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SANTRUMPQOS

APIS — antriné progresuojanti iSsétiné skleroze

APL — antigeng pateikianti lastelé

ATF — adenozintrifosfatas

CD (angl. Cluster of differentiation) - diferenciacijos antigenas
CNS — centriné nervy sistema

DNR - deoksiribonukleortgstis

EAE — eksperimentinis autoimuninis encefalomielitas
Fe - gelezis

IFN — interferonas

IgG — imunoglobulinas G

IL - interleukinas

IS — i§sétiné skleroze

JCV - John Cunningham virusas

KIS — kliniskai izoliuotas sindromas

MHC (angl. Major histocompatibility complex) — didysis audiniy suderinamumo kompleksas
MOG - mielino oligodendrocity glikoproteinas

MRT — magnetinio rezonanso tomografija

NF — neurofilamentai

PLB — proteolipidinis baltymas

PMB - pagrindinis mielino baltymas

PPIS — pirminé progresuojanti iSsétiné sklerozé

RIS — radiologiskai izoliuotas sindromas

RRIS — recidyvuojanti remituojanti i§sétiné skleroze
SS — smegeny skystis

Th — T lastelé pagalbininké

TNF — naviko nekrozés veiksnys

VZV — Varicella zoster virusas



IVADAS

ISsétiné sklerozé (IS) yra létiné neurodegeneraciné liga, kliniSkai pasireiskianti
paiméjimais bei negalios progresavimu. Sudétingi uzdegiminiai, demielinizuojantys,
degeneraciniai procesai zalojanciai veikia centring nervy sistemg (CNS), pakitimai vystosi ir
baltojoje, ir pilkojoje CNS medziagoje. Pasaulyje yra apie 2,3 milijono serganciyjy IS, Lietuvoje
uzregistruota apie 3500 atvejy. Moterys serga dvigubai dazniau negu vyrai, jprastai liga
pasireiskia jauniems darbingo amziaus asmenims.

IS pripazinta autoimunine liga, taciau iki Siol néra aiSku, ar aksony sunykimas ir/ar
netekimas yra CNS vykstan¢io uzdegimo pasekmé, ar vis délto autoimuniniai mechanizmai yra
antriniai, inicijuoti neurodegeneracijos. Bet kokiu atveju, kraujo — CNS barjero vientisumo
praradimas, Zidininis uzdegimas, mielino irimas ir oligodendrocity netekimas, reaktyvis glijos
lasteliy pokyciai bei aksony sunykimas yra pagrindiniai IS budingi patologiniai procesai. Liga
diagnozuojama remiantis surinkta anamneze bei atlikty instrumentiniy ir laboratoriniy tyrimy
visuma. Visgi, IS kol kas dar neturi vienintelio specifinio laboratorinio zZymens, kuris leisty
nuspéti ligos progresavima, stebéti ligos aktyvuma bei vertinti gydymo efektyvuma. Siuo metu
pagrindiniai IS laboratoringje diagnostikoje naudojami biologiniai Zymenys yra IgG
oligokloninés juostos bei IgG indeksas, taciau $ie rodikliai gali biiti pakite ir kity uzdegiminiy
CNS bukliy ar/ir 1étiniy neuroinfekcijy atvejais.

Aksony netekimas yra pagrindiné su laiku i$sivystancios negalios priezastis, todél itin
svarbu atrasti tinkamus biozymenis, kurie jgalinty pastebéti pirmuosius neurodegeneracijos
pozymius bei sekti ligos progresavimg. Neurofilamentai (NF) yra sudétingi baltymai,
formuojantys neurony citoskeleta. NF aksonams suteikia struktiirinj pamatg bei reguliuoja jy
skersmenj. Vykstant aksony pazeidimui, dideli kiekiai NF patenka i smegeny skystj (SS), taip
pat jie gali biiti nustatomi ir kraujyje. Pastaraisiais metais ypa¢ daug démesio skiriama
struktarinio NF subvieneto — lengvyjy grandiniy — tyrimams. JvairGis tyréjai yra nustate rysj su
ligos patiméjimais, negalios laipsniu, sgsajas su uzdegimu bei nervinio audinio paZeidimais.
Lietuvoje NF nustatymas néra atlieckamas, taip pat iki Siol nebuvo vykdyti moksliniai tyrimai ta
tema. Siame mokslo tiriamajame darbe pasirinkome plétoti papildomo laboratorinio Zymens
paieska, nagringjant NF-L ryS§j su jprastiniais IS diagnostikoje laboratoriniais zymenimis ir
fiziologiniais veiksniais (tokiais kaip lytis ir amzius) bei Sio rodiklio reik§me aptinkant ankstyva

demielinizacijos procesa.



DARBO TIKSLAS:

Nustatyti neurofilamenty lengvyjy grandiniy koncentracijg iSsétine skleroze serganciy

ligoniy smegeny skystyje, jvertinat pritaikyma ankstyvo demielinizacijos proceso diagnostikoje.
DARBO UZDAVINIAL:

1. Nustatyti neurofilamenty lengvyjy grandiniy koncentracija serganciyjy iSsétine skleroze

smegeny skystyje, vertinant ankstyva demielinizacijos procesa.

2. Apibudinti neurofilamenty lengvyjy grandiniy koncentracijos smegeny skystyje ir

1§sétinés sklerozés jprastiniy laboratoriniy rodikliy pokyc€ius, jvertinant tirty Zzymeny rysj.

3. Ivertinti neurofilamenty lengvyjy grandiniy koncentracijos smegeny skystyje ry$i su

tirilamyjy fiziologiniais veiksniais (lytis, amzius).



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. ISsétinés sklerozés epidemiologija

Issétiné sklerozé — 1étiné neurodegeneraciné liga, viena dazniausiy darbingo amziaus
Zmoniy netrauminés negalios priezas¢iy. Sudétingi uzdegiminiai, demielinizuojantys procesai
nulemia aksony sunykima bei neurony zitj, todél sergant IS budinga greitesné smegeny atrofija,
prasidedanti jau ankstyvoje ligos stadijoje. IS kliniSkai pasireiSkia patiméjimais bei negalios
progresavimu [1, 2]. Pirma kartg $ig liga 1868 metais apras$é pranciizy mokslininkas Jean-Martin
Charcot, iki 1921 mety IS vadinta Charcot liga [3].

Tarptautinés IS federacijos duomenimis, 2013 m. pasaulyje buvo apie 2,3 milijono
sergandiyjy IS, §i liga labiausiai paplitusi Siaurés Amerikoje ir Europoje (>100 atvejy/100 000
gyventojy) (1 pav.) [4]. Lietuvoje uZregistruota apie 3500 serganciyjy, kiekvienais metais
nustatoma iki 200 naujy ligos atvejy [5].
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1 pav. I8sétinés sklerozés paplitimas pasaulyje 2013 m. [4]

Per pastargjj deSimtmet] Zmoniy, serganciy IS, skaiCius padidéjo beveik 10 proc., bet
tikétina, jog labiausiai tam jtakos tur¢jo didesnis iSgyvenamumas, geresn¢ diagnostika bei
daznesnis praneSimas apie nustatyta liga. Nepaisant progreso, netolygumai tarp ekonomiskai
stipriy ir besivystanc¢iy Saliy iSlieka aktualiis ir dabar, vertinant sveikatos prieziiiros specialisty
skai¢iy (specializuoty neurology ir slaugytojy), ligos eiga modifikuojancio gydymo

kompensavimo ypatumus bei reabilitacijos pricinamumg sergantiesiems [4].



Paprastai liga pasireiskia darbingo amziaus asmenims (dazniausiai 20-30 mety), visgi,
nedidelei daliai pacienty IS diagnozuojama iki 18 mety. Moterys sudaro 2/3 serganciyjy [1, 4].
Tikétina, kad prie to prisideda vélyvas néStumas, oraliniy kontraceptiky vartojimas, riikymas,
mazesnis fizinis aktyvumas, nutukimas bei stresas [6]. Nors vyrai IS serga re¢iau, jiems budinga

sunkesné ligos eiga, be to, pirmg kartg diagnoz¢ nustatoma vyresniame amziuje [7].
1.2. I$sétinés sklerozés priezastys, klinikinis pasireiSkimas, rizikos veiksniai

Centrinés nervy sistemos pazeidimus sukelia sudétingi uzdegiminiai, demielinizuojantys,
degeneraciniai procesai, pakitimai vystosi ir baltojoje, ir pilkojoje CNS medziagoje. Manoma,
kad pirminis taikinys yra mielino dangalai ir/arba oligodendrocitai [2, 8, 9].

Neurologiniai simptomai priklauso nuo zidiniy lokalizacijos. Pastarieji dazniausiai
i$sidésto baltojoje medziagoje aplink smegeny skilvelius, regos nerva, didzigja smegeny jungti,
smegenéles, stuburg, pailgasias smegenis arba pozievio pilkojoje medziagoje [10]. Minétieji
patologiniai procesai nulemia klinikinius pozymius, tokius kaip nuovargis, bendras silpnumas,
sutrikusi rega, nejprasti jutimai (deginimo jausmas, tirpimas, dilg¢iojimas). Su laiku paveikiamas
geb¢jimas vaikscCioti, atsiranda nerangumas, sustingimas [1]. RySkéja pazintiniai sutrikimai
(ypa¢ paZengus ligai): suprastéja atmintis, sunku susikaupti, spresti problemas, sulétéja
mastymas. Apie 60 proc. pacienty suserga depresija [11]. Be viso to, sergancius IS vargina
skausmai, ypac¢ galvos ir apatinés nugaros dalies. DaZzniau skausmais skundziasi riikantys, nutuke
arba fiziskai neaktyviis pacientai, o vidutinis ir didelis fizinis aktyvumas, sveika mityba bei
saikingas alkoholio vartojimas jvardijami kaip apsauginiai veiksniai [12]. Pasirodzius
pirmiesiems neurologiniams simptomams, dalis aksony jau biina paZeisti ir (arba) Zuve, todél
svarbu kuo anksciau nustatyti ligg ir pradéti gydyma [13].

Atsizvelgiant | ligos aktyvumg (kuris yra vertinamas pagal patiméjimy daznj arba/ir
pazeidimo zidiniy atsiradimg CNS) bei negalios progresavimg, yra skiriamos 4 pagrindinés
klinikinés buklés: kliniskai izoliuotas sindromas (KIS), recidyvuojanti remituojanti IS (RRIS),
antriné progresuojanti IS (APIS) bei pirminé progresuojanti IS (PPIS). RRIS budingi periodiskai
atsirandantys Gmis neurologiniai simptomai, paprastai iSsivystantys per kelias dienas, véliau
buiklé stabilizuojasi (prasideda plato fazé) ir atsistato (remisija). Remisijos metu veikia centrinés
nervy sistemos gijimo mechanizmai, naudojamas neurologinis rezervas. Remisija (buklés
atsistatymas) trunka vieng ménesj ir ilgiau. VisiSkas pasveikimas negalimas, tad bet koks
paiméjimas prisideda prie negalios progresavimo. Su laiku negalia nesustabdomai progresuoja,
ypac¢ kai iSseke neurologinis rezervas ir gijimo mechanizmai daugiau nepajégia kompensuoti
zalos. 65-85 proc. RRIS atvejy per keleta ar keliolika mety nuo susirgimo pradzios pereina |
APIS. Mazdaug 10-15 proc. serganc¢iy asmeny i$ karto pasireiSkia progresuojanti ligos eiga, t.y.

7



sunkéja be recidyvy - PPIS. KIS j IS klasifikacija jtrauktas nuo 2013 mety. Siuo atveju pirmas
paim¢jimas pasireiSkia zmogui, turin¢iam radiologiskai izoliuota sindroma (RIS). RIS i
klasifikacijg yra nejtrauktas dél klinikiniy poZymiy stokos — tai yra buklé, kuomet smegenyse yra
tiriantis dél kity priezasciy [1, 14, 15].

Tikslios ligos priezastys néra zinomos, bet spéjama, kad neskaitant sudétingy imuniniy
mechanizmy, ligos vystymasi gali paskatinti ir tokie veiksniai, kaip organizmo mikroflora,
virusinés infekcijos, aplinkos toksinai, rilkymas, stresas, vitamino D stoka. Tai ne genetiné liga,
bet yra aptiktos ir toliau tiriamos sgsajos su zmogaus leukocity antigenus koduojanéiais genais,

ypa¢ ZLA-DRBL1 [6, 11, 16].
1.3. Eksperimentinis autoimuninis encefalomielitas

Tiriant IS imunopatogenezinius mechanizmus neretai yra remiamasi eksperimentiniais
autoimuninio encefalomielito (EAE) gyviiny modeliais. Liga yra sukeliama sensibilizuojant
laboratorinio gyviino organizma mielininés kilmés CNS antigenais, tokiais kaip pagrindinis
mielino baltymas (PMB), mielino oligodendrocity glikoproteinas (MOG), proteolipidinis
baltymas (PLB) [8, 10]. Po imunizacijos, antigeng pristatancios lastelés (APL) pateikia
nedidelius peptidus i§ apdoroty antigeny naiviesiems T limfocitams, kurie, atpazing antigena,
gali tapti efektorinémis lgstelémis. Gebéjimu pristatyti antigenus pasizymi dendritinés Igstelés,
makrofagai, monocitai bei mikroglijos Iastelés [17]. EAE turi nemaZzai panaSumy su IS klinikiniu
ir patologiniu atzvilgiu [18]. Toks tyrimo modelis padéjo geriau suprasti IS atveju besivystancius
imuninius mechanizmus, uZzdegiminius procesus, taip pat buvo naudingas kuriant
prieSuzdegiminius ir ligos eiga modifikuojancius vaistus. Taciau neiSvengta ir nesékmiy — tam
tikri vaistiniai preparatai, vertinti kaip daug Zadantys EAE atveju, turé¢jo prieSinga poveikj
atliekant tyrimus su zmonémis. Pavyzdziui, interferonas gama (IFN-y) arba naviko nekrozés
veiksnys alfa (TNF-a) turéjo apsauginj poveikj vykdant EAE modeliu paremtus tyrimus, taciau

tirlamyjy, serganciy IS, biikle pablogino [18, 19].
1.4. Heterogening¢ i$sétinés sklerozés prigimtis, patogenezé

Svarbiausi patologiniai procesai, budingi IS, yra kraujo — CNS barjero vientisumo
praradimas, Zidininis uzdegimas, mielino irimas ir oligodendrocity netekimas, reaktyvis glijos
lasteliy pokyciai bei aksony sunykimas [20]. Vis dél to, iki Siol néra vieningos nuomonés, kokia
yra tikroji IS prigimtis. Ilga laikg buvo manoma, kad tai — autoimuniné liga, i$sivystanti dél
antikiiny, autoreaktyviy T limfocity bei makrofagy infiltracijos CNS. Sig teorija labai paremia
EAE tyrimai [8, 10, 18, 21]. Vis dél to, kad liga buity klasifikuojama kaip autoimuning, vienas i$
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kriterijy — galimybé visiems pacientams nustatyti autoantigeng bei prie§ ji nukreipta imuninj
atsakg [13]. Literatiiroje aprasomi keli potencialiis autoantigenai, pavyzdziui, MOG, PMB, PLB.
IS jy labiausiai tirtas mielino ir oligodendrocity pavirSiuje esantis mielino pagrindinis baltymas
[13, 21, 22]. Imunizuojant laboratorinius gyviinus MOG, pavyko atkartoti patologinius procesus,
budingus IS. Tac¢iau anti-MOG antikiinai nustatyti tik nedidelei daliai IS pacienty, 0 asmenims su
KIS — i8vis neaptikti [23-25]. Kol kas publikuota nedaug tyrimy, kur bandoma nustatyti ir
kiekybiskai jvertinti antikiinus, nukreiptus prie§ mielino ir nemielininius antigenus, o ir rezultatai
nevienodi. Vis dar triikksta jrodymy, pagrindZianciy vien tik autoimunine IS kilme, be to, IS —
labai jvairialypé liga patologiniy — histologiniy radiniy, ligos eigos bei atsako j gydyma atzvilgiu.
Tad veikiau tai yra liga, i$sivystanti tarpininkaujant imuninei sistemai, ta¢iau be vieno specifinio
antigeno, kuris skatinty uzdegima [13, 22].

Atvirkstinés hipotezés Salininkai teigia, kad pirmiau prasideda neurodegeneraciniai
procesai, 0 autoimuniniai mechanizmai yra antriniai. Pla¢iai aprasytas atvejis, kai jauna pacienteé,
sirgusi RRIS, prasidéjus recidyvui staiga miré. Autopsijos metu buvo paimta nervinio audinio
iStyrimui. Ankstyvuosiuose uzdegiminiuose zidiniuose rasta nedaug limfocity, taciau stebéta
masyvi oligodendrocity apoptozé, aktyvuota mikroglija. Todél perSasi iSvada, kad
oligodendrocity zitis gali bati pagrindinis veiksnys, i$Saukiantis imuninj atsaka [10, 26]. Svarbu
paminéti ir tai, kad prieSuzdegiminiai vaistai, kuriuos vartoja RRIS pacientai, neturi jokio
poveikio sergant PPIS. Si Zinia laikoma jrodymu, kad progresuojanti ligos eiga yra veikiau

neurodegeneraciné buklé nei uzdegiminé [26, 27].
1.4.1. UZdegimas ir neurodegeneracija

Ankstyvoje ligos stadijoje, kai pasireiSkia paiméjimai ir remisijos, baltojoje medziagoje
formuojasi uzdegiminiai zidiniai. Tai - demielinizacijos proceso klinikiné iSraiska. Aktyviuose
Zidiniuose budinga T limfocity, B limfocity ir monocity/makrofagy infiltracija, mielino bei
aksony pazeidimo pozymiai, astrocity ir mikroglijos reaktyviis pakitimai [8]. Ligai
progresuojant, zidininiai pazeidimai atsiranda ir smegeny Zievés pilkojoje medziagoje, taip pat
galimas difuzinis smegeny audinio pazeidimas [8, 18].

IS atveju nervinio audinio patologija dalinai siejama su suaktyvéjusia mikroglija bei
monocity/makrofagy infiltracija [18, 20, 28, 29]. Makrofagai jprastai biina iSsidéste uz
kraujagysliy endotelio esancios pamatinés membranos, kad galéty apsaugoti CNS nuo patogeny
patekimo. Makrofagams buidinga stipresné CD45 ir MHC II klasés molekuliy raiska ir tai yra
pagrindinis jy skirtumas nuo mikroglijos lasteliy. Mikroglijos aktyvacija jvyksta atpazinus
pavojaus signalg. Vienas i§ jy galéty buti mielino suirimas. Aktyvuotos mikroglijos Iastelés kartu
su monocitais/makrofagais fagocituoja apirusio mielino liekanas, tuo paciu iSskiria uzdegiminius
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citokinus (IL-1, IL-6, TNF-a), produkuoja reaktyvius deguonies ir azoto radikalus. Neskaitant
fagocitiniy savybiy, mikroglija gali atlikti ir APL funkcija. Joms biidinga labai silpna MHC
molekuliy raiska. Taciau vykstant uzdegimui, sutrinka mikroglijos ir/ar makrofagy MHC
molekuliy raiska, dél Siy lasteliy iSskiriamy citokiny skatinamas imuniniy lasteliy susitelkimas
CNS [28, 29]. Nepaisant to, kad mielino fagocitozé potencialiai i§Saukia uzdegima, $is procesas
yra bitinas oligodendrocity pirmtaky brendimui ir diferenciacijai, mielino dangalo
atsinaujinimui [30].

Létinis uZzdegimas yra vienas svarbiausiy patologiniy procesy IS mechanizme.
Uzdegimas prasideda smulkiose venose ir venulése, Zidiniai pirmiau formuojasi srityse, kuriose
gausu $iy kraujagysliy. Smegeny skilveliuose yra i$sidéstes kraujagyslinis (choroidinis) rezginys
— tanky kraujagysliy tinkla turinti struktiira. Cia yra gaminamas smegeny skystis. Kraujagyslinj
rezginj supantis epitelinis sluoksnis formuoja standy kraujo — smegeny skyscio barjera. Tam, kad
patekty j SS, imuninés lgstelés turi pereiti pro Kraujagyslinio rezginio epitelines lasteles. Jos
tarpusavyje sujungtos glaudziomis jungtimis, tad kraujagyslinio rezginio vientisumas yra svarbus
veiksnys, lemiantis leukocity patekimg j SS (2 pav.). Be to, leukocity migracijg reguliuoja

epiteliniy lasteliy iSskiriami citokinai ir adhezijos molekulés [10, 31].

Sveikas zmogus ! Sergantis i$sétine

Smegeny skystis skieroze Citokinai
| /.
o o
| °°° o ©° Makrofagas

Epiteliné lastelé

@ Chemokinai

Pamatiné membrana

2 pav. Imuniniy Igsteliy judéjimas i$ kraujo | smegeny skystj [10]
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Lasteliy peréjimas 1S kraujo vyksta sgveikaujant kraujagysliy endotelio pavirSiuje
esan¢ioms adhezijos molekuléms Kkartu su limfocity integrinais (pavyzdziui, vykstant
kraujagysliy lasteliy adhezijos molekuliy (VCAM) saveikai su o-4 integrinu (VLA-4) arba
tarplgstelinés adhezijos molekuliy (ICAM) - su limfocity funkcija asocijuotu antigenu — 1 (LFA-
1)). Sveikame organizme leukocitai nesunkiai praeina kraujagysles ir pasiekia kraujagyslinio
rezginio parenchima, bet | SS patenka retai. Manoma, kad parenchimoje susikaupusiems T
limfocitams CNS antigenus gali pateikti ¢ia pat lokalizuotos dendritinés lgstelés. Praradgs
vientisumg kraujo — smegeny skyscio barjeras lengviau praleidzia T limfocitus ir kitas imuninés
sistemos Iasteles (2 pav.) [9, 10].

Uzdegiminiame infiltrate, be monocity/makrofagy ir mikroglijos lasteliy, vyrauja
limfocitai. 1 tipo T lastelés pagalbininkés (Th1) isskiria IL-2, IFN-y, TNF-a, jy vaidmuo svarbus
aktyvinant uzdegimines lasteles. TNF-a ir IFN-y gali tiesiogiai pazeisti mieling, be to, IFN-y
aktyvina mikroglijos APL savybes. Th2 limfocity sekretuojami citokinai (IL-4, 1L-6, IL-10, IL-
13 ir kt.) skatina B limfocity virsmg plazminémis lastelémis bei pasizymi prieSuzdegiminiu
veikimu. Didziausig dalj limfocity sudaro jvairaus subrendimo laipsnio CD8+ T limfocitai [9,
18]. Pastaryjy iSskiriami perforinai ir granzimai gali papildomai zaloti mielino netekusius
aksonus. Sveikame organizme MHC molekuliy raiska nervy sistemoje yra slopinama, taciau ja
indukuoti gali virusinés kilmés neuroinfekcijos, autoimuniniai ir neurodegeneraciniai procesai
[13, 32]. IS atveju, MHC I klasés molekuliy raiska aptikta mikroglijos ir endotelio lasteliy
pavir$iuje; silpnesné raiska, priklausomai nuo ligos sunkumo bei pazeidimo zidinio aktyvumo,
stebéta astrocity, oligodendrocity, neurony ir akSony pavirSiuje. Vadinasi, IS paZeidimo
zidiniuose visos CNS lgstelés yra potencialiis citotoksiniy T limfocity taikiniai [33].

Formuojantis pazeidimo zidiniams, stebimos 2 T limfocity infiltracijos bangos. Pradinése
ligos stadijose, kuomet yra pazeidziami oligodendrocitai, vyksta demielinizacija, stipriai
suaktyveéja mikroglijos lgstelés, biidingas nedidelis T limfocity kiekis, tarp kuriy dominuoja
CD8+ T limfocitai. Patek¢ j SS leukocitai i$skiria daug uzdegiminiy citokiny, kurie galimai
aktyvina smegeny kraujagysliy endotelio lgsteles — pastaryjy pavirSiuje vyksta intensyvesné
adhezijos molekuliy ir chemokiny raiska, taip papildomai skatinamas imuniniy lgsteliy
susitelkimas. Kai mielinas suyra ir jj pradeda fagocituoti mikroglijos Iastelés bei makrofagai,
prasideda antra leukocity infiltracijos banga — Siuo atveju irgi vyrauja CD8+ limfocitai, taip pat
gauséja CD4+ ir B limfocity [10, 18, 26, 34, 35].

Daugeliui pacienty yra nustatomos oligokloninés juostos likvore. Imunoglobuliny
nulemtas pazeidimas iSaiskintas tik dalinai. Nukreipti prie§ mielino komponentus antikiinai
demielinizacijg galimai sukelia vykstant Siems procesams: nuo antikiiny priklausomas lgstelinis

citotoksiSkumas, mielino opsonizacija ir komplemento aktyvacija [9, 11, 22]. Vis daugéja
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jrodymy, kad didéjant oligokloniniy juosty Kiekiui bei imunoglobuliny koncentracijai likvore,
ligos prognozé blogéja [36-39].

Pastebéta, kad ligai progresuojant, uzdegiminis CNS atsakas gali keistis. Pacientui
senstant ir ilgéjant ligos trukmei, jo stiprumas mazéja. Be to, manoma, kad uzdegimas gali biiti
dalinai izoliuojamas atsistaciusio kraujo - smegeny barjero. Toks reiskinys budingas tik sergant
pirmine arba antrine progresuojancia iSsétine skleroze, ir greiCiausiai dél Sios priezasties

pacientams prieSuzdegiminiai vaistai néra efektyvis [40].
1.4.2. Oksidacinio streso poveikis, geleZies kaupimasis

Oksidacinis stresas pasizymi zalojan¢iu audinius poveikiu. CNS jj gali sukelti reaktyvis
deguonies ir azoto oksido radikalai, kuriuos daugiausiai iSskiria mikroglijos lastelés ir
makrofagai. Galimi tiesioginiai pazeidimo mechanizmai (pavyzdziui, lipidy, baltymy ar DNR
oksidacija) arba netiesioginiai (mitochondrijy pakenkimas ir energijos apykaitos sutrikdymas).
DNR pakenkimas gali inicijuoti lgsteliy apoptoze [41].

Zalingam deguonies radikaly poveikiui ypa¢ jautrios yra lasteliy mitochondrijos.
Paveikus kvépavimo granding, jos komponenty funkcija yra nuslopinama arba sustipréja baltymy
degradacija. Sutrikus energijos apykaitai, sumazéja ATF kiekis, o tai neigiamai veikia neurony
funkcijas [41-43]. Trukstant energijos, sutrinka jony apykaita aksonuose, biidingas vidulgstelinio
kalcio perteklius. Kalcis aktyvina proteazes, jos ardo struktirinius neurony baltymus —
neurofilamentus [20, 43].

Neuronai pasizymi dideliu energijos poreikiu. Jy atsparumas oksidaciniam stresui yra
ribotas, apsauginiai mechanizmai yra silpni. Mitochondrijy pazaidos nulemtas energijos
trukumas sutrikdo elektrin; laiduma, kritiniu atveju tai gali tapti neurony zuties priezastimi. Be
to, pazeidus mitochondrijas, 18§ jy atsipalaiduoja citochromas C ir apoptoze sukeliantis veiksnys,
kurie taip pat gali lemti oligodendrocity Zitj ir demielinizacijg [41].

IS atveju, oksidacinio streso poveikis itin atsispindi mieline ir jj formuojanciuose
oligodendrocituose. Pazeidimo zidiniuose esanciose lastelése stebimi susikaupe oksiduoti lipidai
ir branduolio DNR, Kkartais ryskéja apoptozés pozymiai. Mieline yra daug riebaly,
oligodendrocituose gausu vidulastelinés gelezies, tad tai lemia didesn;j jy jautruma oksidaciniam
poveikiui [41, 44]. Svarbu paminéti, kad oksidacinis stresas ir mitochondrijy kvépavimo
grandinés sutrikdymas slopina oligodendrocity pirmtaky brendimag bei mielino atsinaujinima
[45].

Prie neurodegeneracijos prisideda ir su amziumi susijes gelezies (Fe) kaupimasis. Fe
biitina tinkamai smegeny funkcijai palaikyti, pavyzdZziui, jos reikia mielino formavimuisi,
neuromediatoriy sintezei. Daugiausiai sankaupy yra oligodendrocituose, mazesnis Fe kiekis
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aptinkamas mikroglijos Igstelése ir makrofaguose. Patologinj gelezies kaupimasi gali paskatinti
kraujo - smegeny barjero funkcijos sutrikimai, susilpnéjes gelezies pasiSalinimas dél aksony
pakenkimo arba pernaSos baltymy disfunkcija. Kai aktyviame uzdegimo zidinyje Zista
oligodendrocitai, i$ ju atsipalaidavusi Fe** gali atsiskirti nuo feritino ir virsti Fe?*. Laisva geleZis
yra linkusi sgveikauti su greta esan¢iomis molekulémis, vykstant jony mainams susidaro laisvieji
radikalai. Fe?* sgveikaujant su vandenilio peroksidu, susidaro labai reaktyviis hidroksilo

radikalai, todél dar labiau sustipréja zalojantis oksidacinio streso poveikis [18, 46, 47].
1.5. ISsétinés sklerozés diagnostika

Pirmuosius IS Klinikinius pozymius apibrézé Jean — Martin Charcot (1868 m.):
nistagmas, tremoras, kalbos sutrikimas (taciau oficialiais kriterijais pripazinti nebuvo). Nuo to
laiko buvo pasitlyta daugiau tikslesniy kriterijy, i§ kuriy placiausiai taikyti — Poserio (1983 m.)
ir McDonaldo (paskelbti 2001 m., atnaujinti 2005, 2010 ir 2017 m.) standartizuoti Kriterijai.
Skiriant ligos eiga keiciant] gydyma, reikéty vadovautis naujausiais diagnostikos kriterijais, kad
iSvengti vélyvos gydymo pradzios [1, 48].

Pagrindiniai asmens i$tyrimo etapai: anamnezés surinkimas, neurologiné apZiiira,
instrumentiniai/laboratoriniai tyrimai. Itariant IS, pirmiausiai atlickamas magnetinio rezonanso
tomografijos (MRT) tyrimas [49]. MRT tyrimas placiai taikomas siekiant nustatyti Zidinius
smegeny baltojoje medziagoje, jvertinamas jy skai¢ius, apimtis bei iSplitimas. Pagrindiniai MRT
tipai: T1 ir T2. T1 tomogramos rodo naujai atsiradusius aktyvus pazeidimus bei uzdegimo sritis.
Gadolinis — j veng susvirkS§¢iama kontrastiné medziaga, padedanti atskirti naujus ir senus
pazeidimus, ir taip jvertinti uzdegimo aktyvuma. T2 tomogramos rodo ir aktyvius, ir neaktyvius
pakenkimus, jy apimtj, be to, galima kiekybiskai jvertinti pazeisty galvos smegeny audiniy tir]
[50]. Visgi, si technologija dar nepakankamai isvystyta, kad galima bty vertinti pazeidimus ir
pilkojoje medZiagoje. leSkant naujy diagnostiniy Zymeny, pasiiilytas reguliarus neurofilamenty
smegeny skystyje nustatymas [51].

Pagal naujausius McDonaldo kriterijus, IS diagnozé gali bati nustatoma remiantis vienu
paiméjimu (kuris pasireiSkia naujy simptomy atsiradimu arba seny sustipréjimu, ir trunka ne
maziau nei 24 valandas) ir MRT duomenimis. Siuo atveju reikalingi papildomi diagnoze
paremiantys Kkriterijai, pavyzdziui, CNS zidiniy iSplitimo erdvéje ar/ir laike jrodymai [52].
Papildomy duomeny, patyrus 2 ir daugiau paiiméjimy bei esant objektyviy klinikiniy pazaidos
jrodymy, nereikia, taciau laukiant patiméjimo tarsi leidziama ir toliau progresuoti CNS
pazeidimui, kuris bet kada gali tapti negrjztamu. Deja, 2013 mety duomenimis, kai kuriose

Salyse vis dar reikalaujama dviejy paiiméjimy diagnozuojant IS [1, 4].
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1.5.1. Smegeny skyscio punktato laboratorinis tyrimas

IS diagnostikai svarbios informacijos suteikia ir laboratorinis smegeny skyscio iStyrimas.
Didziausig reikSme turi oligokloniniy juosty vertinimas bei IgG indekso apskaiciavimas [15].
Oligokloninés juostos nustatomos izoelektrinio fokusavimo metodu, tyrimo jautrumas - 85 proc.,
specifiSkumas — 92 proc. (tiriant serganéiyjy IS smegeny skystj). Jos atspindi intratekaling IgG
sinteze, t.y. procesas vyksta tarpe, kuris yra po smegeny voratinkliniu dangalu [53, 54]. Jeigu
asmeniui diagnozuotas KIS ir nustatytos teigiamos oligokloninés juostos SS, islieka didelé
tikimybé, kad su laiku iSsivystys IS [55]. Imunoglobulinai yra didelés molekulés, todél pro
nepakitusj kraujo — CNS barjerg beveik neprasiskverbia. Intratekaliné IgG sintezé¢ visada
patologing, bet Sis rodiklis néra specifinis IS — oligokloninés juostos likvore aptinkamos sergant
neuroborelioze, ZIV infekcija, sistemine raudongja vilklige, CNS limfoma ir kt. [54, 56]. Tam,
kad galima buty nustatyti intratekalinés sintezés tipa (iSskiriami 5 tipai), reikia tirti ne tik SS, bet
ir kraujo serumg [57]. Pagal 2017 m. McDonaldo kriterijus, oligokloniniy juosty nustatymas
likvore gali biiti laikomas CNS zidiniy i$plitimo laike jrodymu [52].

Kiti biidingi radiniai sergant IS — neZymiai padidéjes leukocity skai¢ius (5-50 lasteliy/pl),
aktyvinti B limfocitai ir plazminés lastelés. Be to, smegeny skystyje vyrauja CD4+ T limfocitai
(palyginimui — uzdegiminiuose zidiniuose dauguma limfocity sudaro CD8+ T limfocitai). Kraujo
— CNS barjero vientisumg apibtidina albumino indeksas (SS ir serumo albumino koncentracijy
santykis), kuris dazniausiai biina nepakitgs. Jokiy pakitimy SS nenustatoma mazdaug 10 proc.

pacienty [58].
1.5.2. Biologiniai Zymenys

Biologiniai Zymenys leidZia nuspéti ligos progresavimg, stebéti ligos aktyvumag bei
vertinti gydymo efektyvuma. IS kol kas dar neturi vieno specifinio bioZymens, taiau daugybe
jvairiy molekuliy yra aktyviai tyrin¢jamos (citokinai, adhezijos molekulés, chemokinai ir jy
receptoriai, metaloproteinazés, antiktinai prieSs MOG, MPB ir t.t.). IS biologinius Zymenis galima
suskirstyti 4 grupes:

e predikciniai: padeda atskirti asmenis, turin¢ius didesng rizika susirgti IS;

e diagnostiniai (D): taikomi diferencinei diagnostikai arba siekiant atskirti sergancius IS
nuo sveiky individy;

e ligos aktyvumo (LA): atskirti IS pacientus pagal kliniking ligos eiga (RRIS ir APIS);

e kiti (K): atsako j gydyma (efektyvumui vertinti), Salutiniy poveikiy stebéjimui.

Rutiniskai SS nustatomi biologiniai Zymenys — IgG oligokloninés juostos, IgG indeksas,

bei keletas antikiiny: priesvirusiniai (anti - Varicella zoster bei anti - John Cunningham), pries
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mielino oligodendrocity glikoproteing ir prie§ akvaporina-4 [59, 60]. Siy Zymeny sasajos su IS

apibiidintos 1 lenteléje.

1 lentelé. ISsétinés sklerozés diagnostikoje naudojami biologiniai zymenys ir jy apibtidinimas.

Biologinis Zzymuo

Apibudinimas

IgG oligokloninés juostos (D)

Kokybinis intratekalinés sintezés rodiklis (3 pav.). SS
nustatomos iki 95 proc. pacienty su kliniskai iSreiksta IS, taciau
gali buti aptiktos ir kity uzdegiminiy CNS bukliy ar/ir létiniy
neuroinfekcijy atvejais. Siejamos su didesne IS iSsivystymo
rizika KIS turintiems pacientams [55, 61].

IgG indeksas (D)

Kiekybinis intratekalinés sintezés rodiklis. Apskaiiuojamas
pagal formulg: (SS/serumo IgG):(SS/serumo albuminas). Biina
padid¢jes iki 70 proc. IS pacienty, iSskyrus atvejus, kai
oligokloniniy juosty SS nenustatoma [55].

Priesvirusiniai Ak (K):

Ak pries Varicella zoster
virusg (anti-VZV),

Ak pries John Cunningham
virusa (anti-JCV)

Kai kurios virusinés infekcijos, galinCios sukelti uzdegima
CNS, siejamos su neurodegeneraciniais procesais. Tiriant IS
serganciy pacienty seruma ar/ir likvora, didziausias VZV kopijy
skai¢ius iSmatuojamas patiméjimo periodu, taciau nustatant
VZV DNR bei anti-VZV Ak paplitimo daznj tarp serganciyjy,
skiriasi [62-66]. Be to,
fingolimodo naudojimas gydymo tikslais didina VZV ir kity
Herpes virusy sukeliamy infekcijy rizikg [67]. Natalizumabu
gydomi pacientai turi didesn¢ rizika, kad jiems iSsivystys
progresuojanti daugiazidininé leukoencefalopatija, kurig sukelia
JCV. 50-60 proc. IS pacienty nustatomi anti-JCV Ak [68-71].

nepriklausomy tyrimy rezultatai

Anti — MOG (D, LA)

MOG sudaro tik nedidel¢ dalj mielino dangalo, bet kadangi §io
glikoproteino raiska vyksta mielino pavirSiuje, MOG gali tapti
Ak taikiniu. Anti-MOG Ak geba sukelti demielinizacija.
Vykdant EAE modeliu paremtus tyrimus, T. Berger su
bendraautoriais nustaté¢ reikSmingai didesne IS iSsivystymo
rizika, kai dar esant KIS, serume randami anti-MOG AK. Taciau
J. Kuhle su bendraautoriais, atlike didesnés apimties panasy
tyrima, reikSmingo rysio tarp anti-MOG AK ir KIS progresijos
iki IS nenustaté [23, 72, 73].

Ak prie$ akvaporing-4 (D)

Specifinis optinio neuromielito zZymuo, taikytinas diferencinei
diagnostikai.  Kadangi abi  ligos yra  uzdegiminés
demielinizuojancios, jos turi klinikiniy panasumy [74].
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S . : 1 tipas: normos atvejis — oligokloniniy juosty néra
SS 1t|pas nei smegeny skystyje, nei serume.

S . 2 tipas: klasikiné intratekaliné IgG sintezé -—
l 2 tlpas‘ oligokloningés juostos yra tik SS.

SS ..
S m 3 tipas: budingas intratekalinei sintezei, susictai su
s 3 ti pas sisteminiu uzdegiminiu atsaku — oligokloninés juostos
S _ nustatomos ir SS, ir serume (SS zymiai daugiau).

4 tipas 4 tipas: nerySkios juostos nustatomos SS ir serume.
SS ‘ Atspindi periferinio uzdegimo atsaka - j SS patenka i$
S - . kraujo. Intratekalinés IgG sintezés néra.

5 tipas _
SS l 5 tipas: budingas paraproteinemijoms.

3 pav. Oligokloniniy juosty vertinimas (S — serumas, SS — smegeny skystis) [56].
1.5.3. Neurofilamentai

Neurony citoskeletg formuoja aktino filamentai, neurofilamentai ir mikrovamzdeliai.
Neurofilamentai - sudétingi baltymai, priklausantys tarpiniy filamenty Seimai, jy skersmuo ~10
nm. Pagrindiniai NF sudarantys subvienetai yra lengvosios polipeptidinés grandinés (NF-L),
vidutinés (NF-M) ir sunkiosios grandinés (NF-H) (2 lentel¢). Taip pat neuronuose gali biiti
aptinkami a-interneksinas, periferinas ir kiti papildomi baltymai. Kiekvienas subvienetas turi
tokig pat pamating struktiirg: globulés pavidalo galva (N gale), uodega (C gale), bei tarp Siy
domeny esancig o spirale. Jungdamiesi tarpusavyje, subvienetai formuoja neurofilamentus [75-
78]. Pirmiausiai susiveja dviejy polipeptidy centrinés a spiralés, kurios sudaro superspiralg - taip
formuojasi dimerai. NF-L — batinas dimero komponentas. Dimerai, issidést¢ prieSingom
kryptim, sudaro tetramerus, protofilamentus ir galiausiai tarpinius filamentus (4 pav.) [77, 78].
Svarbiausia NF funkcija — suteikti aksonams struktiirinj pamatg ir tuo paciu reguliuoti jy
skersmenj. Aksony matmenys ypa¢ svarbiis normaliai neurony funkcijai palaikyti — kuo didesnis
skersmuo, tuo grei¢iau perduodamas nervinis impulsas [79]. NF subvienetai pasizymi
ilgaamziSkumu, 0 atsparumg endogeniniy proteaziy poveikiui salygoja neurofilamentus
formuojanciy polipeptidy fosforilinimas (dél itin stipraus fosforilinimo, NF-H yra labiausiai
atsparios) [77]. Didziausig dalj neurofilamenty subvienety sudaro NF-L, kurioms budingas

didelis tirpumas ir stabilumas [80].
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2 lentelé. Neurofilamentus sudaranciy subvienety charakteristikos.

o I pee——
Lengvosios grandinés (NF-L) 543 61-68 kDa NEFL, 8p21
Vidutinés grandinés (NF-M) 916 103-150 kDa NEFM, 8p21
Sunkiosios grandinés (NF-H) 1020 111-210 kDa NEFH, 22q12.2

*Pastaba: dél potransliaciniy modifikacijy (ypac fosforilinimo ir glikozilinimo), atskiriant NF

subvienetus elektroforezés metodu natrio dodecilsulfato poliakrilamido gelyje, nustatoma

didesné molekuliné masé.

Centrinis domenas (o spiralé)
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4 pav. Neurofilamenty formavimasis [77].

Aksonai nuolat netenka NF-L, taciau tas kiekis néra didelis. Fiziologinis NF-L netekimas
siejamas su sen¢jimu. Dideli NF kiekiai atsipalaiduoja vykstant aksony pazeidimui arba neurony
degeneracijai. NF patenka j vidulastelinj skystj, kuris sgveikauja su SS. Galiausiai peréje kraujo
— CNS barjera, NF patenka j kraujg, tad Sie baltymai gali bati nustatomi serume, plazmoje,
likvore. ISsétine skleroze biitent ir yra siejama su aksony netekimu, nors tikslios to priezastys dar
néra isaiSkintos. Yra Zinoma, kad sergant IS, likvore nustatomos didelés NF-L ir NF-H
koncentracijos, o apie NF-M vis dar triksta duomeny. a-interneksinas pasiZymi maziausiu
stabilumu, taip pat jj sunku i$skirti, todél jis nebuity tinkamas zymuo [75, 76, 81-83].

Pastaraisiais metais ypa¢ daug démesio skiriama NF-L tyrimams. Manoma, kad ateityje
tai galéty buti geras prognostinis Zymuo ligos aktyvumui ir progresavimui stebéti, gydymo
efektyvumui vertinti, kadangi yra pastebétas rySys su ligos pasikartojimais, negalios laipsniu,
sgsajos su uzdegimu bei galvos ir stuburo smegeny audinio pazeidimais [84-90]. NF-L

nustatymas padeda aptikti aksony pazeidimg, jvykusj ne véliau nei prie§ 3 ménesius, jy
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koncentracija atspindi pazeidimo masta, taciau patologinio proceso pobiidzio neapibiidina.
Vykstant iimiam ligos recidyvui, biidinga didziausia NF-L koncentracija, kuri jprastai ne ilgiau
nei per 2-3 ménesius sumazéja [85, 90-92].

Kaip jau minéta, NF gali buti aptinkami kraujyje arba SS. Skirtingi tyréjai nustaté, kad
serumo ir likvoro NF-L koncentracijos koreliuoja [85-87, 89, 93]. Be to, parodyta, kad serumo
NF-L tiesiogiai susijusios su pazeidimo zidiniy apimtimi ir skai¢iumi, $io baltymo koncentracija
didéja ligai recidyvuojant, o ja mazina sékmingai parinktas ligos eiga modifikuojantis gydymas
[85, 87, 89, 93]. Kadangi yra aptiktas rySys tarp serumo NF-L koncentracijos ir ligos recidyvy,
negalios laipsnio bei nervinio audinio pazeidimo masto, tiems pacientams, kuriems nustatoma
didelé Sio baltymo koncentracija, yra zZymiai didesné spar¢ios smegeny atrofijos bei negalios
progresavimo rizika [87]. Visgi, teigiama, kad likvoro NF-L tiksliau atspindi ligos aktyvuma dél
stebétos rySkesnes koreliacijos su naujai atsiradusiais T2 Zidiniais bei smegeny tiirio mazéjimu
[86]. Pagrindiné kliatis, ribojanti NF-L nustatymo SS pritaikymg kasdieninéje praktikoje —
sudétingas tiriamosios medziagos paémimas, juolab kad iSlieka kartotiniy tyrimy poreikis [76,
82, 84-87].

NF-L yra aptinkamos ir kity neurologiniy ligy atvejais, pavyzdziui, sergant Sonine
amiotrofine skleroze, Parkinsono liga, vystantis neurodegeneracinei demencijai, patyrus

smegeny trauma [ 78], tad tai néra ligai specifinis Zymuo.
2. TYRIMO METODAI IR APIMTIS
2.1. Tiriamoji medZiaga

Tiriamoji medziaga — smegeny skystis. Eminys paimamas juosmeninés punkcijos metu,
procediirg atlicka gydytojas. SS turi bati surenkamas j vakuuminj mégintuvélj be priedy ir kuo
skubiau (ne ilgiau nei per 1 valandg) pristatomas j laboratorija, laikant 18-25°C temperatiroje.
Po juosmeninés punkcijos SS buvo uzsaldomas ir laikomas -80°C temperatiiroje.

Meéginiai mokslo tiriamajam darbui rinkti 2018 m. vasario — 2018 m. gruodzio ménesiais,

eksperimentiné tyrimo dalis atlikta 2018 m. gruodZio ménesj, dviem etapais.
2.2. Tiriamyjy imtis ir charakteristika

Mokslo tiriamojo darbo tikslui ir iSsikeltiems uzdaviniams pasiekti buvo istirti 49
pacientai, besigydantys Vilniaus Universiteto ligoninés Santaros klinikose (VUL SK). Tiriamyjy
imtj sudaré VUL SK nervy ligy skyriaus pacientai, kuriems nustatyta iSsétiné skleroz¢ (pradiné
demielinizacijos stadija), gydymas netaikytas. I$ jy 69,4 % - moterys ir 30,6 % - vyrai. Pacienty
amziaus mediana - 34 (IQR = 32 — 41), tarp ly¢iy reikSmingai nesiskyré (p = 0,68) (5 pav.)
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5 pav. Tiriamyjy pasiskirstymas pagal amzZiy ir lytj.

Dé¢l sudétingo tiriamosios medZiagos paémimo iStirti sveiky (neserganciy neurologinémis
ligomis) asmeny SS nebuvo galimybés. Vertinant neurofilamenty lengvyjy grandiniy
koncentracijg, buvo remiamasi tyrimui skirty reagenty gamintojo pateiktomis pamatinémis
biologinémis vertémis. Pagal rekomendacijas, tiriamieji suskirstyti j 3 amziaus grupes: 20,4 proc.
sudar¢ 29 mety ir jaunesni asmenys, 51,0 proc. — 30-39 mety tiriamieji, ir 28,6 proc. — 40 mety ir

vyresni (6 pav.).
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AmzZiaus grupés
6 pav. Tiriamyjy pasiskirstymas pagal amziaus grupes.

Gavus VUL SK Etikos komisijos pritarimg, duomeny analizéje naudotasi jau iStirty

likvoro biocheminiy zymeny, taikomy IS diagnostikoje, rezultatais.
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2.3. Tyrimo metodas

Neurofilamenty lengvosios grandinés zmogaus smegeny skystyje gali biiti nustatomos
atliekant daugiasluoksne ,,sumustinio® tipo imunofermenting analiz¢ (Sandwich ELISA). Tyrime
naudojami du skirtingi antiktinai, kurie atpazjsta nepersidengiancius skirtingus to paties antigeno
(kurio koncentracijg reikia iSmatuoti) epitopus. Pirmieji specifiniai antiktinai yra fiksuoti
Sulinéliy dugne — jie susiri$a su likvore esanciais neurofilamentais. Po inkubacijos ir plovimo
pridedama detekciniy antikiiny, tad jvykus reakcijai, analité lieka tarp dviejy pirminiy antikiiny.
Neurofilamenty lengvosios grandinés nustatomos pridéjus fermentu Zyméty antriniy
monokloniniy antikiiny, specifiniy pirminiams detekciniams antikinams. Pridéjus substrato,
vyksta spalviné reakcija, spalvos intensyvumas priklauso nuo likvore esanciy neurofilamenty
koncentracijos. Reakcijos tirpalo optinis tankis iSmatuojamas spektrofotometru. Tiriamo
antigeno koncentracija apskaiciuojama remiantis standartine kalibracine kreive.

Lietuvoje neurofilamenty nustatymas néra vykdomas. Tyrimas atliktas remiantis vieSai
prieinamu NF-light® (Neurofilament light) ELISA procediiros aprasymu, kurj parengé IBL
International (Vokietija). Tyrimui skirto rinkinio gamintojas — UrmanDiagnostics (Svedija),
reagenty rinkinys tinka tik likvorui tirti (pastaba — kontroliniais méginiais gamintojas
neapripina). Naudotas prietaisas — imunofermentiniy tyrimy analizatorius su priedais Stratec
Gemini. Jame buvo sukurtas specialus NF-L tyrimo protokolas, sudarytas pagal gamintojo
pateiktas rekomendacijas. Nors analizatorius yra pilnai automatizuotas, jis pritaikytas tik
plovimo ir sugerties nuskaitymo etapuose, o likusi dalis tyrimo buvo atlickama rankiniu biidu.

Dél riboto reagenty kiekio, méginiy ir standartiniy tirpaly dubliai nebuvo naudojami.
2.3.1. Tyrimui reikalingos priemonés

UrmanDiagnostics NF-light® (Neurofilament light) ELISA rinkinys:
e Plokstelé (12 takeliy po 8 Sulinélius)
e Plévele plokstelei uzdengti (2 vnt.)
e 15 ml mégintuvélis konjugatui ruosti (2 vnt.)
e Meéginio skiediklis (1x40 ml)
e Konjugatas (1x260 pl)
e Konjugato skiediklis (1x12 ml)
e Detekciniy antikiiny koncentratas (50x; 1x260 pl)
e Lengvyjy grandziy neurofilamenty standartas, iSgautas i$ jaucio (2 buteliukai)
e Substratas (tetrametilbenzidinas, 1x12 ml)
e Stop reagentas (H2SO4 8 %; 1x6 ml)
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e Buferinis koncentratas plovimui (10x; 2x40 ml)

Kitos reikalingos priemonegs:
¢ Kintamo tirio pipetés su vienkartiniais antgaliais
e Eppendorf tipo mégintuvéliai (1,5 ml)
e Mini centrifuga/vorteksas
e Mikro ploksteliy purtyklé
¢ Dejonizuotas vanduo

o Filtrinis popierius
2.3.2. Darbiniy tirpaly ruoSimas

1. Buferinis plovimo tirpalas: plovimui skirtas buferinis tirpalas yra 10x koncentratas.
Ruosiant buferinj plovimo tirpala, koncentratas skiedziamas su dejonizuotu vandeniu iki

galutinio 400 ml tiirio, t.y. 40 ml koncentrato skiedziama su 360 ml dejonizuoto vandens.

2. Standartiniai NF-L tirpalai: gaminami prie§ pat naudojimg. DidZiausia standarto
koncentracija (10000 pg/ml) yra gaunama praskiedus 1 buteliuka liofilizuoto standarto su 1600

ul méginio skiediklio. Tolesni praskiedimai yra atlickami pagal zemiau nurodyta 3 lentele.

3 lentelé. Praskiedimai standartiniy tirpaly paruoSimui.

Meégintuvélis |  Meéginio skiediklis Standartas i§ mégintuvélio Kon;(;r;rt]:;':l ca
S0 Liofilizuotas standartas slfiec_iii_amas su 1600 pl méginio 10000
skiediklio

S1 300 pl 300 pl (is SO) 5000

S2 300 pl 300 ul (S1) 2500

S3 360 pl 240 ul (S2) 1000

S4 300 pl 300 ul (S3) 500

S5 240 pl 60 ul (S4) 100

S6 300 pl 0 ul 0

Pastaba: praskiestas bei paruostas naudoti pradinis standartas negali buti naudojamas

pakartotinai.

3. Detekciniai antikiinai: tai biotinu Zyméti monokloniniai Ak prie§ NF-L (50x
koncentratas). Prie§ pat naudojimg koncentratas praskiedziamas su méginio skiedikliu santykiu

1:50. ISmaiSoma vartant mégintuvelj arba vorteksuojant.
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4.  Konjugatas (75x koncentratas): paruoSiamas prie§ pat naudojimg. Specialiame
mégintuvélyje (pridedamas rinkinyje) streptavidino - krieny peroksidazés konjugato koncentratas
praskiedziamas su konjugato skiedikliu santykiu 1:75. ISmaiSoma vartant mégintuvélj arba

vorteksuojant.
2.3.3. Imunofermentinés analizés eiga

1.  Uzsaldytas smegeny skystis i§ anksto atitirpinamas laikant méginius Saldytuve (2-
8°C). Pries pradedant tyrima, reagentai ir méginiai bent 30 minuciy turi bati laikomi kambario
temperattroje (20-25°C).

2. SS praskiedziamas su tokiu pat kiekiu méginio skiediklio, pavyzdziui, 110 pl ir 110
ul (maziausias bendras ttiris — 210 pl).

3. Pagal nurodyta skiedimy lentelg paruoSimi standartiniai tirpalai.

4.  Plokstelé iSplaunama pasiruostu buferiniu tirpalu (3 ciklai po 300 pul plovimo
tirpalo kiekvienam Sulinéliui). Po kiekvieno plovimo plokstelé nusausinama filtriniu popieriumi.

5. I Sulinélius pridedama po 100 pl kiekvieno standartinio tirpalo ir tiriamo méginio.

Inkubuojama 1 valandg kambario temperatiiroje, purtant (800 apsuky per minute).

6.  Plokstelé iSplaunama pasiruostu buferiniu tirpalu (3x300 pl), nusausinama filtriniu
popieriumi.
7. I kiekvieng Sulinélj pridedama po 100 pl neseniai paruosto detekciniy antikiiny

tirpalo. Inkubuojama 45 minutes kambario temperatiiroje, purtant (800 aps/min).

8.  Plokstel¢ iSplaunama pasiruo$tu buferiniu tirpalu (3x300 pl), nusausinama filtriniu
popieriumi.
9. I kiekvieng Sulinélj pridedama po 100 pl naujai paruosto konjugato. Inkubuojama

30 minuciy kambario temperatiroje, purtant (800 aps/min).

10. Plokstelé iSplaunama pasiruostu buferiniu tirpalu (3x300 pl), nusausinama filtriniu
popieriumi.

11. T kiekvieng Sulinélj pridedama po 100 pl substrato (tetrametilbenzidino).
Inkubuojama 15 minuciy kambario temperatiiroje, purtant (800 aps/min). Vyksta jvairaus
intensyvumo spalviné reakcija.

12. ] kiekvieng Sulinélj pridedama po 50 ul reakcija sustabdancio reagento — stebimas
spalvos pokytis (i§ melsvos ] gelsva).

13. Analizatoriaus skaitytuvu vertinamas kiekvieno Sulinélio optinis tankis esant 450
nm bangos ilgiui, kuris, remiantis kalibracine kreive, véliau perskaic¢iuojamas j NF-L

koncentracijg (pg/ml) tiriamyjy likvore.
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2.3.4. Rezultaty vertinimas

4 lentelé. Gamintojo rekomenduojamos NF-L koncentracijos vertés skirtingose amziaus grupése.

Amzius (M.) Rekomenduojama verté
<29 <290 pg/ml (n=17)
30-39 < 380 pg/ml (n=15)
> 40 < 830 pg/ml (n=18)

Istyrus 50 sveiky asmeny smegeny skystj, normalios NF-L vertés sieké 112 — 821 pg/ml.
Tiriamieji padalinti | 3 amziaus grupes, rekomenduojamos vertés apibréztos kaip vidutiné NF-L

koncentracija + 2 standartiniai nuokrypiai (4 lentelé).
2.3.5. Tyrimo charakteristikos

NF-L aptikimo riba: 32 pg/ml, matavimo ribos: 100 pg/ml — 10000 pg/ml. NF-L tyrimo
matavimo serijos vidutinis glaudumo koeficientas 4%, tarp matavimo serijy - 6%. KryZminés

reakcijos su NF-M ir NF-H nebtdingos.
2.4. Statistiné duomeny analizé

Statistiné duomeny analizé atlikta naudojant Microsoft Office Excel 2016, R (3.5.2
versija) programinés jrangos paketus. Kokybiniai duomenys apibiidinti absoliuciais skaiciais ir
procentine iSraiska, duomeny analizei naudotas FiSerio tikslusis Kkriterijus. Kintamyjy skirstinio
normalumui jvertinti pritaikytas Sapiro — Vilko testas. Pagal normalyjj désnj pasiskirste
duomenys apibidinti aritmetiniu vidurkiu ir standartiniu nuokrypiu. Neparametriniy duomeny
apibiidinimui naudota mediana, kvartilinis plotis (IQR). Statistinei analizei daugiausiai naudoti
neparametriniai Kriterijai. Palyginimui tarp dviejy gupiy taikytas Mano — Vitnio - Vilkoksono
rangy sumy kriterijus, daugiau nei dviejy grupiy palyginimui — Kruskalo - Voliso kriterijus.
RysSiui tarp biocheminiy likvoro Zymeny jvertinti naudotas Spirmeno koreliacijos koeficientas,
atlikta tiesinés regresijos analizé. Tiriant statistines hipotezes, pasirinktas o = 0,05 reik§mingumo

lygmuo. Rezultatai vertinti kaip statistiskai reikSmingi, kai p < 0,05.
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3. TYRIMO REZULTATAI
3.1. Smegeny skysc¢io biocheminiy rodikliy poky¢iai, juy rySys su NF-L koncentracija

5 lenteléje pateikti pagrindiniai tiriamyjy laboratoriniy tyrimy duomenys — bendrojo
baltymo koncentracija (g/l), albumino ir 1gG indeksai, IgG koncentracija (mg/l) bei iSmatuota

neurofilamenty lengvyjy grandiniy (NF-L) koncentracija (pg/ml).

5 lentelé. Tiriamyjy smegeny skyscio biocheminiy rodikliy duomenys.

Rodiklis Vidurkis SD
Bendrasis baltymas, g/l 0,391 0,12
Albumino indeksas 6,1 2,24
Mediana IQR
19G, mg/l 40,2 26,7 - 58,5
IgG indeksas 0,605 0,506 - 0,729
NF-L, pg/ml 587,6 464,8 - 998,5

Pastaba: Ig indeksas = (SS IgG konc./SS albumino konc.) : (serumo IgG konc./serumo albumino

konc.); albumino indeksas = SS albumino konc./serumo albumino konc.

Vidutiné bendrojo baltymo koncentracija SS - 0,391 g/l. (SD = 0,12) VUL SK nustatyta
viduting rekomenduojama verte (< 0,45 g/1) virsijo 28,6 proc. tiriamyjy (7 pav.).

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3

02 I

0,1

Koncentracija likvore, g/l

Bendrasis baltymas
7 pav. Bendrojo baltymo koncentracija tiriamyjy likvore (g/1).

Albumino indekso vidurkis — 6,1 (SD = 2,24). Rekomenduojamg verte (< 9) virsijo 10,2
proc. pacienty (8 pav.).
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8 pav. Albumino indeksas tiriamyjy likvore.

IgG koncentracijos tiriamyjy likvore mediana — 40,2 (IQR = 26,7 - 58,5) mg/l (9 pav.).
VUL SK numatytg pamatinj biologiniy verc¢iy intervala (0 - 40 mg/1) virSijo 49 proc. tiriamyjy.
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9 pav. IgG koncentracija tiriamyjy likvore (mg/l).

IgG indekso mediana buvo 0,605 (IQR = 0,506 — 0,729) (10 pav.). 30,6 proc. tiriamyjy
nustatytas IgG indeksas vir§ijo VUL SK numatyta pamatinj biologiniy verciy intervalg (0,3 -
0,7).
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10 pav. 1gG indeksas tiriamyjy likvore.
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Nustatyta NF-L koncentracijos likvore mediana buvo 587,6 (IQR = 464,8 — 998,5) pg/ml.
Kadangi sitloma vidutiné NF-L koncentracijos reik§mé priklauso nuo tiriamyjy amziaus,
poky¢iai yra aptariami 3.2 poskyryje.

Oligokloninés juostos rastos 77,6 proc. pacienty. IS 6 lentel¢je pateikty duomeny matyti,
kad 1gG ir NF-L koncentracijos bei IgG indekso medianos statistiSkai patikimai didesnés
tirlamyjy grupéje, kuriems rastos oligokloninés juostos (p < 0,05). Vertinant bendrojo baltymo

koncentracijg ir albumino indeksa, reikSmingy skirtumy tarp grupiy nenustatyta.

6 lentelé. Biocheminiy rodikliy reikSmés grupése pagal oligokloniniy juosty nustatyma.

Rodiklis _ Oligokloninés juostos_ _ D
Teigiamos Neigiamos
Bendrasis baltymas, g/l 0,404 (0,121) 0,344 (0,106) 0,13
Albumino indeksas 6,26 (2,20) 5,63 (2,42) 0,45
IgG indeksas 0,64 (0,56 —0,84) 0,47 (0,44 —0,50) < 0,0001
19G, mg/I 46,95 (28,93 —60,75) | 26,70 (23,25 — 35,25) 0,01
Neurofilamentai, pg/ml | 729,6 (520,6 — 1166,7) | 505,5 (359,0 — 539,1) 0,005

Siekiant jvertinti rys§j tarp NF-L koncentracijos SS ir kity tirty biocheminiy Zymeny rysj,
taikytas Spirmeno koreliacijos koeficientas. Labai stiprus tiesioginis rySys nustatytas tarp
bendrojo baltymo koncentracijos ir albumino indekso (r = 0,93), stiprus tiesioginis rySys — tarp
bendrojo baltymo ir IgG koncentracijy (r = 0,77). Vidutinis rySys sieja IgG koncentracija su
albumino indeksu (r = 0,69) bei IgG indeksu (r = 0,50). Visi $ie paminéti rySiai — statistiskai
reikSmingi (p < 0,0002). Atlikus tiesing daugialype regresing analize, koreliacija pasitvirtino
abiem atvejais (atitinkamai r> = 0,86 ir r> = 0,83; p < 0,001) .

Tyrimo metu nustatyta, kad NF-L koncentracijg ir IgG indeksg sieja silpna tiesioginé
priklausomybé (r = 0,35; p = 0,01) (11 pav.). Tarp NF-L koncentracijos ir IgG indekso
koreliacija nepasitvirtino (r2 = 0,03; p = 0,24). ReikSmingo rysio tarp albumino indekso ir NF-L

koncentracijos nustatyti nepavyko (r = 0,07; p = 0,63).
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11 pav. NF-L koncentracijos likvore koreliacija su 1gG indeksu.
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3.2. Biocheminiy Zymenuy rySys su tiriamyjy fiziologiniais rodikliais

Net 77,6 proc. pacienty rastos oligokloninés juostos, dazniau — moterims (49,0 proc.).
Proporcijos tarp vyry ir motery statistiSkai reikSmingai nesiskyré (p = 0,14) (7 lentelé).
Dazniausiai oligokloninés juostos buvo nustatomos 30-39 mety tiriamyjy grupéje (40,8 proc.).

Taciau reik§mingy skirtumy tarp trijy amziaus grupiy irgi nebuvo nustatyta (p = 0,39).

7 lentelé. Oligokloniniy juosty nustatymas pagal lytj (%).

Oligokloninés juostos Moterys Vyrai IS viso
Teigiamos 49,0 28,6 77,6
Neigiamos 20,4 2,0 22,4

IS viso 69,4 30,6 100,0

Statistiskai reik§mingy skirtumy nei tarp ly¢iy, nei tarp trijy amZiaus grupiy nenustatyta
bendrojo baltymo, IgG koncentracijos, albumino bei IgG indeksy mediany (vidurkiy) atzvilgiu.

Nustatyta NF-L koncentracijos likvore mediana buvo 587,6 (IQR = 464,8 — 998,5) pg/ml.
Vyry ir motery NF-L koncentracijos likvore mediany vertés statistiSkai reikSmingai nesiskyré (p
= 0,31) (12 pav.). 63,3 proc. tiriamyjy NF-L koncentracija virSijo reagenty gamintojo

rekomenduojama verte amziaus grupei.
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12 pav. Neurofilamenty lengvyjy grandiniy (NF-L) koncentracija tiriamyjy likvore.

Padidéjusi NF-L koncentracija nustatyta visiems pacientams iki 30 mety, o vyresniy nei
40 mety grupéje — gamintojo rekomenduojama verté nevirS§yta. NF-L koncentracijos medianos
tarp trijy amziaus grupiy statistiSkai reikSmingai skiriasi (p = 0,005), didZiausia medianos
reikSmé stebima jauniausiy tiriamyjy (< 29 mety) grupéje. Auksciausia NF-L koncentracija

(2536,062 pg/ml) nustatyta 30 - 39 mety pacienty grupéje (13 pav., 8 lentelé).
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13 pav. NF-L koncentracijos likvore (pg/ml) pasiskirstymas skirtingose amziaus grupése.

8 lentelé. NF-L koncentracijos likvore (pg/ml) pasiskirstymas skirtingose amziaus grupése.

. . Minimali Maksimali v
Amzius (m.) | n | Mediana IQR verto verto p reik§mé
<29 10 | 937,328 | 444,217 387,194 1925,685
30-39 25 | 723,641 | 753,275 223,135 2536,062 0,005
> 40 14 | 505,725 | 143,937 260,935 735,495

Nustatyta, kad NF-L koncentracijg SS ir amziy sieja silpna atvirkstiné priklausomybé (r =
-0,37; p = 0,01) (14 pav.). Sickiant i$siaiSkinti, ar vyresnis amzius lemia mazesn¢ NF-L
koncentracija, atlikta tiesinés regresijos analizé, gautas statistiSkai reikSmingas modelis (r* =

0,08; y = 1392,564 —15,803x; p = 0,04).
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14 pav. NF-L koncentracijos likvore koreliacija su amziumi.
4. REZULTATU APTARIMAS
ISsétiné sklerozé — gana seniai zinoma liga, taciau dél jos heterogeniSkumo, vienintelis

specifinis laboratorinés diagnostikos Zzymuo vis dar néra atrastas. Siame tyrime plétojama
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papildomo laboratorinio Zymens, skirto ankstyvo demielinizacijos proceso diagnostikai, paieska.
Nagrinéjamas neurofilamenty lengvyjy grandiniy rySys su IS diagnostikoje naudojamais
laboratoriniais zymenimis bei pacienty fiziologiniais veiksniais (lytimi, amziumi). Vykstant
aksony pazeidimui, dideli NF Kiekiai patenka j smegeny skystj, taip pat Sie baltymai gali bati
nustatomi ir kraujyje. Tikimasi, kad ateityje NF-L galéty buti geras prognostinis Zymuo ligos
aktyvumui ir progresavimui stebéti, gydymo efektyvumui vertinti.

Is viso tyrime dalyvavo 49 asmenys. Tiriamieji buvo atrenkami tikslingai, t. y. i imtj
jtraukti pacientai, kuriems diagnozuota i$sétiné sklerozé (pradiné demielinizacijos stadija) bei
netaikytas gydymas. Lietuvoje kasmet nustatoma 150-200 naujy ligos atvejy [5], diagnostika
vykdoma didziuosiuose miestuose esanciuose IS centruose — Vilniuje, Kaune ir Klaipédoje. Tad
galima daryti prielaida, kad iStyréme apie trecdalj — ketvirtadalj 2018 metais naujai identifikuoty
IS pacienty. Yra Zinoma, kad pasaulyje Sia liga moterys serga dvigubai dazniau negu vyrai, o
ly¢iy pasiskirstymas tiriamyjy imtyje (69,4 % - moterys ir 30,6 % - vyrai) §j fakta dar kartg
patvirtino. IS yra jauny, darbingo amziaus zmoniy liga - ir net 71,4 proc. tiriamyjy buvo
jaunesni nei 40 mety. Teiginys, kad vyrams liga nustatoma vyresniame amziuje [7],
nepasitvirtino — tirty vyry ir motery amziaus medianos (atitinkamai 34 ir 35) reik§mingai
nesiskyré (p = 0,68), be to, vyriausia pacienté buvo moteris (61 metai).

Iprastai iki 20 proc. SS esanciy baltymy yra sintetinami CNS, bet didzioji dalis j SS
patenka i$ kraujo [61]. 28,6 proc. tiriamyjy nustatyta padidéjusi bendrojo baltymo koncentracija.
Pastebéta, kad jos didéjimas susijes su IgG koncentracijos ir albumino indekso didéjimu (r? =
0,86; p < 0,001). IgG koncentracijos padidéjimas buvo budingas beveik pusei tiriamyjy (49
proc.). Albuminai sudaro didziausig dalj tiek serumo, tiek SS baltymy. Albuminy sintez¢ vyksta
hepatocituose ir dalis $§iy baltymy pereina i§ kraujo j smegeny skystj. Kai prasisunkimas
suintensyveja, didéja ir bendrojo baltymo koncentracija smegeny skystyje. SS ir serumo
albumino koncentracijy santykis apibiidina kraujo — CNS barjero vientisuma, taciau tik 10,2
proc. tiriamyjy nustatytas lengvai padidéjes albumino indeksas. Zymaus ar vidutinio pralaidumo
pozymiy neaptikta (auk$ciausia reikSme — 11,2, norma < 9). Visgi, net ir lengvas kraujo - CNS
barjero vientisumo praradimas kartu su intratekaline IgG sinteze salygojo didesne SS IgG
koncentracija (r> = 0,83; p < 0,001).

Padid¢jusi IgG koncentracija ir oligokloninés juostos gali rodyti, kad smegenyse gauséja
B limfocity, taciau Sio tyrimo metu lgsteliné SS sudétis vertinta nebuvo. Oligokloniniy juosty
aptikimas SS dazniausiai yra susijes su intratekaline sinteze, tai atspindi patologing bikle,
kadangi jprastai Ak sintezé CNS nevyksta. Trecdaliui tiriamyjy nustatytas padidéjes IgG
indeksas (30,6 proc.) - tai yra CNS vykstancios IgG sintezés skaitiné israiSka. Oligokloninés

juostos aptiktos 77,6 proc. tiriamyjy. Literatiiros duomenimis, oligokloninés juostos biidingos iki
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95 proc. pacienty su kliniSkai iSreikSta IS [37, 55, 61]. Pastebéta, kad pacientams, kuriems
oligokloninés juostos nerastos, budingos statistiSkai reikSmingai mazesnés IgG ir NF-L
koncentracijos (atitinkamai p = 0,01 ir p = 0,005) bei zZemesnis IgG indeksas (p < 0,0001).
Manoma, kad jeigu oligokloninés juostos néra aptinkamos SS, tada pacientams biidinga
Svelnesné ligos eiga, ypac¢ negalios progresavimo atzvilgiu. Tokias iSvadas padaré ir F. G. Joseph
su kolegomis, retrospektyviai i$nagrinéje 200 IS atvejy - pacientai buvo parinkti pagal amziy ir
Iyti bei suskirstyti j dvi grupes po 100 tiriamyjy pagal tai, ar oligokloninés juostos buvo
nustatytos, ar ne [37]. Taciau S. Siritho bei M. S. Freedman paneigé Sig nuomon¢. Be to, Sie
tyréjai irgi nustaté patikimai zemesnius IgG koncentracijos ir IgG indekso rodiklius, neturinciy
oligokloniniy juosty pacienty grupéje [94]. Nors vieningos nuomonés $iuo klausimu néra, reikia
turéti omeny, kad musy tiriamiesiems buvo dar tik pati ligos pradzia, ir kad intratekaliné IgG
sintez¢ gali iSrysketi vélesniais etapais.

Jokiy biocheminiy rodikliy pakitimy nenustatyta 14,3 proc. pacienty. Literatiiroje
nurodoma, kad albumino indeksas dazniausiai btina nepakitgs, o normaliis SS rodmenys biidingi
apie 10 proc. IS pacienty [59].

Vienas 1§ tyrimo apribojimy — kontrolinés grupés nebuvimas. D¢l sudétingo tiriamosios
medZziagos paémimo, negal¢jome nustatyti NF-L koncentracijos sveiky asmeny SS. Taciau bent
5 nepriklausomi tyré¢jai yra palyging SS NF-L koncentracijg tarp sergancéiy IS ir neturinciy
neurologinés patologijos asmeny, ir gave statistiSkai patikimai didesnes vidutines reikSmes
sergan¢iyjy grupéje (p < 0,001) [80, 85, 87, 92, 95]. Pavyzdziui, I. Hakansson su kolegomis
nustaté, kad pacienty grupéje NF-L koncentracijos mediana buvo 895 (IQR = 300 — 2060) pg/ml,
o sveiky zmoniy grupéje — 212 (IQR = 151 — 289) pg/ml, Sis skirtumas — statistiS$kai reik§mingas
(p < 0,001) [86]. Musy tiriamyjy imtyje NF-L koncentracijos mediana buvo 587,6 (IQR = 464,8
—998,5) pg/ml.

Literatiroje nurodoma, kad vyrams budinga sunkesné ligos eiga [7], A. Bhan su
bendraautoriais nustaté reikSmingai didesng NF-L koncentracijos mediang vyry grupéje (vyry —
1388 pg/ml, motery — 245 pg/ml, p < 0,01) [84]. Tiriant Iyties jtakg NF-L koncentracijai, motery
grupéje nustatyta NF-L koncentracijos mediana — 557,1 (IQR = 223,1 — 2536,1) pg/ml, vyry
grupéje — 635,7 (IQR = 392,7 — 2472,1) pg/ml, tadiau Sis skirtumas tarp ly¢iy nebuvo
reikSmingas (p = 0,31). Panasius rezultatus gavo ir L. Novakova, J. Lycke, C. Malmestrom. su
kolegomis [85, 91, 92]. Svarbu atsizvelgti j tai, kad paminéty tyréjy dauguma tiriamyjy jau sirgo
IS ilgiau nei vienerius metus. J. Kuhle su bendraautoriais tyré pacientus, kuriems IS buvo
diagnozuota neseniai, taciau reikSmingo NF-L koncentracijos skirtumo tarp ly¢iy irgi nenustaté
(motery — 691,5 pg/ml, vyry — 939 pg/ml, p = 0,53) [93].
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Jvertinus NF-L koncentracijos medianas skirtingose amziaus grupése, paaiskéjo, kad
skirtumas tarp grupiy yra statistiSkai patikimas (p = 0,005). Didziausia NF-L koncentracijos
mediana nustatyta jauniausiy tiriamyjy (< 29 mety) grupéje, be to, visiems Sios grupés
pacientams buvo budinga padidéjusi NF-L koncentracija. Auks¢iausia NF-L koncentracija
(2536,1 pg/ml) nustatyta 30 - 39 mety pacienty grupéje, o vyresniy nei 40 mety grupéje —
gamintojo rekomenduojama verté nebuvo virSyta. Jvertinus rysj tarp NF-L koncentracijos ir
amziaus, pastebéta silpna atvirkstiné priklausomybé (r = -0,37; p = 0,01). Tiesinés regresijos
analizé parodé, kad vyresnis amzius i§ tiesy lemia mazesn¢ NF-L koncentracija, taciau $is
modelis néra tinkamas nagrinéjamam ryS$iui aprasyti (r2 = 0,08; p = 0,04). Tad negalime teigti,
kad visada vyresniame amziuje bus nustatyta mazesné NF-L koncentracija. Stebétg koreliacija
tarp amziaus ir NF-L koncentracijos galéjo paveikti rekomenduojama daugiau negu dvigubai
didesné NF-L koncentracijos verté vyriausiy pacienty amziaus grupéje. Senstant fiziologiskai
netenkama daugiau NF-L [81], tad sitlant ribines NF-L koncentracijos vertes, neabejotinai buvo
atsizvelgta j $j fakta. Amziaus jtakos NF-L koncentracijai nenustaté ir kiti mokslininkai [80, 84,
86, 91-93].

Vertinant intratekalinés sintezés jtaka NF-L koncentracijai, nustatytas silpnas tiesioginis
rySys su IgG indeksu (r = 0,35; p = 0,01). Taciau atlikus tiesinés regresijos analize, $i koreliacija
nepasitvirtino (r2 = 0,03; p = 0,24). Taip pat pastebéta, kad tiriamyjy grupéje, kuriems
oligokloninés juostos nenustatytos, biidinga statistiskai patikimai Zemesné NF-L koncentracija (p
= 0,005). Panasius rezultatus gavo ir C. E. Teunissen su kolegomis [90].

Albumino indeksas padeda jvertinti kraujo — CNS barjero integraluma, taciau su NF-L
koncentracija reikSmingo rySio nustatyti nepavyko (r = 0,07; p = 0,63), jokio rySio tarp Siy
rodikliy nenustaté ir J. N. Lycke bei C. Malmestrém su bendraautoriais [91, 92].

Apibendrinant gautus rezultatus, pacienty amziaus ir lyties jtakos NF-L koncentracijai
nenustatéme. Buvo aptiktas rySys su intratekaline 1gG sinteze, taciau koreliacija nepasitvirtino. Ir
nepaisant to, kad kraujo — CNS barjero vientisumo sutrikdymas gali turét jtakos NF-L
koncentracijai, tas poveikis irgi néra reikSmingas. Tyrimo rezultatai rodo, kad NF-L
koncentracijos nustatymas smegeny skystyje gali buti taikomas ankstyvai IS diagnostikai, o
interpretuojant rezultatus pakanka atsizvelgti | paciento amziy. Kita vertus, panasiy tyrimy,
vertinan¢iy NF-L koncentracijg ankstyvame ligos etape, beveik néra atlikta. Rekomenduotina po
mety ar/ir keliy pakartoti tyrima, j analize jtraukiant ligos eigos variantg bei jos trukme, MRT
duomenis, jvertinant galimg vartojamy vaisty jtaka bei jtraukiant duomenis apie ligos aktyvuma
(patiméjimas ar remisija) tiriamosios medziagos paémimo metu. Nors NF-L nustatymas smegeny
skystyje negali pakeisti MRT tyrimo IS diagnostikoje, tac¢iau remiantis jau turimais duomenimis,

ateityje tai gali biiti vertingas pagalbinis rodiklis vertinant aksony pazeidimo masta.
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ISVADOS

Neurofilamenty lengvosios grandinés aptiktos visy tirty pacienty smegeny skystyje,
rekomenduojama verte amZiaus grupei virsijo 63,3 proc. tiriamyjy. Sio tyrimo rezultatai
paremia NF-L  koncentracijos diagnosting svarbg, identifikuojant ankstyva

demielinizacijos proces3.

Statistiskai reikSmingos priklausomybés tarp NF-L koncentracijos ir bendrojo baltymo,
IgG koncentracijos, albumino ar IgG indekso neaptikta. Tiriamiesiems, kuriems
oligokloninés juostos nerastos, biudinga statistiSkai patikimai Zemesné NF-L

koncentracija - tai galéty buti geresnés ligos prognozés pozymis.

Neurofilamenty lengvyjy grandiniy koncentracija serganciyjy iSsétine skleroze smegeny
skystyje néra statistiSkai reikSmingai susijusi su tiriamyjy lytimi ir amziumi. Vadinasi, $is
biologinis zymuo galéty buti naudojamas tiriant visus pacientus, nepriklausomai nuo

aptarty fiziologiniy veiksniy.
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SANTRAUKA

Temos aktualumas: issétinés sklerozé (IS) — 1étiné neurodegeneraciné liga, zalojanciai veikianti
centring nervy sistema. Tai viena svarbiausiy darbingo amziaus zmoniy netrauminés negalios
priezaséiy. Ligos eiga lemia sudétingi uzdegiminiai, demielinizuojantys procesai. Vykstant
aksony pazeidimui, neurofilamenty lengvosios grandinés (NF-L) yra aptinkamos smegeny
skystyje. Tai potencialus biologinis zymuo ligos aktyvumui ir progresavimui stebéti.

Tyrimo tikslas: nustatyti neurofilamenty lengvyjy grandiniy koncentracija i$sétine skleroze
serganCiy ligoniy smegeny skystyje, jvertinat pritaikyma ankstyvo demielinizacijos proceso
diagnostikoje.

UZdaviniai: 1. Nustatyti neurofilamenty lengvyjy grandiniy koncentracija serganciyjy iSsétine
skleroze smegeny skystyje, vertinant ankstyva demielinizacijos procesg. 2. Apibudinti
neurofilamenty lengvyjy grandiniy koncentracijos smegeny skystyje ir iSsétinés sklerozés
Iprastiniy laboratoriniy rodikliy poky¢ius, jvertinant tirty Zymeny rysj. 3. [vertinti neurofilamenty
lengvyjy grandiniy koncentracijos smegeny skystyje rysj su tiriamyjy fiziologiniais veiksniais
(Iytis, amzius).

Tyrimo metodika: tiriamyjy imtj sudaré 49 asmenys, kuriems nustatyta IS (pradiné
demielinizacijos stadija), gydymas netaikytas. Tiriamieji pagal rekomendacijas suskirstyti j tris
amziaus grupes: jaunesni nei 30 mety, 30-39 mety, 40 mety ir vyresni. NF-L koncentracija
smegeny skystyje nustatyta atlikus imunofermenting analize.

Rezultatai ir iSvados: NF-L nustatytos visiems tiriamiesiems, koncentracijos mediana - 587,6
pg/ml. Rekomenduojamg verte amziaus grupei virSijo 63,3 proc. tiriamyjy. Reik§mingos
priklausomybés tarp NF-L koncentracijos ir bendrojo baltymo, 1gG koncentracijos, albumino ar
IgG indekso neaptikta. Tiriamiesiems, kuriems oligokloninés juostos nerastos, biidinga
statistiSkai patikimai zemesné NF-L koncentracija, tai galéty buti geresnés ligos prognozes
pozymis. Aukstesné NF-L koncentracija labiau btidinga jaunesniems pacientams negu
vyresniems. Taciau reikSmingos amziaus ar lyties jtakos NF-L koncentracijai neaptikta, vadinasi,
Sie fiziologiniai veiksniai rezultato neiskreipia ir NF-L gali buti tinkamas rodiklis, vertinant visus
pacientus. Tyrimo rezultatai paremia NF-L koncentracijos diagnosting svarba identifikuojant
ankstyva demielinizacijos procesa, taCiau panaSiy tyrimy, vertinan¢iy NF-L koncentracija
ankstyvame ligos etape, beveik néra atlikta. Rekomenduotina po mety ar/ir keliy atlikti didesnés
apimties tyrima.

Raktazodziai: iSsétin¢ sklerozé (IS), neurodegeneracija, neurofilamenty lengvosios grandinés

(NF-L), biologiniai zymenys, smegeny skystis (SS).

33



SUMMARY
Detection of neurofilament light chains in cerebrospinal fluid as a diagnostic tool in

multiple sclerosis

Background: multiple sclerosis (MS) is a chronic disease of the central nervous system, the
leading cause of non-traumatic neurologic disability in young adults. The disease is characterized
by inflammation, demyelination and axonal degeneration. Neurofilament light chains (NF-L) are
detected in cerebrospinal fluid (CSF) as a result of axonal loss. It is a promising biomarker for
monitoring the disease activity and progression.

The aim of the study was to analyze whether NF-L levels in MS patients could be useful CSF
biomarker for early diagnosis of the demyelinating disease in routine clinical practice.
Objectives: 1. To measure NF-L concentration in CSF, evaluating the course of demyelination
in early MS. 2. To evaluate changes in CSF NF-L concentration and other commonly used CSF
biomarkers among MS patients, as well as determining the relationship between those
biomarkers. 3. To evaluate the association between NF-L concentration in CSF and demographic
characteristics of study participants (gender, age).

Materials and methods: levels of NF-L were determined in CSF of 49 patients with newly
diagnosed MS. Patients were divided into three age groups: younger than 30 years old, 30-39
years old, 40 years of age and older. The analysis was performed using enzyme-linked
immunosorbent assay technology.

Results and Conclusions: NF-L were detected in all MS patients, the median NF-L
concentration was 587.6 pg/ml. 63.3% of study participants showed increased NF-L
concentrations. There was no significant impact of IgG ratio, total protein or IgG concentrations,
as well as albumin ratio on NF-L concentration. The NF-L concentration was lower in patients
with negative oligoclonal bands, it may suggest a better long-term prognosis. NF-L levels were
higher in young adults compared middle-aged patients. However, no significant influence of age
or gender on NF-L levels was found, suggesting that determination of NF-L levels may be
suitable for all patients. These results support the value of NF-L as a clinically significant CSF
biomarker for early axonal damage detection, though further investigations are needed.
Keywords: multiple sclerosis (MS), neurodegeneration, neurofilament light chains (NF-L),

biomarkers, cerebrospinal fluid (CSF).
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