumu ar tam specifisku buferi, 1:100.
Plates bedrites iepilditi 100 pl atSkaiditie standarti un paraugi, fona mérijumam izmantots
atSkaidijuma buferis;

Plate inkubéta 80 minttes 37° C;

Veikta bedrisu mazgasana 3 reizes, izmantojot mazgasanas buferi;

Katra bedrit pievienoti 100 pl biotinu konjugétu antivielu §kiduma, p&c ka plate inkubg&ta
50 minutes 37° C;

Veikta bedrisu mazgasana 3 reizes, izmantojot mazgasanas buferi;

Plates bedrites iepilditi 100 pl streptavidina-HRP konjugatu saturosa skiduma, péc ka
plate inkub&ta 50 minites 37° C;

Veikta bedrisu mazgasana 3 reizes, izmantojot mazgasanas buferi;

Plates bedrites iepilditi 90 pl TMB skiduma, p&c ka tumsa vieta plate inkub&ta 20 mintites
37° C;

Plates bedrites iepilditi 50 pl H2SO4 $kiduma;

Veikti OD mérijumi katra bedrite pie 450 nm vilnu garuma.

2.17 TNFRSF17 koncentracijas noteikSana

TNFRSF17 koncentracija paraugos tika noteikta izmantojot “sandwitch” ELISA metodi,

kur pozitiva rezultata gadijuma paraugos esoSais TNFRSF17 saistisies pie citokinam

specifiskam antivielam, ar ko noklatas plates bedrites. Tests veikts izmantojot Human
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TNFRSF17/BCMA ELISA Kit PicoKine® materialu un reagentu kompleku un rikojoties péc

komplekta noradita protokola.

1.

Sagatavoti testam nepiecieSamo reagentu atSkaidijumi — biotina konjugatu ar tam
specifisku buferi, 1:100 un avidina-biotina-peroksidazes Skidumu ar tam specifisku
buferi, 1:100.

TNFRSF17 standartiem veikti sérijveida atSkaidijumi, 2000, 1000, 500, 250, 125, 62,50
un 31,25 pg/ml;

Plates bedrites iepilditi 100 ul atSkaiditie standarti un paraugi, fona merijjumam izmantots
atSkaidijuma buferis;

Plate inkubé&ta 90 minttes 37° C;

Bedrisu saturs iztukSots un pievienoti 100 pl biotinu konjugétu anti-TNFRSF17 antivielu
Skidums, p&c ka plate inkub&ta 60 miniites 37° C;

Veikta bedrisu mazgasana 3 reizes, izmantojot mazgasanas buferi;

Plates bedrites iepilditi 100 pl avidina-biotina-peroksidazes kompleksa Skidums, péc ka
plate inkubg&ta 30 minites 37° C;

Veikta bedrisu mazgasana 5 reizes, izmantojot mazgasanas buferi;

Plates bedrites iepilditi 90 pl TMB Skiduma, péc ka tumsa vieta plate inkubéta 15-25

miniites 37° C;

10. Plates bedrites iepilditi 100 pl reakciju apstadinoss skidums;

11. Veikti OD mérfjumi katra bedrite pie 450 nm vilnu garuma.

2.18 LBP koncentracijas noteikSana

LBP koncentracija paraugos tika noteikta izmantojot “sandwitch” ELISA metodi, kur

pozitiva rezultata gadijjuma paraugos esoSais LBP saistisies pie citokinam specifiskam

antivielam, ar ko noklatas plates bedrites. Tests veikts izmantojot Enzyme Immunoassay for

Quantification of free human LBP materialu un reagentu kompleku un rikojoties péc komplekta

noradita protokola.

1.
2.

Sagatavoti testam nepiecieSamo reagentu atSkaidijumi — PBS un at$kaidijuma buferis;
LBP standartiem veikti sérijveida ats$kaidijumi, pagatavojot 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 un
1,56 ng/ml,;

Plates bedrites iepilditi 100 pl atSkaiditie standarti un paraugi, péc ka plate inkubéta 1

stundu kratitaja istabas temperatiira;
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4. Veikta bedriSu mazgaSana 3 reizes, izmantojot mazgasanas buferi;

5. Katra bedrit€ pievienoti 100 pl ar peroksidazi konjugétu anti-LBP antivielu $kiduma, péc
ka plate inkubgta 1 stundu kratitaja istabas temperatiira;

6. Veikta bedriSu mazgasana 3 reizes, izmantojot mazgasanas buferi;

7. Plates bedrites iepildits TMB skidums, pec ka tumsa vieta plate inkubéta 12-13 miniites
istabas temperatiira;

8. Plates bedrites iepildits reakciju apstadinoss Skidums;

9. Veikti OD mérijumi katra bedrité pie 450 nm vilnu garuma.

2.19 Statistiska apstrade

Lai novertétu, vai starp iegiitajiem rezultatiem pastav statistiski biitiska atskiriba, tika
izmantota datorprogramma GraphPad Prism 9 un taja piecjamas analizes metodes ka
D'Agostino-Pirsona un Sapiro-Vilka testi, t-tests parametrisku paraugkopu salidzinasanai,
Manna-Vitneja tests neparametrisku paraugkopu salidzinasanai, ka ari FiSera eksaktais tests.

Rezultati tika uzskatiti par statistiski biitiskiem, ja p<0,05.
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3. REZULTATI

3.1 DNS kvalitates analize

Pielietojot PCR, tika noteikta izolétas DNS kvalitate, parbaudot [B-globina géna
sekvences klatbutni taja. 1,7 % agarozes gela elektroforétiski tika analiz&ti un vizualizéti iegtie
PCR produkti ar garumu 200 bp. Visos DNS paraugos, kas izoléti no PBMC vai periférajam
asintm tika konstatéta B-globina géna sekvences klatbiitne, savukart, DNS paraugos, kas izol&ti
no Stinam brivas asins plazmas, netika konstatéta B-globina géna sekvence tajos, noradot, ka

visi DNS paraugi ir kvalitativi.

9. 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16.

-501

- - - 242

17. 18. 19. 20. 21. 22.23. 24. 25. 26. 27. 28. 29. 30. 31. 32.

1. attels. B-globina géna amplifikacijas produkta elektroforétiska analize 1,7% agarozes gela.
1., 16., 17., 32. - Markieris pUC19 DNA/Mspl (Hpall), 23; 2., 8., 14. - DNS, kas izoléta no
Sinam brivas asins plazmas; 3-7., 9-13. - DNS, kas izoléta no PBMC; 15., 31. - Pozitiva
kontrole; 18., 24., 30. - Udens, negativa kontrole; 19-23., 25-29. - DNS, kas izoléta no

periférajam asinim.

Figure 1. The analysis of B-globin gene amplification product in 1.7% agarose gel
electrophoresis. 1., 16., 17., 32. - Marker pUC19 DNA/Mspl (Hpall), 23; 2., 8., 14. - DNA
isolated from cell free blood plasma; 3-7., 9-13. - DNA isolated from PBMC; 15., 31. - Positive
control; 18., 24., 30. - Water, negative control; 19-23., 25-29. - DNA isolated from peripheral
blood.
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3.2 Herpesvirusu infekcijas sastopamiba

Izmantojot multiplekss reala laika PCR metodi, 47 pacientiem ar RRMS un 38 kontrolém
parbaudita septinu cilvéka herpesvirusu (HSV-1, HSV-2, VZV, EBV, CMV, HHV-6 un
HHV-7) genoma sekvencu klatbiitne DNS paraugos, kas izoléta no PBMC vai periférajam
asinim.

Gan RRMS pacientiem, gan kontrolém pozitivi rezultati tika iegtti tikai EBV, HHV-6 un
HHV-7 gadijuma. EBV klatbiitne RRMS pacientu un veselu individu grupas noveérota attiecigi
6 no 47 (12,77%) un 11 no 38 (28,95%) paraugos. HHV-6 RRMS pacientu un veselu individu
grupas konstatéts attiecigi 2 no 47 (4,26%) un 9 no 38 (23,68%) paraugos. HHV-7 RRMS
pacientu un veselu individu grupas novérots attiecigi 16 no 47 (34,04%) un 22 no 38 (57,89%)
paraugos. Taéu RRMS pacientu un veselu individu grupam attiecigi 27 no 47 (57,45%) un 7
no 38 (18,42%) netika konstatéta neviena no parbaudito virusu klatbiitne. Cilvéka herpesvirusu
sastopamibas biezums RRMS un kontroles grupas aspogulots 2. attela. Cilvéka herpesvirusu
monoinfekcijas un koinfekcijas gadijumi RRMS un kontroles grupas atspoguloti, attiecigi 3.
un 4. attela.

RRMS grupa, neviena no parbauditajiem DNS paraugiem, kas izol&ts no $iinam brivas
asins plazmas, netika konstat€ta cilvéka herpesvirusu 1-7 genoma sekvencu klatbiitne, noradot
uz persistentu virusu infekciju. Savukart kontroles grupa, viena no parbauditajiem DNS
paraugiem, kas izoléts no §Gnam brivas asins plazmas tika konstatéta HHV-6 genoma

sekvences klatbiitne, noradot uz aktivu infekciju.

2 80
g Bl Kontroles
S 60— 57.89
N B=E RRMS
2
@ 404 34.07
2 28.95
= 23.68
©
3 201 M .,
7] |-| 4.26
a .
» o T |I-I
EBV HHV-6  HHV-7

2. attels. Multiplekss reala laika PCR rezultati — cilvéka herpesvirusu genoma sekvencu

sastopamibas biezums RRMS un kontroles grupas.

37



Figure 2. Multiplex real-time PCR results — the prevalence of human herpesviruses genomic

sequences in RRMS and control groups.

1 (2.12%)
1 (2.12%) Bez infekcijas
EBV
HHV-7
EBV + HHV-7
HHV-6 + HHV-7
EBV + HHV-6 + HHV-7

1 (2.12%)

13 (27.66%)

OO0CON

Kopa = 47
(100%)

27 (57.45%)

4 (8.51%)

3. attéls. Multiplekss reala laika PCR rezultati — cilvéka herpesvirusu monoinfekcijas un

koinfekciju sastopamibas biezums RRMS pacientu PBMC paraugos.

Figure 3. Multiplex real-time PCR results - prevalence of human herpesvirus monoinfection

and coinfections in RRMS patient PBMC samples.

Bez infekcijas

EBV

HHV-6

HHV-7
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3 (7.89%) 7 (18.42%)

4 (10.53%)

2 (5.26%) Kopa = 38 4 (10.53%)

(100%)

0o00O0O0O00ON

3 (7.89%)

14 (36.84%)

4. attels. Multiplekss reala laika PCR rezultati — cilvéka herpesvirusu monoinfekcijas un

koinfekciju sastopamibas biezums veselu individu periféro asinu paraugos.
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Figure 4. Multiplex real-time PCR results - prevalence of human herpesviruses monoinfection

and coinfections in peripheral blood samples of healthy individuals.

3.3 Cilveka herpesvirusu specifisko antivielu sastopamiba

47 RRMS pacientu un 38 praktiski veselu cilvéku plazmas paraugos noteikta cilvéka
herpesvirusu 1-6 specifisko 1gG un IgM klases antivielu klatbiitne. Iegiitie rezultati apkopoti 5.
tabula. Vidgjais EBV, CMV un VZV specifisko IgG klases antivielu lIirmenis RRMS un
kontroles grupa attiecigi bija: 128,59 + 45,03 RU/ml un 110,12 + 51,65 RU/ml; 102,26 * 68,56
RU/ml un 62,57 £ 48,39 RU/ml; 2412,71 + 1419,31 RU/ml un 1203,33 £ 1179,99 RU/ml.

Iegiitie rezultati un atSkiribas starp grupam atspogulotas 5. attéla.

5. tabula.
Cilveka herpesvirusu 1-6 specifisko antivielu sastopamibas biezums kontroles un RRMS grupu

plazmas paraugos

Table 5.

Human herpesviruses 1-6 specific antibody prevalence in control and RRMS groups plasma

samples
Antivielu Kontroles
) ) RRMS p-vértiba/p-
Viruss/Virus | klase/Antibody | grupa/Control group

n (%) value

class n (%)
HSV-1 lgG 29 (76,32%) 32 (68,09%) 0,4721
IgM 2 (5,26%) 0 (0,00%) 0,1969
HSV-2 lgG 1 (2,63%) 10 (21,28%) 0,0194
IgM 1 (2,63%) 2 (4,26%) >0,9999
\Y/AY} IgG 36 (94,74%) 38 (80,85%) 0,1015
IgM 1 (2,63%) 0 (0,00%) 0,4471
EBV IgG 25 (65,79%) 38 (180,85%) 0,1393
IgM 3 (7,89%) 0 (0,00%) 0,0854
CMV IgG 24 (63,16%) 30 (63,83%) >0,9999
IgM 15 (39,47%) 11 (23,40%) 0,1554
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HHV-6 19G 7 (14,89%) 30 (78,95%) <0,0001

IgM 1 (2,63%) 34 (72,34%) <0,0001
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5. attels. Cilvéka herpesvirusu specifisko 1gG klases antivielu limenis relativas vienibas
uz mililitru (RU/ml) kontroles un RRMS grupu plazmas paraugos. 1. - EBV specifiskas 1gG
klases antivielas; A - Kontrole; B — RRMS; 2. - CMV specifiskas 1gG klases antivielas; C -
Kontrole; D — RRMS; 3. - VZV specifiskas IgG klases antivielas; E - Kontrole; F - RRMS.

Figure 5. Human herpesviruses specific 1gG class antibodies level in relative units per
millilitre (RU/mI) in control and RRMS groups plasma samples. 1. - EBV specific 1gG class
antibodies; A - Control; B — RRMS; 2. - CMV specific 1gG class antibodies; C - Control; D —
RRMS; 3. - VZV specific 1gG class antibodies; E - Control; F - RRMS.

3.4 Potencialo biomarkieru sastopamiba

TNFRSF17, sCD14, IFN-y un LBP limenis tika noteikts 46 plazmas paraugos, kas iegiiti
no RRMS pacientiem un 38 paraugiem, kas iegiiti no praktiski veseliem individiem.

Vidgjais TNFRSF17 limenis RRMS pacientu paraugos bija 309,79 + 45,40 pg/ml,
savukart kontroles grupa 413,04 + 60,88 pg/ml. Vidgjais sCD14 Iimenis RRMS pacientu
paraugos bija 1753,41 = 412,06 ng/ml, savukart kontroles grupa vidg€jais Itmenis bija 1644,05
+ 501,28. Vidgjais IFN-y limenis bija 215,74 + 119,08 pg/ml RRMS grupa un 80,17 + 39,21
pg/ml kontroles grupa. Vidgjais LBP limenis RRMS grupas plazmas paraugos bija 19888,14 +
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7156,00 ng/ml, bet kontroles grupa 20544.86 + 7894,18 ng/ml. Iegitie rezultati atspoguloti

attiecigi 6. un 7. attela.
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6. Attels. Potencialo biomarkieru vidgjas koncentracijas plazmas paraugos. 1. - TNFRSF17;
A - Kontrole; B — RRMS; 2. - IFN-y; C - Kontrole; D - RRMS.

Figure 6. Potential biomarker mean concentration in plasma samples. 1. - TNFRSF17; A -
Control; B — RRMS; 2. - IFN-y; C - Control; D - RRMS.
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7. attels. Potencialo biomarkieru vid€jas koncentracijas plazmas paraugos. 1. - SCD14; A -

Kontrole; B — RRMS; 2. - LBP; C - Kontrole; D - RRMS.

Figure 7. Potential biomarker mean concentration in plasma samples. 1. - sCD14; A -
Control; B— RRMS; 2. - LBP; C - Control; D - RRMS.
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4. DISKUSIJA

Saja pétijuma parbaudita cilvéka herpesvirusu infekcijas markieru - genoma sekvenéu
un specifisko IgG un IgM klases antivielu klatbuitne pacientiem ar RRMS un praktiski veseliem
individiem. Ka arT noteikts citokina IFN-y, receptora sCD14, proteina LBP un receptora
TNFRSF17 Iimenis RRMS pacientu un kontroles grupas plazmas paraugos.

Saja pétijuma iegitie rezultati, saistiba ar herpesvirusu genoma secibas sastopamibas
biezumu RRMS pacientiem, dalgji atbilst literatiiras avotos pieejamajai informacijai. Saja
pétijuma MS pacientiem visbiezak sastopamais cilvéka herpesviruss bija HHV-7, tacu pretg&ji
citiem pétijumiem, netika konstatéta VZV esamiba un ieverojami retak tika konstatéta EBV
klatbiitne. Saja pétijuma neviena MS pacienta PBMC parauga netika konstatéta HSV-1,
HSV-2 vai CMV genoma sekvencu esamiba, tacu vairakos Citos p&tijumos novérota dazada $o
virusu prevalence PBMC paraugos (Najafi et al. 2016a, Ferrante et al. 2000, Ben Fred] et al.
2012).

Meta-analizes pétijjuma noverots, ka MS pacientiem herpesvirusu detekciju ievérojami
ietekm@ petamo paraugu veidi. Herpesvirusu prevalence noveérota 70% seruma, 55% siekalu,
48% audu, 43% PMBC un 9% CSF paraugos (Khalesi et al. 2023). P&tijuma, kur noveértéts
HSV sastopamibas biezums RRMS pacientu PBMC paraugos, virusa DNS esamiba novérota
45,1% paraugu, tacu praktiski veselam kontrolém tikai 3,4% (Najafi et al. 2016a). Cita p&tjjuma
RRMS pacientiem VZV, EBV, HHV-6 un HHV-7 esamiba novérota attiecigi 7,8%, 31,3%,
5,8% un 33,3% asins paraugu, tacu veseliem individiem, attiecigi 1,96%, 3,9%, 1,96% un 9,8%.

Saja petijuma, RRMS pacientu paraugos tika novérots salidzinosi zemaks EBV, HHV-6
un HHV-7 genoma sekvencu sastopamibas bieZzums, salidzinot ar praktiski veseliem
individiem. Japiemin, ka §aja pétijjuma cilvéka herpesvirusu genoma sekvencu klatbtitne RRMS
pacientu grupa tika noteikta DNS, kas izoléta no PBMC, bet kontroles grupa — DNS, kas izol&ta
no periférajam asintm, kas var€tu bt par iemeslu atskirigajiem rezultatiem. legutie kontroles
grupas rezultati dal&ji sakrit ar cita pétijuma, kur veseliem individiem noteikta herpesvirusu
prevalence asins paraugos, izmantojot reala laika PCR metodi. Hudnall et al. no 100 leikocitu
bagatiem asins paraugiem izdalija DNS un novéroja, ka 72% paraugu saturgja EBV, 1% CMV,
30% HHV-6 un 65% HHV-7, tacu netika novérota citu herpesvirusu klatbtitne (Hudnall et al.
2008).

Saja pétijuma virusu specifisku antivielu ELISA testos tika detektétas 1gG antivielas pret
visiem pétamajiem herpesvirusiem, tacu, salidzinot ar kontroli, biitiski augstaks sastopamibas

biezums noveérots HHV-6 specifiskajam 1gG un IgM klases antivielam un HSV-2 specifiskajam
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IgG klases antivielam. Japiemin, ka IgM klases antivielu klatbiitne RRMS pacientu plazmas
paraugos liecina par aktivu virusa infekciju. Tomeér, lai parliecinoSi noteiktu cilvéka
herpesvirusu aktivacijas fazi paraugos, buitu nepieciesams noteikt virusu RNS klatbiitni, kas ir
aktivas replikacijas markieris. Salidzinot ar kontroles grupu, biitiski augstaks Iimenis novérots
CMV un VZV specifiskam IgG klases antivielam. Saja pétijuma iegiito EBV un VZV
specifisko IgM sastopamiba atSkiras, nenovérojot to klatbtitni (Farrell et al. 2009). Neskatoties
uz to, citos pétijumos minéts, ka starp MS pacientiem un kontrolém VZV IgM limenim nav
novérota statistiski biitiska atSkiriba, kas sakrit ar §1 p&tjjuma rezultatiem (Najafi et al. 2016b,
Ordofiez et al. 2004). Pretgji citiem pé&tijumiem, $aja pétijuma icgutais MS pacientu EBV
kapsida antigénam specifiskais 1gG limenis biitiski neatskiras no kontroles grupas (Deeba et al.
2019, Abdelrahman et al. 2014). Saja pétijuma iegiitais HHV-6 specifiskais 1gG un IgM
sastopamibas biezums ir Iidzigs Ablashi et al. publikacijai, kur tika izdaliti seruma paraugi no
MS pacientiem un HHV-6 specifiskais IgG un IgM tika konstatéts attiecigi 90,4% un 71,4%
paraugu (Ablashi et al. 2000). ST p&tijuma rezultati dalgji atbilst meta-analizei, kas icklavusi
1756 pacientus ar MS un CIS. Taja tika pétita slimibas sakariba ar HHV-1 un HHV-2, kur tika
noverota statistiski butiska korelacija starp HHV-2 specifisko IgG seruma un MS, tacu HHV-
2 DNS esamibai paraugos netika novérota ietekme uz MS vai CIS (Xu et al. 2021). Saja
pétijuma lidzigi rezultati tika iegiti Salim et al publikacijai - petot CMV specifisko antivielu
Iimeni MS pacientu asinis, novérots IgG un IgM limena pieaugums, tacu statistiski biitiska
atskiriba novérota tikai pret CMV specifiskam IgG (Salim et al. 2017).

Literatiras avotos visiem pétijuma ieklautajiem potencialiem biomarkieriem tiek
pieminéta sakariba ar MS, tacu statistiski butiski no kontrolem atskiras TNFRSF17 (p<0,0001),
sCD14 (p=0,0458) un IFN-y (<0,0001). Pretgji literatiras avotiem, $aja p&tijuma TNFRSF17
sasniedza butiski zemaku Itmeni, salidzinot ar kontroli (Kalyan et al. 2022, Lutterotti et al.
2006, Arellano et al. 2015, Mabhler et al. 2020).
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5. SECINAJUMI

Petijuma konstate cilvéka herpesvirusu — EBV, HHV-6 un HHV-7 genoma sekvencu
klatbiitni RRMS pacientiem, tomér retak ka kontroles grupai, kas, iesp&jams, skaidrojams
ar virusu detekciju atskirigos biologiskajos materialos;

S1 pétijuma rezultati liecina, ka IFN-y un sCD14 varétu biit potenciali RRMS biomarkieri;
legiitie rezultati liecina, ka TNFRSF17 Itimenis RRMS pacientu grupa salidzinajuma ar
kontroles grupu ir statistiski zemaks, tacu tas nesakrit ar literatiiras avotos minéto;
RRMS pacientiem novéro butisku sakaribu starp palielinatu HSV-2 specifisko 1gG klases
antivielu un HHV-6 specifisko IgG un IgM Kklases antivielu sastopamibas biezumu
salidzinajuma ar kontroles grupu;

RRMS grupa novéro batisku sakaribu starp VZV un CMV specifisko 1gG klases antivielu

Itmena pieaugumu salidzinajuma ar kontroles grupu.
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PATEICIBAS

Izsaku lielu paldies darba vaditajai Andai Vilmanei par pacietibu un sniegto atbalstu
darba izveide!

Paldies Zaigai Norai-Kraklei par iesp&ju izstradat bakalaura darbu RSU Zinatnes centra
Mikrobiologijas un virusologijas instittta!

Paldies Sabinei Gravelsinai par darba recenzésanu!

Liels paldies Kasparam Taram par sniegto laiku un palidzibu darba pilnveidoSanai!
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