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ANOTACIJA

Multipla skleroze (MS) ir kompleksa, neirodegenerativa saslim$ana ar izteikto autoimiino
komponentu, ar kuru slimo ap 2,2 miljoniem vid&ja vecuma cilvéku visa pasaulé. Slimibai
progres¢jot, attistas fiziska un gariga nespéja, kas noved pie pacienta naves, visbiezak no
elpcelu infekcijam, 12-25 gadu laika péc klinisko simptomu atklasanas.

Maisdienas pieejamie terapijas veidi dod iesp&ju paléninat slimibas progresiju, bet nelauj
pilniba to izarstet. Kamér nav pieejama efektiva arstéSanas metode, liela nozime ir diagnostikas
krit€riju un laboratorijas testu izstradei, kas lautu noteikt slimibas pazimes pirms vai péc
minimali izteiktas simptomatikas rasanas. Tas var dot iesp&ju atrak uzsakt uzturoSo terapiju,
palielinot pacientu dzives ilgumu un uzlabojot tas kvalitati. Par veértigiem tiek uzskatiti ari
kvantitativie parametri, kas lauj noveértét cik efektivi izveéleta terapija sp&j apturét slimibas
progresiju dazadas pacientu grupas.

Dota darba meérkis ir salidzinat slapekla (II) oksida metabolitu (NO2, NO3)
koncentracijas asins plazma, MS slimnieku un veselu individu grupas, ka ari noteikt pieminéto
metabolitu Itmenus slimnieku plazma atkariba no pielietotas terapijas veida.

Darba ietvaros tika veikta NO2 un NOz kvantificéSana plazmas paraugos no MS
slimnieku un kontroles grupam, izmantojot hemiluminiscences detektoru Sievers NOA 280i.
Péc ieglito datu apstrades, tika noteikts ka gan NO2™ gan NO3™ koncentracijas MS slimnieku
asins plazma ir ievérojami paaugstinatas, salidzinot ar veselo individu grupu (p<0,05).

Rezultati par dazadiem terapijas veidiem paradija ka, atskiribas NOx metabolitu [imenos
starp pacientiem, kas pielieto dazadus terapijas veidus un pacientiem bez terapijas, parsvara,
nav statistiski nozimigas (p>0,05).

Atslegvardi: Multipla skleroze, Inducejama slapekla (1) oksida sintaze, Oksidativais

stress,; Peroksinitrita citotoksicitate.



ABSTRACT

Multiple sclerosis (MS) is a complex, neurodegenerative disease that involves a profound
autoimmune component and affects 2.2 million young-to-middle age adults world-wide. As the
disease progresses, the physical and mental disabilities emerge and intensify, leading to a lethal
outcome in 12-25 years after clinical manifestations first appeared, mainly from respiratory
infections.

All therapy methods that are currently available only allow to slow the progression of
MS. Given the crippling nature of the disease, clinical criteria and laboratory tests for early
diagnosis and monitoring of progression present an area of research, that would allow for earlier
and more efficient application of disease modifying therapy. This, in turn, would result in a
prolonged lifespan and improved quality of life for MS patients.

The aim of the given study is to compare the plasma concentrations of nitric oxide
metabolites (NO2, NO3’) in MS patients and healthy controls, as well as to evaluate the
concentrations of corresponding metabolites in MS patients depending on the type of therapy.

The quantification of NO>” and NOz™ in plasma samples from MS patient group and
control group was performed, using the chemiluminescence detector Sievers NOA 280i. Data
analysis has shown that NO2™ and NOs™ plasma concentrations in MS patients were significantly
elevated compared to the control group (p<0,05).

No significant increase of NOx concentrations in blood plasma was observed in most
patient groups, receiving different kinds of therapy, comparing with patients without therapy
(p>0,05).

Keywords: Multiple sclerosis; Inducible nitric oxide synthase; Oxidative stress; Peroxynitrite
cytotoxicity.
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APZIMEJUMU SARAKSTS

ATF — adenozintrifosfats

a — I tipa klaidas varbiitiba

Ca?* — kalcija jons

CDX+(CDXP9M) _ imiinstina, kas satur Cluster of differentiation proteinu numurs X
cNOS — konstitutivas NOS (nNOS un eNOS)

CNS — centrala nervu sistéma

CO:2 — oglekla (IV) oksids

COX-2 — ciklooksigenaze-2

CSS — cerebrospinalais $kidrums

DMT — slimibu modificgjosa terapija (ang. Disease modifying therapy)
DNS — dezoksiribonukleinskabe

EAE — eksperimentalais autoimiinais encefalomielits
(ang. Experimental Autoimmune Encephalomyelitis)
eNOS (NOS3) — endoteliala NOS

EtOH — etanols

FasL — Fas ligands

GzmB — granzima B klases serina proteaze

H* — hidroksonija katjons

Ha— alternativa hipotéze

Ho — nulles hipoteéze

H20> — tidenraza peroksids

HEB — hematoencefaliska barjera

HLA — cilvéka leikocTtu antigéns (ang. Human leukocyte antigen)
HNO: — slapeklpaskabe

hv — gaismas kvants ar frekvenci v

I”— jodidjons

IFN — interferons

IL — interleikins

INOS (NOS2) — inducgjama NOS

JC viruss — cilvéka papilomas viruss 2

MCT1 — monokarboksilata transportieris 1

MHC-I — I klases galvenais audu saderibas komplekss

(ang. Major Histocompatibility Complex class I)



MHC-I1 — 11 klases galvenais audu saderibas komplekss

(ang. Major Histocompatibility Complex class II)

MPTP — mitohondriju caurlaidibas parejas pora

(ang. Mitochondrial permeability transition pore)

MRA — magnétiskas rezonanses att€ldiagnostika

MS — multipla skleroze (ang. Multiple sclerosis)

N203 — slapekla (IIT) oksids

Na* — natrija jons

NADPH — nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfata reducéta forma
NCX — natrija-kalcija antiporteris

NCX-B2-knockout — organisma ir inaktivéts géns, kas kodé NCX-B2 subvienibas proteinu
NGF — nervu augsSanas faktors (ang. Nerve growth factor)

NK — naturalo killeru klases $tina

nmol — nanomoli

NNOS (NOSL1) — neironala NOS

NO — slapekla (II) oksids

NO* — nitrozonija katjons

NO2™ — nitritjons

NO: — slapekla (IV) oksids

NO;" — slapekla (IV) oksida uzbudinats energétiskais stavoklis (ang. Excited state)
NO* - nitronija katjons

NOz3™ — nitratjons

NOS — NO sintaze

NOx — NO oksidésanas produktu kopigais apzim&jums (NO2™ un NO3’)
O2 — molekularais skabeklis

O, — superoksida anjon-radikals

O3 —ozons

ONOO" - peroksinitrits

ONOOCOz2 — nitrozoperoksikarbonats

PD-L — programmétas naves ligands (ang. Programmed-death ligand)
PMT - fotoelektronu pavairotajs (ang. Photomultiplier tube)

PrMS — progres€josa MS

RNOS - reagétspgjigas slapekla oksida dalinas

ROS — reagétspéjigas skabekla dalinas

RRMS — remitgjosi recidivgjosa MS



SEM — standartkliida

sGC — skistosa guanilciklaze

TGF — audzgju augsanas faktors

Th — T helperu klases limfocits

TNF — audzgju nekrozes faktors

Trl — Trl, iekaisumu ierobezojo$o, limfocitu klase

Treg — Treg, ickaisumu ierobezojoso, limfocttu klase

V3" _ vanadija (IIT) katjons

VCAM-1 — vaskularo stunu adhézijas proteins 1 (VLA4 receptors)
(ang. Vascular cell adhesion protein 1)

VLA4 — specifiski-ekspreséts leikocttu integrins (ang. very late antigen-4) —
— veicina leikocitu nokliisanu audos no asinsvadiem

VO," — dioksovanadija (V) katjons

uL — mikrolitri

uM — mikromoli litra



IEVADS

Multipla skleroze (MS) ir kompleksa, neirodegenerativa saslimsana ar izteikto autoimiino
komponentu, ar kuru slimo ap 2,2 miljoniem vid&ja vecuma cilvéku pasaulé. Slimibai
progresgjot, attistas fiziska un gariga nespé&ja, kas noved pie pacienta naves, visbiezak no
elpcelu infekcijam, 12-25 gadu laika péc klinisko simptomu atklasanas (Alessandro Oksenberg,
2017; Wallin et al., 2019).

Sobrid MS nevar izarstét ne ar vienu no paslaik pieejamiem terapijas veidiem.
Izmantojamie farmakologiskie lidzekli darbojas, mazinot simptomus un uzlabojot slimnieku
dzives kvalitati (Ghasemi, Razavi and Nikzad, 2017; Gitto, 2017).

Kamér nav pieejama efektiva terapija, liela nozime ir diagnostikas krit€rijiem un
laboratorijas testiem, kas lauj noteikt slimibas pazimes pirms vai péc minimali izteiktas
simptomatikas rasanas (Harris, Tuddenham and Sadig, 2017). Sada kliniska informacija dod
iesp&ju atrak uzsakt slimibu modificgjosas terapijas kursu (ang. Disease modifying therapy),
palielinot pacientu dzives ilgumu un uzlabojot tas kvalitati. IpaSi vertigi ir kvantitativie
parametri, kas lauj novértét pielietotas terapijas efektivitati slimibas progresijas apturéSana
dazadas MS slimnieku apakspopulacijas (Harris, Tuddenham and Sadig, 2017; Macaron and
Ontaneda, 2019).

Literatiiras dati liecina ka NO oksidé$anas produktu ltmeni (NOx) MS pacientu
cerebrospinalaja $kidruma (CSS), ka ari seruma, ir ievérojami paaugstinati, salidzinot ar
veseliem individiem (Sellebjerg et al., 2002; Acar et al., 2003; Rejdak et al., 2004; Graber and
Dhib-Jalbut, 2011). Paslaik trikst datu par NOx limeniem MS slimnieku asins plazma.
Apskatitos petijumos (Sellebjerg et al., 2002; Acar et al., 2003; Rejdak et al., 2004) NOx
kvantificéSanai tiek pielietota spektrofotometrija, kopa ar NO kimisko konversiju par
hromoforu péc Grissa metodes. Dota metodika nelauj precizi kvantificét konkréto NOx formu,
proti NO2™ un NOs, koncentracijas. Metode nelauj ties$i noteikt nitratu koncentraciju — ir
nepiecieSama enzimatiska konversija par nitritiem, kas nav pilniba specifiska — var notikt talaka
NO2™ reducesana par NO. Papildus, enzimatiskai reduc@Sanai ir nepiecieSams kofaktors —
NADPH, kura parakums traucé NO2 konversijai par hromoforu (diazotéSanai) (Sun et al.,
2003; Csonka et al., 2015). Lidz ar to ir nozime jauno datu iegliSanai un ieprieks iegiito datu
aktualiz€S$anai, izmantojot precizakas metodes.

Izvirzitas hipotézes: 1. NO2™ un NOs™ koncentracijas (uM) MS slimnieku asins plazma ir
augstakas neka veselu individu asins plazma. 2. Pastav statistiski nozimigas atskiribas NO2™ un
NOs" koncentracijas (uM) MS slimnieku asins plazma, atkariba no slimibu modificgjosas

terapijas veida.



Si darba ietvaros bija veikta, zinatniska literattira, pieejamas informacijas apkoposana par
slapekla (II) oksidu fiziologisko nozimi, bioktmiskam parvertibam cilvéku organisma un lomu
multiplas sklerozes patogenéze. Papildus tika apkopota informacija par multiplas sklerozes
patogenézes imunologiskiem pamatiem un slimibu modificéjosas terapijas strat€gijam,
pieminot konkréto vielu iedarbibas mehanismus un tiem raksturigas blakusparadibas.

Darba ietvaros, tika eksperimentali noteiktas NO>" un NOz™ koncentracijas asins plazma,
izmantojot kvantitativo kimisko konversiju par slapekla II oksidu p&c vienadojumiem (1) un

(2) (Bryan and Grisham, 2007):

i.t.

) 21~ + 2NO; + 4H* SS2NO + I, + 2H,0
95°C

(2) 3V3t 4+ 2NO3 + 2H,0 —2NO + 3VOF + 4H*

Izdalitais NO tika laists caur Sievers NOA 280i hemiluminiscences detektoru. Detektora
reakcijas kamera NO reagg ar ozonu p&c vienadojumiem (3) un (4) (Sievers Instruments Inc.,
2001):

—-12°C

(3) NO + 0; — NO; + 0,
-12°C

(4) NO; —— NO, + hv

Gaismas kvants (hv) tika uztverts un kvantificéts ar fotoelektronu pavairosanas kameras
palidzibu (ang. PMT — photomultiplier tube). Izmantojot datorprogrammu NOAnalysis-Liquid,
sprieguma izmainas atkariba no laika tika fiksétas liknes forma, kas lava iegit integr&jamo
signalu. Laukums zem liknes grafika ir tieSi proporcionals nosakamas vielas koncentracijai
parauga (lonic Instruments, 2009). P&c ieprieks iegiita kalibréSanas taisnes vienadojuma ir
iesp&jams noteikt izvéletas nosakamas vielas (NO2™ vai NO3") koncentraciju parauga (Sievers
Instruments Inc., 2001).

Pirms analizes veikSanas plazmas paraugi tika paklauti proteinu atdaliSanas procediirai:
2:1 atSkaidijums (EtOH : plazma) ar 96% etilspirtu; 1,5 mL Ependorfa mégene ar paraugu tika
sakratita un turéta 30 min -20°C temperatura; péc 30 min tika veikta centrifugésana (14000
RPM/5 min); supernatants tika parnests cita 1,5 mL mé&gen€ un izmantotS analizé (Sievers
Instruments Inc., 2001). Analitu koncentraciju aprékinos nemts véra atskaidijums ar etilspirtu:
koncentracija (péc analizes datiem) = 1/3 * koncentracija (analiz€jama plazmas parauga).

Veicot analizi, tika iestadits augstas jutibas (ang. High sensitivity) detektora darba rezims:
injicgjamais tilpums - 50pL; minimalais nosakamais NO3/NO; daudzums — 1*10712 mol

(Sievers Instruments Inc., 2001).



Nemot véra ka NO,/NO daudzumu attiecibas (mol/mol), péc reakciju vienadojumiem (1)
un (2), ir 1/1, un pienemot ka, p&c parauga ievadiSanas reakcijas kamera (ang. Purge
vessel), NOx™ izreagé pilniba (kas tick novérots eksperimentali, piem. (Yang et al., 1996)), var
pienemt ka NOx daudzums parauga (mol) ir vienads ar NO daudzumu (mol), kas izdalas, pec
parauga ievadisanas reakcijas kamera. Ta ka parauga tilpums ir fiks€ts lielums
(injicgjamais parauga tilpums - 50%10° L) un minimalais nosakamais NO daudzums ir zinams
(1102 mol), var aprekinat minimalo NOx koncentraciju $kidra parauga, kas atbilst
minimalam nosakama gazveida NO daudzumam: Cnox = 1*10*?mol / 50*10° L = 0,02 pM.

Rupjas mérfjumu kliidas tika konstatétas péc 2c kritérija (ang. Empirical rule), pie a =
0,05. Iegtito rezultatu apstrade tika veikta, izmantojot MS Excel Data analysis datorprogrammu,
veicot standartkludu aprékinus kontroles grupai un p&tamai grupai. Izmantojot Stjudenta t-
testus (one-tailed, unpaired), ANOVA (one-way) un Tukey-Kramera (Post hoc) testus, par
statistiska nozimiguma robezu pienemot a = 0,05, tika noteikts vai atSkiribas starp grupam ir
statistiski nozimigas (Pezzullo, 2013). Standartnovirze (SD) un standartklida (SEM) tiek

aprekinatas p&c formulam (5) un (6):

Niy._¥%
5 sp= [P
N-1

SD

Xi — i-ta eksperimentali noteikta vertiba;

X — vidgja vertiba;

N — kopgjais mérfjumu skaits;

Darbs sastav no ievada, cetram nodalam, rezultatiem, secindjumiem, izmantotas

literattiras saraksta un trTs pielikumiem. Darba ir 5 att€li un 4 tabulas.
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1. NO BIOKIMISKAS REAKCIJAS UN FIZIOLOGISKA NOZIME

Slapekla (II) oksids (NO) ir brivais radikalis, kuram piemit vairakas fiziologiskas
funkcijas. Cilvéku organisma NO tiek sintez&ts no aminoskabes L-arginina, kura tiek parvérsta
par L-citrulinu un slapekla (I1) oksidu. Reakciju katalizé NO-sintazu (NOS) grupas enzimi
(Habib and Ali, 2011).

NOS ir sastopamas triju izoformu veida. Neirotransmisija piedalas NOS1 jeb neironala
NO-sintaze (nNOS). Iekaisuma $iinas tiek ekspreséta NO-sintaze 2 (iINOS; NOS2). Asinsvadu
endotglija ir atrodama NOS3 (eNOS) (Habib and Ali, 2011). Atkariba no ta, vai izoforma tiek
ekspreséta visos vai tikai noteikta §iinas dzives momenta, NOS iedala konstitutivas, jeb Ca?*-
atkarigas (cNOS), un inducg&jamas, jeb Ca?*-neatkarigas (iNOS) (Moncada, Palmer and Higgs,
1991). nNOS un eNOS ir konstitutivas izoformas. Tie nodro$ina Tslaicigu NO produkciju, kam
ir nepieciesama palielinata Ca®* koncentracija un papildus aktivacija ar regulatoro proteinu,
kalmodulinu (Bredt and Snyder, 1992). NOS2 eksisté stabila kompleksa ar kalmodulinu, un tas
aktivitate tiek maintta iekaisuma citokinu vai lipopolisaharidu ietekmé&, mainoties ekspresijas
intensitatei. iNOS galvenokart tiek ekspreséta makrofagos, neitrofilos leikocitos un epitélija
Stnas (Gordge, 1998; Wink et al., 1998; Habib and Ali, 2011). Péc literaturas datiem cNOS
produce NO 1,0 uM koncentracija asinsvadu endotélija un 5,0 uM koncentracija nervu sistema.
Savukart iNOS producé NO ap 10 uM koncentracija (Gordge, 1998).

Slapekla monoksids reagé ar tam molekulam, kuram ir nesaparoti elektroni, pieméram
citiem briviem radikaliem un, enzimu aktivos centros esoSiem, parejas metalu joniem (Padmaja
and Huie, 1993). NO reagétsp&ju nosaka mazs izmers, augsts difizijas atrums un lipofilitate.
Slapekla (IT) oksida reakciju produkti arT spgj reagét ar biologiskam molekulam, kas ir asociéts
ar NO toksicitati (Hughes, 2008). Slapekla monoksida reakcijas $tnu limeni iedala trijos
posmos (Tamir, Burney and Tannenbaum, 1996): difuzija; NO reakcijas intracelulara vidg;
sekundaras jeb NO biotransformacijas produktu reakcijas.

Difuzijas stadija slapekla monoksids iziet caur $tinas membranu (neatvieglota difuzija)
un reagg ar $tinas struktiirelementiem (Kwon, Stuehr and Nathan, 1991; Roy et al., 1995; Habib
and Ali, 2011). Intracelulara vide var notikt NO autooksidacija par N2Os. Udent N2O3 sadalas,
veidojot HNO> (Habib and Ali, 2011). Papildus var notikt NO oksidésana ar Oz, veidojot NO»,
kas talak reagg ar tdeni, disproporciongjot par NO~ un NOs (Hughes, Nicklin and Sackrule,
1971).
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Reakcija ar superoksidanjonu (O27) notiek peroksinitrita veidoSanas. Peroksinitrits
(ONOQ) ir stiprs oksidétajs, kas spgj reagét ar daudzam biomolekulam (Pfeiffer, Mayer and
Hemmens, 1999). ONOO" inaktivacija var notikt ari reakcija ar CO., kura veidojas
nitrozoperoksikarbonats (ONOOCOQ"), kas sadalas par NOs" un CO; (Uppu, Squadrito and
Pryor, 1996).

Atkariba no NO koncentracijas, kinétiskais faktors (reakcijas atrums) tiek izmantots lai
atdalitu reakcijas, kas tiek uzskatitas par svarigam in vivo (Wink and Mitchell, 1998).
Pieméram, in Vvivo sastopamas koncentracijas, NO pictickami atri reagé ar metalu
kompleksiem, veidojot nitrozokompleksus. Daudziem no tiem, pieméram, Fe-NO
kompleksiem, piemit izteikta stabilitate. Papildus, slapekla monoksids var reagét ar metalu
oksokompleksiem (metals ir koordinéts ar O>”) un metaloksokompleksiem (O ir bidentats
ligands, kas ir saistits ar vienu vai diviem kompleksveidotaja atomiem) (Wink and Mitchell,
1998). Vel NO spgj saistities ar hipervalentiem metalu-H>O> kompleksiem, un tos reducét
(Puppo and Halliwell, 1988). NO, reaggjot ar, enzimu aktiva centra eso$iem, parejas metalu
joniem un, brivo radikalu tipa, katalitiska cikla starpproduktiem, spg darboties ka
atgriezeniskais inhibitors (Beckman and Koppenol, 1996). Visbeidzot, tika atklats ka NO var
piedalities nukleofilo centru nitrozéSana, kas noved pie S-nitrozotiolu veidoSanas (Mohr,
Stamler and Briine, 1994).

Sekundaro NO efektu pamata ir oksideéSanas un nitrozéSanas reakcijas. NitrozeSanas
procesa reagétspéjigas slapekla oksida dalinas (RNOS) darbojas ka NO donors attieciba pret
nukleofilam grupam (piem. tioliem un aminiem) (Habib and Ali, 2011). Nitroz&Sanas reakciju
kopumu defin€ ka nitrozativo stresu. Pie oksidéSanas reakcijam ir pieskaitama hidroksilé$ana
un tieSa elektronu atnems$ana no biologiskiem substratiem (Watanabe et al., 2001).
Peroksinitrits ir pamata NO biokimiskas konversijas produkts, kuram piemit citotoksiska
iedarbiba. Intracelulari ONOO™ veidojas mitohondrijos, kur notiek intensivaka
superoksidanjona (O2") veidoSanas. NO ir lipofils un koncentréjas mitohondriju lipidu
membrana. Lidz ar to, membranas tuvuma, realiz&jas peroksinitrita veidoSanas (Wink and
Mitchell, 1998).

Ir trfs pamata mehanismi, kas skaidro NO/peroksinitrita izraisitus DNS bojajumus:
aminogrupu nitrozé$ana; DNS reparacijas enzimu inhib&$ana; tieSa DNS modifikacija reakcijas
ar NO oksidésanas produktiem (Wink et al., 1998). Gan prokariotu gan eikariotu Stnam
nonakot kontakta ar NO, notiek nukleotidu deaminé$ana caur N-nitroz&Sanas starpposmu. NO-
atkarigas deamingSanas piemeéri ir citozina parvérSana par uracilu, guanina parvérSana par
ksantinu, adenina konversija par hipoksantinu un metilcitozina konversija par timinu. DNS

bojajumi ir tiesi saistiti ar ONOO™ veidosanu (Merchant et al., 1996; Wink et al., 1997).
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Slapekla (IT) oksida vielmainas produkti sp&j reagét ari ar aminoskabém, ietekmgjot
signalproteinu un enzimu funkcijas (Pfeiffer, Mayer and Hemmens, 1999). S1 paradibas pamata
ir aromatisko aminoskabju, pieméram L-tirozina, meta-nitrésana. NitréSanas reakcijas notiek ar
peroksinitritu, slapekla (IV) oksidu, HNO> un citiem nitronija jona (NO2") donoriem (Beckman,
1996). Fosforilazes (protein-kinazes) un fosfatazes, kas nodro$ina intracelularo signalu parnesi
kataliz&jot aminoskabju fosforilésanas un defosforilésanas reakcijas, tiek inaktivétas péc
tirozina nitréSanas. Nitrotirozinu saturoSie proteini kalpo par audu bojajumu indikatoru
nitrozativa stresa ietekmé& (Sampson et al., 1998).

Fiziologiskos apstaklos slapekla monoksidam piemit izteikts kardioprotektivais efekts.
Sp&ja mazinat sirds un asinsvadu slimibu progresiju pamatojas uz asins spiediena un asinsvadu
tonusa regulaciju, trombocttu agregacijas un limfocitu adh&zijas inhib&sanu. Papildus novéro
antiproliferativo iedarbibu uz asinsvadu glidas muskulatiras Stnam (Naseem, 2005). NO
darbojas ka signalmolekula leiomiocitos un neironos, aktivgjot §kistoSo guanil-ciklazi (sGC).
sGC katalizé 3°-5’ guanozina monofosfata (CGMP) veido$sanu no guanozina-5’-trifosfata
(GTP). Tas ir starpposms starp NO un protein-kinazu, fosfodiezterazu, jonu kanalu un citu
celularas atbildes komponentu aktivaciju (Pfeiffer, Mayer and Hemmens, 1999). Zema
koncentracija NO darbojas citoprotektivi, pieméram, aizsargdjot audus no peroksidacijas,
inaktivéjot enzimu aktivus centrus - metalu oksokompleksus (Kanner, Harel and Rina, 1991).
Papildus tika paradits ka slapekla monoksids darbojas ka lipidu oksigenazu inhibitors (Kanner,
Harel and Granit, 1992). Tika noteikts ka NO spg; tiesi saistities ar briviem radikaliem, veicinot
to detoksifikaciju (Wink and Ford, 1995).

INOS tiek ekspreséta aktivétos makrofagos, kas nosaka intensivo NO un RNOS
produkciju in vivo. Rezultata, hroniska iekaisuma apstaklos ir detekt€jami aminu nitrozgSanas
produkti (Marletta, 1988; Miles et al., 1995). Augstas koncentracijas slapekla (II) oksidam
piemit citotoksiskas Tpasibas — tas ir iesaistits audz&ju attistiba un angiogeneze (Paradise et al.,
2010). Tika eksperimentali noteikts ka lielas NO koncentracijas ir asoci€tas ar glutamatu-
induceto neirotoksicitati kortikalo un striatalo neironu kultiiras (Dawson et al., 1991). Cita in
vitro modeli tika paradits, ka NO spgj izsaukt Stnu apoptozi (Albina et al., 1993).
Ciklooksigenaze, hemoproteins, kas ir nepiecieSams prostaglandinu sint€zei no arahidonskabes,
tiek aktivéts NO un hema dzelzs atoma mijiedarbibas rezultata, veicinot iekaisuma procesa
intensitates pieaugumu (Cuzzocrea and Salvemini, 2007). Vél NO spg reagét ar
oksihemoglobinu (Fe®"), reducgjot to par methemoglobinu (Fe?*), traucgjot O piegadi audiem
(Habib and Ali, 2011). Lidzsvars starp oksidativo stresu veicino$o un mazino$o ietekmi ir
atkarigs no NO un superoksidanjona produkcijas intensitaSu attiecibas (Darley-Usmar,
Wiseman and Halliwell, 1995).
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Kopuma, var secinat ka NO piemit svariga loma gan fiziologiskos gan patofiziologiskos
procesos, kas notiek cilvéku organisma. Tas efektu pamata ir sarezgits kimisko parvertibu
kopums, kur biologisko aktivitati noteicosais faktors ir NO un tas biotransformacijas produktu
koncentracija. Endogena NO produkcija tiek reguléta gan Siinu signalcelu intermediatiem

(piem. Ca?*) mainot NOS (cNOS) aktivitati, gan regulgjot NOS ekspresiju (iNOS).
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2. IESKATS MULTIPLAS SKLEROZES PATOGENEZE

Multipla skleroze (MS) ir kompleksa saslimSana ar izteikto autoimiino komponentu.
Uzskata ka ta tiek inici€ta, noteiktiem vides faktoriem iedarbojoties uz genétiski-predisponéto
individu (Baecher-Allan, Kaskow and Weiner, 2018). 1z8kir tris MS stadijas: prekliniska, kad
slimibas pazimes ir detekt€jamas tikai veicot MRA izmekl&jumu; remitgjoSi-recidivéjosa
forma, kas raksturojas ar neirologiskas disfunkcijas epizodém un remisijas periodiem;
progres€josa MS, kas parasti attistas no recidiv§josas formas, un pie kuras novéro fiziskas un
garigas mazspéjas vienmerigu progresiju (Ghasemi, Razavi and Nikzad, 2017; Baecher-Allan,
Kaskow and Weiner, 2018). PrMS var sakties arT ka primara progreséjosa MS, bet no MRA
izmekl&jumu datiem ir zinams ka, vairuma gadijumu, primara PrMS attistas ka sekundara
patologija RRMS slimniekiem, kuriem recidivgjosa forma progreséja bez kliniski
detekt&jamiem recidivu gadijumiem (Uitdehaag et al., 2011; Lublin et al., 2014).

Uzskata ka MS patogenézes pamata ir imtino $tnu infiltracija no perifériskam asinim,
cauri hematoencefalisko barjeru, uz CNS. IFNy un IL-17 producgjosas, CD4+ T-$tinas tiek
uzskatitas par MS iniciatoriem (Baecher-Allan, Kaskow and Weiner, 2018). Pelu EAE modelos
IL-17 ir asoci€ts ar autoimiinam reakcijam, kamér IFNy piemit protektivais efekts. Cilvékiem
gan IFNy gan IL-17 pastiprinata ekspresija ir asociéta ar MS (Lock et al., 2002; Berghmans,
Dillen and Heremans, 2006). So ideju sauc par “outside-in” hipotézi, preti “inside-out”
hipotézei, péc kuras MS sakas no CNS (Malpass, 2012). Kad autoreaktivie CD4+ T-limfociti
iekltist CNS, tie mijiedarbojas ar antigén-prezent&josam $tnam (piem. mikrogliju). Tam seko
citokinu sekrécija, kas veicina papildus citotoksisko un antigén-prezentgjoso $tinu (piem. CD8+
T-limfocttu, vélak arm makrofagu) piesaisti no perifériskam asinim, kas noved pie CNS
bojajumu progresijas (Baecher-Allan, Kaskow and Weiner, 2018).

Tomeér ir svarigi atzimét ka CD4+ T-Stinu klase ietver arT Treg un Trl jeb regul&josSas T-
Stinu populacijas, kas darbojas, ierobezojot iekaisuma procesa norisi un paléninot slimibas
attistibu. Trl un Treg tiek aktivéti ar normaliem organisma antigéniem (ang. Self-antigen) un
izdala IL-10, kas ir pretiekaisuma citokins (Sakaguchi et al., 2001; Pacholczyk and Kern, 2008)

CD8+ limfocitu citotoksicitate ir viens no pamatfaktoriem, kas nosaka oligodendrocitu
navi, neironu aksonu bojajumus (aksonalo degeneraciju) un neirologiskas disfunkcijas
progresiju pie MS (McFarland and Martin, 2007; Palumbo, 2017; Baecher-Allan, Kaskow and
Weiner, 2018). CD8+ T-siinas, caur MHC-I (ang. Major Histocompatibility Complex class I)
atpazist organismam raksturigo (endogeno) intracelularo proteinu fragmentus, un nogalina
Stinas caur kontakt-atkarigo procesu, kura pamata ir proteolitisko enzimu (granzimu A un B)
darbiba (Barry and Bleackley, 2002).
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Papildus, CD8+ limfociti sekreté iekaisuma citokinus — IL-17 un IFNy, un var producét
FasL (ang. Fas ligand). FasL spgj iniciét oligodendrocitu apoptozi, saistoties ar TNF tipa
receptoriem uz §anu virsmas. Sada veida tiek samazinats mielinu producgjo$o $iinu skaits un
remielinizacijas efektivitate (Volpe et al., 2016).

Paral€li novéro imiinmodulgjoSo strukturu aktivaciju CNS — ar mérki ierobezot iekaisumu
un iniciét audu reparacijas procesus. Tas noved pie, vismaz dalgjas, remielinizacijas, kas tiek
asociéta ar klinisko remisiju RRMS pacientiem (Baecher-Allan, Kaskow and Weiner, 2018).
Pieméram, dazos pétijumos, tiek raksturots CD8+ T-Stnu apakstips, kas var inhibét imano
atbildi un nomakt slimibas aktivitati. STs $@inas individualizé p&c unikala antigénu komplekta:
CD122, CD28, CD103 vai HLA-G (Uss et al., 2006; Lozano et al., 2009; Lu* et al., 2016;
Vuddamalay and van Meerwijk, 2017).

NK (CD56"9") §iinas ir iedzimtas, perifériskas iminsistémas komponents, kas spgj
darboties gan veicinot (TNFa, IFNy) gan mazinot (IL-4, IL-10) iekaisumu (Schleinitz et al.,
2010). Literatairas dati liecina par NK imiinoregul&joso funkciju MS gadijuma — $tinu skaits
pozitivi korel€ ar remisijas ilgumu un negativi ar recidiva iestasanas risku (Infante-Duarte et
al., 2005; Morandi et al., 2008). NK skaita palielinajums ir viens no faktoriem, ar kuru skaidro
IFNB un daklizumaba efektivitati pie RRMS (Bielekova et al., 2006; Saraste, Irjala and Airas,
2007). Nearstetiem MS pacientiem NK inhib&josa ietekme uz T-§linam ir samazinata, ko saista
ar HLA-E ekspresiju T-limfocitos. HLA-E darbojas ka NK-inhib&joss ligands (Gross et al.,
2016).

Gan RRMS, gan PrMS (sakuma perioda) patologijas pamata, ir imunologiskie (primarie)
mehanismi. Patogenézes konteksta, progres€josa forma atskiras no recidiv&josas ar hronisko,
no neskartiem audiem nodalito (kompartmentaliz&to), iekaisuma procesu smadzenu apvalkos
un parenhima (funkcionalos CNS audos). RRMS gadijuma, iekaisuma procesam ir raksturigas
aktivacijas un remisijas stadijas, un CNS audu iekaisuma raksturs ir tuvaks aktitam (Dendrou,
Fugger and Friese, 2015; Ghasemi, Razavi and Nikzad, 2017; Baecher-Allan, Kaskow and
Weiner, 2018).

Pacientiem ar progresgjosu MS, pasi vélakos posmos, patologisko izmainu attistibu
nosaka ar periférisko imiino sistému tiesi nesaistitie (sekundarie) mehanismi. So mehanismu
klasts ietver mitohondriju bojajumus, Fe** jonu akumulaciju un ar tiem saistito oksidativo
stresu, jonu kanalu disfunkcijas, glutamat-atkarigo uzbudinajuma toksicitati, intra-aksonalo
Ca?* parakumu, audu hipoksiju un aksonala transporta defektus (Mahad, Trapp and Lassmann,
2015; Liddelow et al., 2017).
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Papildus, PrMS pacientiem tika konstatétas specifiskas izmainas perifériska imtna
sistéma: pastiprinata I[FNy producéSana, kas klist raksturiga T-Siinu klasei nepiederigam
Sinam; palielinats antigén-prezentgjoso, mieloido dendritisko Stnu skaits, kuram tiek
ekspreséts CD80 antigéns un notiek IL-12 un TNFa sekrécija (Balashov et al., 1997; Karni et
al., 2006).

Pieminétas atskiribas lauj, vismaz dalgji, izskaidrot, kapéc ne visas zales, kas ir
nomérk&tas uz adaptivo, periferisko imiinsistému un ir efektivas RRMS pacientiem, rada
uzlabojumu ari PrMS gadijuma (Dendrou, Fugger and Friese, 2015; Ghasemi, Razavi and
Nikzad, 2017; Baecher-Allan, Kaskow and Weiner, 2018).

Kameér periferiska, celulara imunitate (T-$iinas) ir noteicosa RRMS patogenézg, CNS
iedzimta celulara imunitate (mikroglija un astrociti), kopa ar B-Stnam, ir pamata
imunologiskais komponents PrMS gadijuma (Merrill et al., 1993; Duddy et al., 2007). B-$tinas
spej Skersot HEB un akumuléties CNS, limfmezgliem lidzigas struktiiras, kas ir atrodamas
smadzenu apvalka, smadzenu garozas bojajumu vietu tuvuma. Sie §linu agregati tiek nosaukti
par ektopiskiem germinaliem centriem — veicot MRA izmekl&umu sekundaras PrMS
slimniekiem, tos atklaj 67% gadijumos (Serafini et al., 2004; Cross et al., 2006; Selter et al.,
2013; Baecher-Allan, Kaskow and Weiner, 2018). Smadzenu apvalku germinalos centros B-
Stinas atrodas kopa ar citam imiin$tnu populacijam (Hauser et al., 1986; Kouchaki et al., 2014).
B-limfociti veicina MS attistibu, sekretgjot iekaisuma citoknus (IL-6, IL-12) un aktiv&jot
CD8+ T-Siinas caur antigénu prezenteSanu. T-Stnu aktiveéjoSas CD20+ B-Siinas (antigén-
prezentgjosas atminas $iinas) ir viens no potencialiem MS terapijas mérkiem. CD20+
populacijas aktivitates samazinaSana tiek asoci€ta ar mazakiem CNS bojajuma apgabaliem,
spriezot peéc MRA izmeklgjumu rezultatiem. So efektivitati saista ar palielinato IL-10 un
samazinato IL-12 un IL-6 sekréciju (Hauser, Chan and Oksenberg, 2013).

Izdala atsevisko B-$anu grupu, Bregs, kurai piemit pretiekaisuma darbiba. Sie limfociti
tiek identificeti pec augstas IL-10 produkcijas, jo tiem nav specifisko antigénu un transkripcijas
faktoru. To darbibas pamata ir IL-10, TGFB (ang. Tumor growth factor) un PD-L1 (ang.
Programmed-death ligand) stimulgjosais efekts uz regulgjosam Trl un Tregs Stnam, ka ari
efektoro T-stnu (CD4+, CD8+) nogalinasana ar GzmB proteazu citotoksicitates starpniecibu
(Iwata et al., 2011; Mauri and Menon, 2015; Baecher-Allan, Kaskow and Weiner, 2018). MS
slimniekiem Bregs $tinu skaits un to sekretora aktivitate ir samazinati (Flores-Borja et al.,

2013).
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Uzskata ka hroniskie iekaisuma procesi smadzenu apvalkos maina asins-smadzenu
barjeras caurlaidibu attieciba uz perifériskas imiinsistémas $tinam. Piem&ram, tika atklats ka,
MS gadijuma, CD8+ T-limfocitiem tiek atvieglota nokliisana CNS, ko demonstré cilveku un
pelu $tinu pétijumi (Duan et al., 2013; Larochelle et al., 2015). Smadzenu apvalku iekaisums ir
uzskatams ar1 par vienu no kortikalo aksonu demieliné$anas iemesliem — iekaisuma citokiniem
difundgjot dzilakos CNS audos (Serafini et al., 2004; Baecher-Allan, Kaskow and Weiner,
2018).

Veélakos posmos, PrMS pacientiem konstaté B-$tnu diferenciacijas centru (ektopisko
germinalo centru) un perifériskas imtnsistémas $tnu koncentré$anas apgabalu (folikulu-tipa
struktiiru) veidosanu CNS. So struktiiru eksistence liecina par B-tinu sp&ju veikt klonalo (péc
self-antigéniem selektivo) pavairosanu un diferenciaciju par antivielas producgjo$am $tinam
(plazmas $inam), péc nonak$anas CSS (Serafini et al., 2004; Magliozzi et al., 2007).
Ektopiskos centros iekaisuma procesu norisi nosaka gan B-$tnu un efektoro T-$iinu, gan
naturalo killeru (NK) un CNS mikroglijas $tinu populaciju aktivitate (Baecher-Allan, Kaskow
and Weiner, 2018). Savukart folikulu tipa strukttras, parsvara, ir atrodami CD4+ un CD8+ T-
limfociti (Hauser et al., 1986; Kouchaki et al., 2014).

Antivielas, kas ir nomérkétas pret vairakam, uz CNS S§tnu virsmas atrodamam,
molekulam, atklaj PrMS pacientu CSS 95% gadijumos. Sadas antivielas tiek sekrététas no
klonali-pavairotam plazmas $tnam (diferencétiem B-limfocitiem) (Heidelberger, Kabat and
Mayer, 1942; Schirmer, Srivastava and Hemmer, 2014). Lielakai dalai antivielu mérki nav
zinami, kameér daZas specifiski saistas ar intracelulariem proteiniem, kas tiek izdaliti notiekot
citolizei pie CNS audu destrukcijas (Bréndle et al., 2016). Mielin-reaktivo antivielu daudzums
un klonali-pavairoto CD20+ B-§iinu skaits CSS ir asocigti ar agresivakam MS formam (Cepok,
2001; Villar et al., 2005).

Mikroglija — smadzenés lokalizéts iedzimtas imunitates komponents (CNS makrofagi),
MS gadijuma, tiek aktivéta. Sis §linas spgj izdalit ickaisumu veicinoSus citokinus, skabekla
reagltspéjigus intermediatus un proteinazes, ka ari aktivét komplementa sistému (Lassmann,
2012; Liddelow et al., 2017). Fiziologiskos apstaklos mikroglijai var izpausties arl
neiroprotektivie, imiinosupresorie fenotipi, pieméram, pastiprinata indolamina-2,3-
dioksigenazes ekspresija, kas regulé triptofana metabolismu un stimulé iekaisumu apturoSas
vides veidosanos. Tomer, MS gadijuma, mikroglija, visbiezak, zaudeé homeostazi uzturoso
fenotipu (Kwidzinski et al., 2005; Zhao et al., 2017).

Astrociti, kas ir iesaistiti vairaku CNS funkciju veikSana, piem&ram, homeostazes
uzturéSana sinaps€s, neirotransmisijas regulacija, fagocitozé un HEB veidosana (Minhas,

Bansal and Bansal, 2019), ar1 piedalas MS patogenéze.
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Neirotoksisko astrocitu apakSpopulacijas (Al astrocitu) aktivitati pastiprina mikroglija.
Al astrociti producé citotoksiskas molekulas, pieméram NO un TNFo, ka arT veicina
neirotoksisko monocitu (leikocttu, makrofagu) migraciju CNS (Liddelow et al., 2017).

Oligodendrociti, astrociti un neironi MS slimniekiem pastiprinati ekspres€ MHC-I un
MHC-II (Hila, Soane and Koski, 2001). Mikroglijas Stnam ari piemit sp&ja kross-prezent&t
(ang. Cross-presentation) eksogénus antigénus MHC-I kompleksa, kas ir viens no iesp&jamiem
mielin-reaktivo CD8+ T-$tinu klonalas pavairo$anas iemesliem pie MS (Zang et al., 2004).

Apkopojot, var secinat ka MS patogenézes pamata ir CNS autoiminais iekaisuma
process, kura aktivitate un raksturs vari¢ atkariba no iekaisumu veicino$o un ierobezojoso $tnu
populaciju kompleksas mijiedarbibas. Sarezgits mijiedarbibas raksturs apgriitina terapeitiskas
intervences punktu izvéli un rezultatu prognozésanu. Ar to var pamatot, kapéc slimiba paslaik
nav izarst§jama. Situaciju papildus apgriitina imtin§tnu populaciju proporciju variacijas un
geénu polimorfisms MS pacientu populacija, ka ari katram pacientam individualie faktori (piem.
vecums, dzimums, paralélas slimibas u.C.). Analogiska veida var skaidrot art DMT terapijas

efektivitates atSkiribas starp MS pacientu grupam un ar starp konkrétiem pacientiem.
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3. NO LOMA MULTIPLAS SKLEROZES PATOGENEZE

Slapekla (II) oksidam piemit svariga loma vairakas cilvéka slimibas. NO efekti varié
atkariba no koncentracijas, ka art no talaka signalu kaskadg iesaistito molekulu esamibas un
veida (Yuste et al., 2015). Paaugstinata NO koncentracija centrala nervu sistéma ir asociéta ar
MS progresiju. Nitrozativais stress MS pacientiem tiek saistits ar progres¢josiem mielina
apvalku un aksonu bojajumiem galvas un muguras smadzenés (Shivane and Chakrabarty,
2007). Literatira tika pieminéti vairaki mehanismi, kas skaidro NO spgju ietekmét
mitohondrialo energijas produkciju (Broadwater et al., 2011; Witte et al., 2014).

MS gadijuma, monociti no perifériskam asinim sp&j nonakt CNS un diferencéties par
makrofagiem. Tie, savukart, spg&j producét vairakus ickaisuma mediatorus, ieskaitot
reagétsp&jigas skabekla dalinas (ROS) un NO (Mirshafiey and Mohsenzadegan, 2009; D’Souza
etal., 2016). NO, ar cGMP starpniecibu, var veicinat Ca* koncentracijas pieaugumu citozola,
kas ietekmé homeostazes uzturéSanas mehanismus un $tinas fiziologiskas funkcijas (Li, Sul and
Haydon, 2003). Mitohondriji piedalas $tnas kalcija bilances regulacija (Ruiz, Matute and
Alberdi, 2010). Ca?* akumulacija oligodendrocitu citozola veicina mitohondriju funkciju
trauc€jumu attistibu. Efekts pamatojas uz skabekla radikalu inaktivacijas inhib&Sanu, ko saista
ar, Ca2+-atkaﬁgo, mitohondrialas citohroma-oksidazu sistémas disfunkciju (Correale and Farez,
2015; Lan et al., 2017). Akumulétie skabekla radikali veicina $tinu lipidu peroksidaciju, kas
noved pie demielinéSanas.

Dati liecina ka glutamata receptoru stimulacija ir viens no veidiem ka kalcija joni var
iepliist oligodendrocitu §tina un stimulét iINOS ekspresiju (Bolton and Paul, 2006; Centonze et
al., 2010; Stojanovic, Kostic and Ljubisavljevic, 2014). Oksidativais stress, proti ROS un
reagétspejigas slapekla oksida dalinas, kuras producé mikroglija, veicina glutamata
izvadtransportieru ekspresijas nomaksanu oligodendrocitos, pastiprinot uzbudinajuma
toksiskuma efektus (Bolton and Paul, 2006; Matute, Domercq and Sanchez-Gémez, 2006; Su
et al., 2009; Centonze et al., 2010; Marinelli et al., 2016).

Papildus, pie NO koncentracijas pieauguma, noveéro aksonu parravumus. lesp€jamais
mehanisms, kas to izskaidro, ir saistits ar Na*/Ca?* antiporteriem (NCX) mitohondrijos (Black
et al., 2006; Kapoor, 2008). Fiziologiska NCX loma neironos ir Ca?* jonu uznemsana
mitohondrijos, ievadot Na* jonus citozola. Pieaugot Na" intracelularai koncentracijai (piem.,
parmeérigas glutamata receptoru stimulacijas rezultata), NCX var sakt darboties pret€ja virziena,
kas noved pie kalcija jonu akumulacijas aksona un uzbudinajuma toksiskuma efektiem (Craner

et al., 2004; Persson et al., 2013).
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Tika izteikta doma ka NO sp&j inducét aksonu bojajumus, inhib&jot mitohondrialas
elpoSanas reakcijas. ATF deficits ari veicina Na® koncentracijas pieauguma aksonos
(Grigoriadis et al., 2004). ldeja par to ka NCX piemit svariga loma MS patogenézg, tika
eksperimentali atbalstita, pétot EAE un aksonalas degeneracijas smagumu wild-type un NCX-
B2-knockout pelém. Dzivniekiem, kuriem netiek sintezéta Na*/Ca®* kanila B2 subvieniba,
novéroja mazaku EAE intensitati un degeneracijas intensitati (O’Malley et al., 2009; Zindler
and Zipp, 2010). Papildus tika konstatéts ka Na* kanalu blokatori, pieméram, flekainids, var
mazinat neironu un aksonu degeneraciju dzivnieku neiroickaisuma modeli (Bechtold et al.,
2005; Smith, 2006).

NO un iekaisuma citokini sp&j veicinat $tiinu bojaeju apoptozes, nekrozes un autofagijas
celos (Mitrovic et al., 1995). Apoptoze ir primarais oligodendrocitu naves mehanisms, kas tiek
iniciéts ar NO starpniecibu (Chakraborti et al., 1999). Sekundari, oksidativa stresa ietekmg,
Stnu nave var notikt nekrozes cela (Mitrovic et al., 1995). Ka jau iepriek$ tika pieminéts,
primarais mitohondriju disfunkcijas efekts ir adenozintrifosfata (ATF) produkcijas inhib&Sana
(Sas et al., 2007). Oksidativais un nitrozativais stress veicina $tinu bojaejas/izdzivoSanas
lidzsvara novirzi naves virziena (Wang, Lee and Wang, 2014). Elposanas kédes kompleksu
bojajumi mitohondrijos var novest pie intensivakas brivo radikalu producé$anas. Rezultata,
ilgstosi saglabajoties ATF deficitam un oksidativam stresam, mitohondriju membranas
integritate tiek izjaukta — veidojas mPTP (ang. Mitochondrial permeability transition pore)
(Kalman and Leist, 2003; Sas et al., 2007). Caur mPTP no mitohondrijam citozola iznak
citohroma C proteins, kas inicié §tinu apoptozi, aktivEjot Vienu no §iinu “programmetas naves”
enzimu (kaspazu) kaskadém (Narita et al., 1998; Rolo et al., 2003; Heck et al., 2005; Mullauer,
Kessler and Medema, 2009; Huang et al., 2014).

Literatiira ir liecinajumi par specifisku NO toksiskuma mehanismu attieciba uz neironu
aksoniem. Oligodendrociti sp&j sanemt glikozi no asinim un piegadat laktatu neironiem, kur tas
tiek pateréts ATF producésanai (Schurr and Rigor, 1998; Amaral et al., 2013; Philips and
Rothstein, 2017). Polaro karbonskabju anjonu, t.s. ari laktata, transportu neironos nodro$ina
monokarboksilata transportieris 1 (MCT1) (Rinholm and Bergersen, 2012). Ir dati ka NO spg;j
ietekm&t MCT1 funkcijas, veicinot tas nitrozésanu (Diers et al., 2014). Tiek izvirzita hipotéze,
ka $ada veida tiek traucéta substratu plisma energijas producéSanai neironos. Tas, savukart,
noved pie aksonalas degeneracijas (Cambron et al., 2012; Lan et al., 2017).

Kopuma, var secinat ka, MS gadijuma, NO-atkariga citotoksicitate noved pie oksidativa
un nitrozativa stresa MS bojajuma apgabalos péc vairakiem mehanismiem, kas kopa izveido

kaut-ko Iidzigu pozitivas atgriezeniskas saites mehanismam.

21



ImiinSiinu izdalitais NO un ROS izjauc glutamat-atkarigas neirotransmisijas regulaciju
un tiesi veicina Ca?* iepliiSanu CNS $iinds. Rezultata Ca?* joni aktivak iepliist neironu un
oligodendrocitu citoplazma, aktiv&jot iNOS ekspresiju un veicinot ROS produkciju. Paral€la
Na* jonu iepliisana veicina papildus Ca?* jonu iepliisanu $iina (no mitohondrijam); tas noved
pie vél aktivakas NO un ROS produkcijas, un vél izteiktaka oksidativa stresa — Ca?*, NO,
peroksinitrita un ROS ietekmé tiek inhib&ti ATF producgjosie enzimi (Correale and Farez,
2015; Lan et al., 2017). Rezultata notiek lipidu peroksidacija un attistas DNS bojajumi, kas

noved pie neironu un oligodendrocitu bojaejas, apoptozes vai nekrozes cela.
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4. MODIFICEJOSAS TERAPIJAS STRATEGIJAS PIE MS

Sobrid MS nav izarstéjama ne ar vienu no pieejamiem terapijas variantiem. Parsvara
farmakologiskie Iidzekli darbojas preventivi, mazinot simptomus un uzlabojot slimnieku dzives
kvalitati (Schapiro, 2009; MFMER, 2019). Agrina ieckaisuma procesa atpaziSana lauj pacientam
uzsakt terapiju ar slimibu modificéjoSiem preparatiem vél pirms tiek uzstadita MS diagnoze,
aizkavgjot funkcionalo trauc&jumu iestasanas bridi (Miller, 2004).

Visi DMT iedarbojas uz imiino sistému, modul&jot vai ihnibgjot tas komponentus dazados
limenos un péc atskirigiem mehanismiem. To efektivitate, droSums un panesamiba vari€ plasas
robezas (Gitto, 2017).

Pirmas izveles lidzekli, parasti, darbojas ar méreno efektivitati un ir drosaki. Pie §is
grupas pieskaita interferonu-p (IFNB) grupu, glatiraméra acetatu, teriflunomidu un
dimetilfumaratu. Otras izvéles preparati tiek pielietoti kad pirmas izvéles lidzeklu izmantoSana
nesniedz apmierino$us rezultatus. Tiem ir raksturiga lielaka efektivitate un augstaki riski. Otras
izvéles preparatu pieméeri ir natalizumabs, alemtuzumabs, mitoksantrons (Gajofatto and
Benedetti, 2015; Gitto, 2017).

Kortikosteroidi un metotreksats tiek pielietoti RRMS un PrMS formu terapija, lai
mazinatu limfocitu proliferaciju un iekaisumu veicinoSo citokinu sekréciju (glikokortikoidi) un
samazinat mieltna noardiSanu un iekaisuma citokinu sekréciju no makrofagiem (metotreksats)
(Gitto, 2017). Fingolimods ir apstiprinats ka otras izvéles lidzeklis Eiropa un pirmas izvéles
lidzeklis ASV, Kanada un citas valstis. Azatioprins un ciklofosfamids nav registréti MS
arst€Sanai, bet tiek lietoti ka, atbilstosi, pirmas un otras izvéles preparati, “off-label” kartiba
(Gajofatto and Benedetti, 2015; Gitto, 2017).

IFNB-1b un IFNB-la demonstréja labvéligu iedarbibu, mazinot MS aktivitati. IFNf
terapija samazina letala iznakuma risku eksponétai grupai par 32%, salidzinot ar neeksponéto
grupu (Kieseier, 2011). Biologiska aktivitate, IFNf gadijuma, pamatojas uz iekaisumu
veicinoSo citokinu (piem. IL-17) sekrécijas inhib&Sanu. Papildus notiek iekaisumu mazinoSo
citokinu un trofisko faktoru sekrécijas stimulacija (piem. NGF, IL-10), tiek ierobeZota limfocttu
migracija caur HEB (Kozovska et al., 1999; Chen et al., 2009). Vél ir raksturota sp&ja inducét
Tregs klases limfocitus un nomacosas CD19+, CD24++ un CD38++ B-Siinas. Kliniski novéro
samazinatu recidivu skaitu gada laika pie RRMS, ka ar1 palielinatu laiku, kura RRMS pariet
sekundara PrMS. Blakusefekti: saauksteéSanas simptomi péc injekcijas, hepatotoksicitate un
depresija. Specifiskas neitraliz€josas antivielas var mazinat terapijas efektivitati (Goodkin,

1996; Bermel et al., 2013; Schubert et al., 2015).
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Glatiramera acetats ir glutaminskabes, lizina, alanina un tirozina oligopeptidu maisijums,
kas darbojas, saistoties ar MHC (ang. Major Histocompatibility Complex). Peptidi konkurgjosi
antagoniz€ citu proteinu saistiSanu ar MHC, vienlaikus stimul&jot IL-10, IL-4, TGFf sekréciju
un CD8+ Tregs skaita pieaugumu. Papildus notiek efektoro (CD4+) Thl un Th2 skaita
samazinajums. Kliiski novéro mazinato recidivu skaitu gada laika RRMS pacientiem.
Blakusefekti: idiosinkratiskas reakcijas péc injekcijas un limfadenopatijas (Simpson, Noble and
Perry, 2002; Tennakoon et al., 2006; Weber et al., 2007; Racke, Lovett-Racke and Karandikar,
2010).

Natalizumabs ir monoklonala antiviela, kas saistas ar CD49d+ limfocitu VLA4 integrina
a-subvienibu. Tiek blok&ta VLA4 saistiSana ar VCAM-1 receptoru un fibronektitu, mazinot B
un T limfocitu tieksmi saistities ar vaskularo endotéliju un piedalities ekstravazacija (migrét
caur HEB). Kliniski efektivitate izpauzas ka samazinats RRMS recidivu skaits gada laika.
Blakusefekti: JC virusa (cilvéka papilomas viruss 2) reaktivacijas iesp&ja CNS, kas veicina
progres€josas multifokalas encefalopatijas attistibu, ka arT lokalas reakcijas injekcijas vieta
(Polman et al., 2006; Sellebjerg et al., 2016).

Fingolimods ir sfignozin-1-fosfata receptora ligands, kas veicina limfocitu agregaciju
limfmezglos, inhibgjot to izieSanas procesu. Kliniski efektivitate izpauzas ka samazinats RRMS
recidivu skaits gada laika. Blakusefekti: bradikardija, dzeltena plankuma tiiska, limfop&nija un,
reti, progres€josas multifokalas encefalopatijas gadijumi (Willis and Cohen, 2013; Gajofatto
and Benedetti, 2015).

Teriflunomids ir dihidroorotat-dehidrogenazes inhibitors, kas samazina pirimidinu
biosintézi, inhib€ iekaisumu veicinoso citokinu sekréciju un T Stinu aktivaciju. Kliiski novéro
mazinato recidivu skaitu gada laika RRMS pacientiem. Blakusefekti: matu biezuma
samazinasana, hepatotoksicitate un teratogenitate (Tallantyre, Evangelou and Constantinescu,
2008; O’Connor et al., 2011).

Apkopojot informaciju par DMT variantiem, var secinat ka visos gadijumos terapeitiskais
meérkis ir samazinat iekaisuma procesa aktivitati centrala nervu sisttma. Aktivas vielas
iedarbojas uz limfocTtu apaks$populacijam, mazinot iekaisumu veicino$o $tinu skaitu, tieksmi
migrét caur HEB un citokinu sekrécijas aktivitati. Dazi preparati paraléli stimulé iekaisumu
regul&josas/mazinosas limfocitu populacijas. Teor&tiski, DMT terapijas efektivitatei ir jakorele
negativi ar iekaisuma procesa intensitati. Lidz ar to, pacientiem kas pielieto dazadus DMT
variantus, NOx Itmeniem asins plazma butu jabiit zemakiem, salidzinot ar pacientiem bez

terapijas.
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REZULTATI

NO metabolitu Iilmeni MS pacientu un veselo individu asins plazma

Darba ietvaros tika iegiiti dati par nitritu (NO2") koncentracijam 20 MS pacientu un 20
veselo individu asins plazmas paraugos. Papildus tika noteiktas nitratu (NO3") koncentracijas
20 MS pacientu un 20 veselo individu asins plazmas paraugos. MS pacientu grupa tika icklautas
12 sievietes un 8 viriesi. 16 sievietes un 4 viriesi tika ieklauti kontroles grupa. Kontroles grupas
vidgjais vecums (£ SD) ir 43,5 + 18,5 gadi. Pacientu vidgjais vecums (+ SD) ir 43,4 + 13,6 gadi.
Detektora kalibré$ana dati un liknes ir atrodamas 1. un 2. pielikumos.

Pacientu grupa, salidzinot ar kontroles grupu, gan nitritu (NO2) gan nitratu (NO3)
koncentracijas asins plazma bija paaugstinatas. Vertibu atSkiribas starp p&tamo grupu un
kontroles grupu ir statistiski nozimigas (p<0,05*, skat. tabulu 1.).

Hipotézes t-testam — nulles hipotéze (Ho): NOx koncentracijas (uM) MS pacientu asins
plazma nav nozimigi augstakas par NOx koncentracijam (uM) kontrolém; alternativa hipoteze
(Ha): NOx koncentracijas (uM) MS pacientu asins plazma ir nozimigi augstakas par NOx
koncentracijam (uM) kontrolém. Eksperimentu un hipotézu parbaudes rezultati ir apkopoti
tabula 1. un attelos 1. un 2.

1. tabula

Nitritu un nitratu koncentracijas cilvéku asins plazma (p<0,05%)

o p (right-tailed,
MS Pacienti Kontroles
nesaparotais t-tests)

Nitritu koncentracija = SEM ,

0,78+0,05 | 0,64 +0,03 0,012*
uM

Nitratu koncentracija * SEM,

28,55+1,80 | 23,82+ 1,27 0,019*
uM
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NO metabolitu limeni MS pacientu asins plazma, atkariba no terapijas veida

P&tama grupa esoSiem MS pacientiem, ka DMT tika pielietotas seckojosas aktivas vielas:
Interferonum  beta-la;  Fingolimodum;  Teriflunomidum;  Interferonum  beta-1b;
Natalizumabum; Glatirameri acetas.

Pacientiem, kam bija noziméta Interferona-beta-1a terapija, nitratu (NO3") koncentracijas
bija nozimigi paaugstinatas, salidzinot ar pacientiem bez terapijas (p < 0,05*, skat. tabulu 3.).
Pargjos gadijumos NOx koncentraciju atSkiribas starp pacientu grupam nebija statistiski
nozimigas (p > 0,05, skat. 3. tabulu).

Hipotézes ANOVA (one way) testam: Ho — NOx plazmas koncentraciju (uM) atskiribas
starp MS pacientu grupam, kas sanéma Interferona beta-1a terapiju, citus*(skat. tabulu 2.)
terapijas variantus un nesanéma terapiju, nav statistiski nozimigas. Ha — NOx plazmas
koncentraciju (uM) atskiribas starp MS pacientu grupam, kas sanéma Interferona beta-la
terapiju, citus*(skat. 2. tabulu) terapijas variantus un nesanéma terapiju, ir statistiski nozimigas.
Kopa, veicot ANOVA testu, tika veikta 2 Ho/Ha hipotézu komplektu parbaude — pa vienam pie
katra NOx — NOz™ koncentracijas un NOs™ koncentracijas.

Hipotézu piemérs Kramera testam: Ho (Post hoc) — NOyx plazmas koncentraciju (uM)
atSkiribas starp MS pacientu grupu, kas sanéma A terapijas variantu un B terapijas variantu,
nav statistiski nozimigas. Ha (Post hoc) — NOx koncentraciju (uM) atskiribas starp MS pacientu
grupu, kas sanéma A terapijas variantu un B terapijas variantu, ir statistiski nozimigas. Kopa,
veicot Post hoc testu, tika veikta 6 Ho/Ha hipotézu komplektu parbaude, pa 1 Ho/Ha komplektam
pie katras grupu kombinacijas (kopa 3), nemot vienu reizi pie katra NOx — NO2™ koncentracijas
un NOs koncentracijas. Eksperimentu rezultati ir apkopoti tabula 2. un att€los 3. un 4. Hipotezu

parbaudes rezultati ir apkopoti tabula 3.
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2. tabula
Nitratu un nitritu koncentracijas

MS pacientu asins plazma, atkariba no terapijas veida

Pacientu grupas
Mertjumu Parametrs Cit*:
grupa Interferonum ,\T mgﬁ"mOdbum’
1 atalizumabum;
beta-1a Bez terapijas Glatirameri acetas;
Teriflunomidum;
Interferonum beta-1b
Nitritu
koncentrdcija 0,81 +0,13 0,61 +0,04 0,81 + 0,07
+ SEM, uM
Nitritu Pacientu
koncentraciju vecums + 39+44 51,3+10,2 428 +£6,3
mérijjumi SEM, gados
Sieviesu
skaits/Viriesu 2/1 1/3 2/1
skaits
Nitratu
koncentracija | 38,56 + 3,01 | 26,34 +1,39 33,29+ 1,99
+ SEM, uM
Nitratu Pacientu
koncentraciju vecums + 347 53,8 +8,3 40+11.1
meérijumi SEM, gados
Sieviesu
skaits/Viriesu 4/2 1/3 3/2
skaits
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3. tabula

Statistiska nozimiguma parbaude -

NOy koncentracijas pacientiem, kas sanéma dazadas terapijas (p<0,05*)

Pacientu grupas (ANOVA)

Meérijumu Statistiskais
grupa Interferonum beta-1a/Citi/Bez terapijas tests
Nitritu

koncentrdciju
0,101
uM)
atskiribas p vertibas
(ANOVA, one
Nitratu
way)
koncentrdciju
0,0066*
uM)
atskiribas
Pacientu grupas (Post-hoc)
Mertjumu |\ nterferonum beta- . f ) Statistiskais
grupa 1a/ Citi/bez Interferonum beta- tests
3 terapijas 1a/Citi
bez terapijas
Nitritu
koncentrdciju
M > 0,05 > 0,05 > 0,05
(kM) p vertibas
atskiribas (Tukey-
K
Nitrdtu ramera
I tests)
koncentraciju
< 0,05* > 0,05 > 0,05
M)
atskiribas
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Iegiito rezultatu analize

Literatiiras dati par NOx limeniem MS pacientu asins plazma ir pieejami, bet nav
apjomigi. Lidz ar to par referenci tika izmantoti dati par NOx koncentracijam MS pacientu un
veselu cilveku seruma. Literatiiras avoti tika atlasiti péc Sadiem krit€rijiem: raksta ir apkopoti
autoru veikto eksperimentu rezultati; dati tika iegiti ar vienu metodi; dalibnieku vecums un
dzimumu attieciba ir lidzigi atbilstoSo lielumu vértibam, kas tika pienemtas S$aja darba;
dalibnieku skaits p&tijumos ir pec iesp&jas lielaks.

Literatura bija pieejami dati no p&tijumiem, kas tika veikti dazadas valstis un dazados
laika posmos (Giovannoni et al., 1997; Yuceyar, Taskiran and Sagduyu, 2001; Tavazzi et al.,
2011; Niedziela, Adamczyk-Sowa, Jacek T Niedziela, et al., 2016; Kallaur et al., 2017).
Konkréto pétijumu dati ir apkopoti 3. Pielikuma. No geografijas atkarigo faktoru ietekme, ka
ar1 dalibnieku piesaistes kriteriji attieciba uz iekaisuma procesiem u.c. faktoriem bija atskirigi.
Papildus NOx noteikSana tika veikta seruma, kamér $1 darba ietvaros tika izmantota asins
plazma. Apskatitos pétijumos NOx kvantificéSana tika veikta ar Grissa metodi. Nemot véra
pieminétas atskiribas starp publicéto un eksperimentali iegiito datu iegtisanas protokoliem, nav
korekti tiesi salidzinat rezultatus ar literatiiras datiem, izmantojot statistiskus testus. Tomer ir
iesp&jams noteikt, vai eksperimentalas NOx veértibas ietilpst no iepriek$€jo pétijumu datiem
noteikta izkliedes intervala (=1SD jeb 68,2% no sagaidamam veértibam), lai noteikt cik liela
mera jaunie dati atskiras no ieprieks iegtitiem (Marshall and Bangert, 2008).

Iegiitas NOx koncentraciju veértibas, MS pacientiem un veseliem pétijuma dalibniekiem,
ieklaujas no literatiiras datiem aprékinata NOx koncentraciju references intervala (skat. 5. attélu
un 4. tabulu).

Vidgjas NOx koncentraciju vertibas no literattiras datiem tika izrékinatas péc formulas (4)
(svertais vid€jais). Aprekinot kop€jo standartnovirzi no datiem, kas nak no dazadiem
pétijumiem, tika atkartoti izmantota formula (6), kombingjot rezultatus pa pariem (piem. 1. +
2., tad (1.+2.) + 3.), MS pacientu un kontroles grupu ietvaros (Higgins and Green, 2008). Par
references intervalu tiek izmantots no petijumu datiem aprékinats NOx vértibu intervals: [Cnox,
vie. — SDs; Cnox, vie. + SDs] (Marshall and Bangert, 2008). NOx vidéja vértiba no
eksperimentaliem datiem tika aprékinata, summeéjot vidjas nitratu un nitritu koncentracijas.
Standartnovirze pie eksperimentalam NOx koncentraciju veértibam tika aprékinata péc (5)

formulas (ang. Pooled standard deviation) (Higgins and Green, 2008).
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_ Z¥(Mj*Cnox,i)

(6) CNOX, vid. — Zzlv M;
_ [(M;—1)*SD%+(M,—1)*SD%
(7) SDg = \/ Mo 2)
g <D, — (Ml—1)*SD§+(M2—1)*SD§+l\":11f‘l\’f[22(M§+M§—2M1*M2)_
®) ST (Ms—1) ’

Cnox, vid. — vidgja sverta NOx koncentracija (veselo individu vai pacientu grupa);
Cnox, i — NOx koncentracijas péc i-ta petijjuma rezultatiem

(veselo individu vai pacientu grupa);

SDi — standartnovirze NOx veértibai p&tijuma i (veselo individu vai pacientu grupa);
Mi — dalibnieku (veselo individu vai pacientu grupa) skaits p&tijuma i;

SDs — kopgja standartnovirze NOx vertibai starp visiem atlasitiem petijjumiem
(veselo individu vai pacientu grupa);

Ms — unikalo dalibnieku (veselo individu vai pacientu grupa) skaits
eksperimentos/pétijumos kopa;

NOx atSkiribu nozimiguma parbaude starp $aja darba noteiktam NOyx koncentracijam MS
pacientu un kontroles grupu asins plazma ir veiktas, izmantojot vid&jas vértibas salidzinajuma
t-testu (p<0,001** skat. 5. attélu) (MedCalc Software Ltd, 2020).

Ho: NOx koncentracijas (M) MS pacientu asins plazma nav nozimigi augstakas par NOx
koncentracijam (UM) kontroles grupas asins plazma. Ha: NOx koncentracijas (UM) MS pacientu
asins plazma ir nozimigi augstakas par NOyx koncentracijam (uUM) kontroles grupas asins
plazma. Rezultati ir apkopoti 4. tabula un 5. attéla.

Ka redzams no 4. tabulas datiem, literatiira piemin&tas NOx koncentracijas svarstas plasas
robezas, spriezot péc SD un NOx koncentraciju vertibu relativiem lielumiem. Ir pazistami
vairaki faktori, kas to nosaka. Nitrati un nitriti var nonakt cirkulacija ar partiku, pieméram zalo
lapu darzeniem un apstradatiem galas produktiem (Hord, Tang and Bryan, 2009). V&l pastav
iesp&ja uznemt nitratus ar dzeramo tideni (Ward et al., 2018).

Endogena nitratu un nitritu produkcija pamatojas uz biosintézes cela veidota NO
oksidésanu (Ma et al., 2018). NO Iimeni var svarstities fiziskas slodzes laika un péc tas
(Nosarev et al., 2015). Vel izmainas NO metabolisma var biit saistitas ar adaptacijas procesiem
cilvékiem, kas dzivo vai ilgstosi atrodas lielajos augstumos, kur ir pazeminats skabekla saturs
gaisa (Beall, Laskowski and Erzurum, 2012). NO Iimenu izmainas ir cie$i saistitas ar iekaisuma
procesiem organisma, jo tas ir visbiezakais INOS-saturo$o makrofagu un neitrofilo leikocitu

aktivacijas iemesls (Miles et al., 1995).
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Lidz ar to NO2" un NOs daudzums cirkulacija var stipri pieaugt iekaisuma procesa

gadijuma. Pieméram, RRMS pacientiem paaugstinatie NOx limeni seruma ir asocigjami ar

lielako lekmju biezumu (Niedziela, Adamczyk-Sowa, Jacek T. Niedziela, et al., 2016).

4, tabula

Literatiiras dati un eksperimentalie dati par NOx koncentracijam

veselo individu un MS pacientu asins plazma

Dalibnieku
NOx Analizsiams Unikalo videjais Dzimumu
Grupa koncentracija arad s daltbnieku | svértais | proporcija | Atsauces
+ SD, uM P g skaits vecums, (VIS)
gados
References (Giovannoni et
intervals al., 1997;
(Cnox,vie. £1SD) | 53,6 +58,4 Serums 430 39,2 137/239 | Tavazzietal.,
kontroles 2011; Kallaur et
grupai® al., 2017)
(Yuceyar,
Tagkiran and
Sagduyu, 2001;
References Tavazzi et al.,
intervals 2011;
(Chox vid. +1SD) 81,1+79,3 Serums 239 43,8 71/168 Niedziela,
MS pacientiem? Adamczyk-
Sowa, Jacek T
Niedziela, et al.,
2016)
Kontroléas 245+13 Asins 21 435 15/6 Ekspenm_epta
grupa plazma rezultati
MS pacient® | 293%16 | ~SINS 25 43,4 17/g | Eksperimenta
plazma rezultati

NOx — Nitratu un nitritu kopgja koncentracija, kas ir aprékinata no literatliras datiem?, vai
summgéjot eksperimentali noteiktas nitratu un nitritu koncentracijas®; SD — standartnovirze;
V — virietis; S — sieviete;
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5. att. NOy plazmas koncentraciju (£SD) salidzinajums ar references intervaliem;
a — NOy koncentraciju references intervals kontroles grupai;
b — NOy koncentraciju references intervals MS pacientiem; (p < 0,001**);

Ka jau ieprieks tika konstatéts, NOx koncentracijas cirkulacija ir atkarigas no vairakiem
endogeniem un eksogéniem faktoriem. Endogenie faktori, pieméram vecums, dzimums un
slimibu vesture, parasti tiek nemti véra, veicot petjjuma dizainu. Tomér eksogénie faktori, kas
biezi nosaka rezultatu variacijas starp pasaules regioniem, biezi vien ir griti kontrol&jami.
Lidz ar to, dati kas tiek iegiiti dazados geografiskos regionos var stipri atskirties.

Lai btu iesp&jams iegiit salidzinamus datus, vismaz viena geografiska regiona ietvaros,
biitu velams izstradat standarta petijjuma dalibnieku piesaistes kritérijus, kas nemtu véra gan
endogeno, gan lokalo eksogéno faktoru ietekmi uz NOx limeniem. Sadi kritériji papildus varétu
palidz&t samazinat anomalas variantes (ang. Outlier) tipa vértibu iegiiSanas biezumu, paatrinot
datu iegiiSanu un samazinot reagentu izmaksas un darba laiku.

Vienigas statistiski nozimigas NO metabolitu koncentraciju atskiribas (p<0,05) tika
konstatétas, salidzinot MS pacientu grupu, kas sanéma interferona B-la terapiju un MS
pacientus, kas terapiju nebija sanémusi (Skat. 3. tabulu un 4. att€lu), nitratu gadijuma. Primari
tas ir saistits ar lielo anomalas variantes (AVT - ang. Outlier) tipa vértibu skaitu, kas ir
konstat€jamas tikai pé€c merijumu pabeigSanas. Ka jau bija teikts, liels AVT vertibu skaits ir
saistits ar to, ka nitratu un nitritu koncentracijas cilveéku asins plazma ir atkarigas no vairakiem

faktoriem, kurus ir griti kontrol&t, veicot pétijuma dizainu.
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Tas ka nitratu koncentracija ir lielaka pacientiem, kas ir sanémusi terapiju, var biit
saistits ar vecuma atSkiribam starp salidzinamam grupam. Cilvékiem ir raksturiga NO
produkcijas samazinasana ar vecumu (Goubareva et al., 2007; Torregrossa, Aranke and Bryan,
2011). Cits iemesls varétu bt saistits ar neitraliz&jo$o antivielu produkciju pret interferonu-3
(Soelberg Sorensen, 2008).

Nevar pilniba izslégt arT izlases kliidu, kas ir saistita ar mazo kop&jas MS pacientu izlases
izmeru pie katra no terapijas veidiem. Tas ir dal&ji skaidrojams ar iepriek§ pieminéto AVT
izslégsanu nekontrolgjamo faktoru ietekmes dél, un dalgji ar mazo analiz€jamas populacijas
izméru. Péc Rigas Kliniskas universitates slimnicas atskaites datiem, Latvija vid€ja saslimstiba
ar MS ir 51 uz 100000 iedzivotaju (Gulbe and Vainsteine, 2015). Par pamatu nemot Centralas
statistikas parvaldes datus par iedzivotaju skaitu 2019. gada, aptuvenais MS slimnieku skaits ir
979 cilveki (Centrala statistikas parvalde, 2019). NO metabolitu koncentraciju variacijas
atkariba no vairakiem nekontrol§jamiem faktoriem noved pie rezultatu izsegSanas (AVT).
Papildus novéro pétijuma ieklaujamo pacientu skaita variacijas atkariba no vecuma, dzimuma,
MS tipa, terapijas veida, pickrisanas piedalities pétijuma u.c. faktoriem. Kopuma tas nozime ka
pietickama apjoma reprezentativas izlases iegliSanai var biit vajadzigs laiks, kas ir ilgaks par
kopgjo bakalaura darba izstrades periodu.

Apkopojot, var secinat ka iegiitas NOx vértibas icklaujas no literatliras datiem aprékinata
references intervala. Eksperimentali iegiitas nitratu un nitritu koncentracijas ir nozimigi
augstakas MS pacientu grupa, salidzinot ar kontroles grupam (p<0,05) (skat. 1. tabulu, 1., 2. un
5. att€lus). Lidz ar to hipotéze par to, ka nitratu un nitritu Iimeni MS pacientu asins plazma ir
augstaki neka veseliem individiem ir apstiprinajusies. Eksperimenta rezultati nedod iesp&ju
pamatoti apstiprinat izvirzito hipotézi par to, ka NO metabolitu [imeni nozimigi vari€ atkariba
no pielietotas slimibu modificgjosas terapijas veida. Hipotézes parbaudei ir nepiecieSams

lielaks reprezentativo paraugu apjoms, kura uzkrasanai noteicosais faktors ir laiks.
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SECINAJUMI

No zinatniskas literatiiras iegiita informacija liecina ka NO ir biologiski-aktiva
molekula, kas piedalas vairakos organisma notiekoSoS procesos, ieskaitot asinsspiediena
regulaciju, asinsreci, neirotransmisiju un iekaisuma procesus. Multiplas sklerozes gadijuma
novero aktivu NO produkciju CNS, ko nosaka gan periferisko imiinStinu (ipasi makrofagu), gan
CNS lokalizétu Siinu (piem. Al astrocitu) sekretora aktivitate. MS konteksta, NO piemit
iekaisuma mediatora loma — oksidativa stresa ietekmeé notiek intenstva NO un ROS produkcija,
kas kopa noved pie peroksinitrita generacijas un lokaliem citotoskiskuma efektiem.
Oligodendrocttu un neironu bojajumi un bojaeja ir NO/ROS kopgjas toksicitates efekti, ar
kuriem tiek asociéti neirologiskie simptomi MS pacientiem.

Veicot asins paraugu test€Sanu ar eksperimentalam metodém, bija iesp&jams novertet
NOx plazmas koncentraciju atkiribas starp MS pacientu un kontroles grupam. Tika iegiti dati
par nitratu un nitritu koncentracijam MS pacientu asins plazma un veselo individu asins plazma.
Ar statistiskiem testiem tika novertéts vai atskiribas starp MS pacientu grupu un kontroles grupu
ir statistiski nozimigas.

Iegitie rezultati liecina ka MS pacientu grupa NOx koncentracijas ir nozimigi (p<0,05)
paaugstinatas gan nitratu gan nitritu gadijuma (skat. 1. tabulu un 1. un 2. attélus). Tika
apstiprinata hipotéze par to, ka MS pacientu grupa novéro augstakas nitratu un nitritu
koncentracijas asins plazma, neka veselo individu kontroles grupa.

legiito datu apjoms pie katra terapijas veida nebija pietiekams, lai biitu iesp&jams drosi
novertét sakaribas starp NOx plazmas koncentracijam un modificgjoSo terapijas veidu MS
pacientiem. Tomgr, analiz&jot datus par nitratu un nitritu koncentracijam MS pacientu asins
plazma, atkariba no terapijas veida, tika konstat€ta nozimiga (p<0,05) atSkiriba starp MS
pacientiem, kas sanéma interferona-f la terapiju un MS pacientiem, kas nesané€ma terapiju
(skat. tabulas 3. un 4., un att€lus 3. un 4). Kopuma, iegiitie rezultati nedod iesp&ju drosi spriest
par to, vai NOx plazmas koncentracijas MS pacientu grupa nozimigi vari€ atkariba no pielietotas
terapijas veida.

Pétijuma kvalitates uzlaboSanai butu vertigi noteikt to, kadi faktori un cik liela méra
nosaka NOx plazmas koncentraciju variacijas geografiska regiona, kur notiek dalibnieku
piesaiste. Sadu informaciju varétu izmantot piesaistes kritériju un/vai datu apstrades metozu

pielagosanai, lai mazinatu péc mérijumu pabeigsanas izslégto AVT vértibu skaitu.
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Viens no sadiem faktoriem varétu bt art NO metabolitu koncentracijas ietekmgjoso zalu
(piem. pretstenokardijas Iidzeklu — nitroglicerina un amilnitrita) lietoSana. Kontrol&jamo
faktoru konteksta, viens no iesp&jamiem talakas izp&tes virzieniem vartu biit NOx plazmas
koncentraciju variacijas atkariba no MS apakstipa (PrMS, RRMS). Papildus butu javac dati par
modific€josas terapijas uzsakSanas laiku, devu lielumu un reZimu MS pacientiem.

Lai biitu iesp&jams iegiit pietiekamo reprezentativo paraugu skaitu, papildus pie piesaistes
krit€riju precizésanas varétu pagarinat datu vaksanas laiku. Tas dotu iesp&ju savakt vajadzigo
reprezentativo paraugu skaitu, lai butu iesp€jams novértét terapijas ictekmi uz NOyx plazmas
koncentracijam lokala MS pacientu populacija.

Paraléli butu iesp&ams veikt regularo zinatniskas literatiiras parskatu, novertgjot
sakaribas starp datiem kas tika ieglitas ar vecakam (piem. Grissa metode) un jaunakam
metodém, ka arf apkopojot datus par dazadiem paraugu veidiem (asins plazma, serums, CSS,
siekalas, urins u.c.).

Aprakstitie pétniecibas virzieni lautu precizét NOx references intervalus, notiek
references intervalus nitratu un nitritu koncentraciju mérfjumiem, ka ari veikt rezultatu
salidzinajumu, izmantojot statistiskus testus, novért&jot NOx plazmas koncentraciju atskiribu
nozimigumu starp dazadiem geografiskiem regioniem.

Pieaugot paraugu apjomam, paaugstinasies arl darba apjoms laboratorija un ari iegiito
datu apjoms. Paraugu sagatavoSanas, analizes veikSanas, ka ari datu apstrades procesu
automatizacija ir vél viens aktuals petijumu virziens. Automatizgjot datu iegiiSanas procesu,
biitu iesp&jams paaugstinat analizes razibu attieciba uz paraugu skaitu, samazinat personala
darba laiku laboratorija un precizak prognozét reagentu izmaksas. Savukart, datu apkoposanas
un analizes automatizacija ir nepiecieSami, lai biitu iesp&jams stradat ar lieliem datu apjomiem.

Kopuma var secinat ka nitratu un nitritu koncentracijas asins plazma noteikti ir
potencialie biomarkieri, kas varétu tikt izmantoti iekaisuma procesa intensitates novertésanai
MS pacientiem. Tomeér koncentraciju vertiba var svarstities loti plasas robezas atkariba no
vairakiem, ar pacientu tiesi saistitiem, gan ari nesaistitiem faktoriem. Lidz ar to, vienigi NOx
koncentracijas nevar kalpot par drosu iekaisuma intensitates indikatoru pie MS. Papildus izpéte
iIr nepiecieSama, lai novertétu NOx plazmas koncentraciju variacijas atkariba no MS

apakstipiem un modificgjoSas terapijas veidiem.
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PIELIKUMI

1. Pielikums.
Hemiluminiscences detektora kalibrésanas

tabula un grafiks, nitritu kvantificéSanai

Nitritu koncentracija, uM Laukums zem ltknes, mV*s
0,00 0,000
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2. Pielikums.
Hemiluminiscences detektora kalibré$anas

tabula un grafiks, nitratu kvantificésanai

Nitratu koncentracija, uM Laukums zem ltknes, mV*s
0,00 34,17
1,00 523,0
5,10 2356
10,2 4772

y =464.23x + 32.014
R?=0.9998

4
Nitratu koncentracija, pM
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3. Pielikums.

P&tijumu dati par NOx koncentracijam

cilvéku seruma

NOX Izlases | Videjai Dzimumu Avota doi
Paraugs | koncentracija, SD Grupa Metode | .~ 7 G ottieciba
izmérs | vecums numurs
uM (VIS)
Kontroles Grissa 10.1007/s1
Serums 46,0 26,0 grupa metode 249 36,8 72/177 | 2035-015-9648-
6
Kontroles Grissa 10.1155/
Serums 69,06 29,04 grupa metode 163 43,45 57/106 2011/167156
Kontroles | Grissa 10.1016/50303-
Serums 19,3 3,7 grupa metode 18 33,12 8/10 8467(01)00144-
5
MS Grissa 10.1155/
Serums 107,94 43,87 Pacienti metode 170 45,27 55/115 2011/167156
MS Grissa 10.1155/2016/
Serums 2,04 0.7 Pacienti metode a4 43,5 12/32 4570351
MS Grissa 10.1016/
Serums 37,7 28,89 Pacienti metode 25 34 4/21 S0303-8467(01)
00144-5
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