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Tekste naudojamy trumpini y sarasas

a-SMA — lygiyju raumem alfa aktinas (smooth muscle actin alpha)

ACA — anticentromerinis antiinas (anticentromere antibody)

AIF — prieSuzdegiminis veiksnys (anti-inflammatdagtor)

ANA —antikiinas prieS branduolio komponentus (antinuclear adtip
CD4- diferenciacijos grup4 (Cluster of Differentiation 4)

CD34 — diferenciacijos grim4 (Cluster of Differentiation 34)

CD68 — diferenciacijos griw8 (Cluster of Differentiation 68)

CREST —: C - kalcinaz R - Reino sindromas, E - ezofagopatija, S -
sklerodaktilija, T — teleangiektazijos (calcinoggynaud phenomenon,
esophageal dysmoatility, sclerodactyly, telangies)as

CTGF — jungiamojo audinio augimo veiksnys (connectissue growth factor)
DR3 - serotipia HLA reprezentacija (serotypic representation ofAjiL
DRS5 — serotipia HLA reprezentacija (serotypic representation ofAjiL
eNOS - endotelihazoto oksido sintazendothelial nitric oxide synthase)
ET-1 — endotelinas -1 (endothelin-1)

FGFb — bazinis fibroblagtaugimo veiksnys (fibroblast growth factor basic)
GVHD- transplantato atmetimo liga (Graft vs. Hoss&ase)

GVH- transplantato atmetimas (graft-versus-host)

HLA — Zmogaus leukoaitantigenas (histocompatibility antigen)

HSP47 — kar&o Soko baltymas 47 (heat shock protein 47)

ICAM — tarphsteline adhezijos molekgl(intercellular adhesion molecule)
IGF-1-1 insulim panasSus augimo veiksnys -1 (insulin-like growtttde:-1)
IL-1- interleukinas 1 (interleukin 1)

La(SSB)- antikunai prieS brandugantinuclear antibodies)

MCP-1- monocii chemotaktinis baltymas -1 (monocyte chemotactitgmn-
1)

MIF-makrofagy migracip slopinantis veiksnys (macrophage migration
inhibitory factor)



MIP-1a — makrofag uzdegiminis baltymas -1a (macrophage inflammatory
protein-1a)

MMP- matrikso metaloproteinag (matrix metalloproteinase enzymes)
PBS - fiziologinis tirpalas su fosfatiniu buferphsphate buffered saline)
PDGF- trombocii sintezuojamas augimo veiksnys (platelet-derivexivijn
factor)

PM-Scl- polimiozito/sklerodermos autoantigenasdly{myositis/scleroderma
autoantigen 1)

PN-1- proteag neksinas 1 (protease nexin- 1)

Ro(SSA)- antikinai prieS branduolio komponentus (antinuclear auliks)
RP — Reino sindromas (Raynaud’s Phenomenon)

SCF — kamieninj lasteliy veiksnys (stem cell factor)

Scl- 70 — anti topo- izomeréz antikinas (anti topo-isomerase antibody)
SRV - sistemia raudonaoiji vilkligg (systemic lupus erythematosus)

SSc — sisteminskleroz (systemic sclerosis)

TEM — perSviéiantis elektroninis mikroskopas (transmission elatt
microscope)

TGF{ — transformuojantis augimo veiksnys beta (tramsflog growth factor
beta)

TIMP — audiny metaloproteinaai inhibitorius (tissue inhibitor of
metalloproteinases)

TNF- naviko nekrogs veiksnys (tumor necrosis factor)

VCAM - kraujagysli lasteliy adhezijos molekgl(vascular cell adhesion
molecule)

VEGF - kraujagysii endotelio augimo veiksnys (vascular endotheliairgh
factor)

VEGFR - kraujagysii endotelio augimo veiksnio receptoriai (vascular
endothelial growth factor receptors)

VWF — von Willebrand’o veiksnys (von Willebrand fag
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l. Jzanga

Sistemir skleroz (SSc) - tai pirmia idiopatiré odos ir vidaus organ
fibrozé, susijusi su sutrikusia fibroblasbei smulky kraujagysh; veikla.
Kiekvienam SSc ligoniui kartu swairaus laipsnio fibroze ir kraujagysli
pazeidimu nustatomi imuniniai sutrikimai. Min pazeidiny laipsnis
dazniausiai tna nevienodas. Pilnai nezinoma, kuris i$ iSvardpazeidiny
liga inicijuoja, o kuris atsiranda kaip paseknKraujagysliy pakitimai ir
endotelio pazeidimas paprastai stebimi jau ankgty8&c stadijoje. Sergant
SSc vyrauja du klinikiniai procesai: 1 - jungiam@jodinio iSve§imas,
lydimas organ parenchimos atrofijos; 2 - iSemijéldkraujagysliy sklerozs
bei wlesres ju atrezijos. Ikiklinikines SSc stadijos diagnozuoti beveik
neimanoma, tuo tarpu ankstyvos gydymo priedsogaéty biti efektyvios
gerinant gydymo rezultatus. Kol kas visiSkai pagyduo SSc dar iemanoma.
Sios ligos biologinio proceso gilesnis pazinimakigaatverti naujas gydymo
galimybes.

Pasaulyje per metus SSc suserga apie 20 mijlgamoni; (Karassa,
loannidis 2008), Lietuvoje - keliasdeSimt zmarliiga provokuoja daugyb
veiksniy: perSalimas, nepalankios aplinka$ygos, vibracija, darbas
plastmasi pramorje, ypa su poliviniliniais spiritais. Turi reikSas ir
genetiniai veiksniai: aptinkamas Seiminis sergamgjmastatytas rysys su |l
klasss ZLA (DR3, DR5).

Sergant SSc pazeidziaimairis organai, toél Si liga domina keleto
specialyby gydytojus. Paini SSc etiologija, stithga patogenezir bloga
prognoz daro SSc aktualiu tyrimnobjektu.



[l. Darbo aktualumas

Sistemirks uzdegimias jungiamojo audinio ligos priklauso reumatini
ligu grupei. Tai ligos, kuriomsigingas sisteminis jungiamojo audinio ir
judamojo aparato pazeidimas. Jos pasizyarialype klinika, etiologija ir
patogeneze. Sisten@ims jungiamojo audinio ligoms priklauso Siame darbe
nagrirgjamos sistemié skleroz (SSc) bei sisteménraudonoji vilklige (SRV).
Sioms ligoms diagnozuoti taikomas ir biogsimedziagos histologinis
tyrimas, nors jo duomenysma tarp Si ligy pagrindiniy diagnosting kriterijy.
Tokiame tyrime svarhireikSne vaidina kraujagysii pazeidimo
histopatologiniy pozymiy nustatymas.

Labai svarbu, siekiant laiku skirti tinkangydym, ankstyvose ligos
stadijos atskirti SSc nuo RP ir SRV. Taip pat lahairbu zinoti patologini
proces vystymosi eiliSkuma, kuri ir bando nusSviesti Sis tyrimas.

Lyginant su kitomis jungiamojo audinio ligomis, &§a reliatyviai
retas susirgimas: sergamumas apie 105-290 sangamilijonui gyventojy,
susirgimo daznis nuo 2,6 iki 28 atyenilijonui gyventoj, per metus (Silman
1997; Maricq et al. 1989; Medsger et al. 1971; Alinet al. 1991; Silman et
al. 1988; Haustein, Albrecht 1993; Mayes et al.30Metinis mirStamumas
nuo SSc: 0,8-3,8 miry milijonui gyventoj; (Medsger 1985). ISgyvenamumas
5 ir 10 met; atitinkamai yra apie 86% ir 69% (Hesselstrand.&¢©88).
Dauguma pacientmirSta nuo kardiopulmoniniir renaliniy komplikaciy. Dél
blogos SSc prognésg ir nepakankamai efektyvaus gydymo, Sios ligoginau

tyrimai lieka labai aktuak.



[1l. Darbo tikslas ir uzdaviniai

Darbo tikslas — nustatyti kraujagyspazeidimo ir fibrozs vystymosi

eiliSkum, iStiriant kraujagysli pakitimus odoje ir jungiamajame audinyje

sergantiems SSc, su Siai patologijadimga kraujagysii atrezija, bei

palyginant su kitomisiklémis, kuriy metu kraujagysli atrezijos &ra (SRV),

bei su laklémis, kurioms ladingas kraujagysli funkcinis nestabilumas (Reino

sindromas).

Uzdaviniai:

1.

Nustatyti vyraujatius histopatologinius pokyus ir ju vystymosi
eiliSkuma odoje sergantiems SSc lyginant su piodéig sergantiems SRV ir
RP.

Nustatyti histologinius, ultrastruidtinius, histocheminius ir
imunohistocheminius zymenis, geriausiai atspitidis ankstyy ir vélyva
SSc stadijas ir palygintigizymen; ekspresy odoje suy ekspresija SRV
ligoniy odos biopsijose.

Palyginti kraujagysli sienets ir perivaskulini audiniy uzdegiminio
infiltrato lasteling sucktj ankstyvoje ir ¢lyvoje SSc ir SRV stadijose.
Palyginti SSc ir SRV lig vélyva stadip, lydima fibrozes, ir/ar kraujagysii
atrezijos iSreikStum siekiant nustatyti §iligu patogeness eigos

skirtumus.

Darbo naujumas:

1.

Imunohistocheminj endotelio zymeneNOS, VEGF, VEGFR ir vWF
analiz padeda nustatyti ankstyvus ryskius kraujagyshdotelio
pazeidimus ir rySkiai padidiatkraujagysh pralaiduma SSc ligoni odoje
ir diferencijuoti jJuos nuo SRV ir RP.

Imunohistocheminj endotelio ZzymeneNOS, VEGF, VEGFR ir VWF
analiz padeda diferencijuoti SSc nuo SRV ir RP ankstyligges

stadijoje.



3. Nustaéme, kad ankstyvosios SSc stadijos patoggeexoje vyrauja
smulkiy kraujagysh; endotelio pazeidimai, o histologiniai ir
ultrastrukftiriniai fibroblast; pazeidimo pozymiai pradeda rydkjau po
kraujagyslh; endotelio pazeidimo.

Ginamieji teiginiai:

1. SSc vystymosi metu smulkkraujagyshy pazeidimas odos biopsijose
atsiranda anksausiai, audini fibrozavimas atsirandakau ir rodo toli
pazengusi liga.

2. Organizmo homeostaaiztikrinartiy sisteny pastangos atstatyti pazeistas
SSc eigoje kraujagysles yra zenkliogjda &l kol kas nenustatyt
priezasiy kraujagyslhy tinklas neatsistato, o audinio fibkotoliau
progresuoja.

3. Naudojant imunohistocheminius kraujagygbazeidimo zymenis odos
bioptatuose galima nustatyti ankstyvuosius krawgbgyazeidimus,
budingus SSc, SRV ir RP.
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IV. Literat @ros apzvalga
IV.1 Sisteminé sklerozé (sklerodermija) - SSc

SSc - tai kliniSkai heterogeniska sistedliga, pazeidzianti og vidaus
organus ir kraujagyslisieneles. Siai ligaitwingi mikrocirkuliacijos ir
imuninés sistemos sutrikimai bei Zymios kolageno i kitngiamojo audinio
matrikso medziagsankaupos (Doran, Veale 2008, Varga 2008).

Pirmg karty detaliaij skleroderm panasi liga aprag Curzio dar 1754
metais. 1847 metais Gintrac jau pasitermimg skleroderma. Sistemin
skleroz - tiklesnis Sios ligos pavadinimas, nes procesag@skia ne vien
dermoje. Pagal Siuolaikimpibgzima, SSc - tai pirmia idiopatire odos ir
vidaus orgau fibrozé, susijusi su padigusia kolageno sinteze:ldsutrikusios
fibroblasty veiklos.

Amerikos reumatolagkolegija apibézé SSc kriterijus, kui jautrumas
97%, specifiSkumas 98 % (Subcommittee for SSc, 1980

Reino sindromas stebimas 90-98% SSc pacigviaricq et al. 1983).
Jis gali aplenkti SSc daugeliu met gali bati SSc iSsivystymo perspmu,
yp& jei pasireiskia kartu su nago guolio kapii@nomalijomis ir
autoantikinais priesS branduolio baltymus - ANA radimu (Maretal. 1983;
Silman 1991).

Sergant SSc iSskiriamos trys odos pazeidiméstaz

1. Pabrinkimo (edemos) — trumpalaiktadija kai pabrinksta¢gos,
plastakos, kartais nezymiai veidas;

2. Induracijos stadijoje - odoje pradeda kauptis pathd kiekis
jungiamojo audinio, oda stga, plastal ir pédy pirSty odajtempta,
blizganti, nesuimamaraukst. Véliau skleroz pleciasii dilbius, Astus,
kakla, blauzdas, Slaunis ir gali apimti yikiing. Kartais procesas lieka
lokalizuotas, tik iki blauzg ar Slaum vidurio.

3. Atrofijos stadijoje - oda playa, tampa panaSii pergament,

dispigmentuota ( tai ryska jau 2-oje stadijoje), pradeda vystytis
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trofinés opos. Opos dazniausiai atsiranda blauzdasdrukme ilga,

gijimas labai sunkus, persistuoja infekcija, g#dirasti amiloidoz.
IV.1.1. Sistemirés sklerozs patogeneg

SSc patogenézra paini ir vis dar prastai iSanalizuota.

Sergantiems SSc turi reiksémir genetiniai veiksniai (Mayes,
Trojanowska 2007; Gutierrez-Roelens, Lauwerys 2@28gent et al. 2008).
Labiausiai iSreikStas genetinis veiksnys yra ligas veiksnys — tai didysis
audiny suderinamumo kompleksas (MHC). Rastas didesnigskiam tiki |
ir Il klasés MHC aleliy, pvz. HLA Bw35, DR1, DR5 arba HLA1-B8-DR3
(Black, Welsh 1994). Kita vertus — DR5 DR3 rySysd¥Rw52 daznai siejamas
su SSc kaip pirmis su Sia liga asocijuotos MHC |l kissalets. Taip pat
nustatytas rysys tarp B8-DR3-DRw52-DQB2 ir @awufibrozés. HLA DRw11l
ir DQ seka yra susijusi su sunkia SSc eiga ir AGAtikinai pries
centromerus) pozityvumu (Morel et al.1994). GragtrukiiriSkai nesusijusi
geny koduojanmy baltymy produkty, tokiy kaip komplemento komponentai (C2,
B, C4A ir C4B), kar&io soko baltymas (HSP70), 21 hydroksd4ZYP) ir
tumoro nekrogs veiksnys (TNF) demonstruoja digdpblimorfizng (Reveille
1995). Studijose HLA C4A parodyta ryski MHC korelia su SSc (Reveille
1995).

Daugyle Kklinikiniy SSc iSraiSk daro S liga panasi i léting
transplantato atmetimo kgGraft vs. Host Disease). Si hipotdauvo daznas
diskusipy objektas pries kelgimet;. Buvo teigiama, kad SSc patogeéiez
susijusi su persistuojéia lasteliy mimikrija (Black, Stevens 1989), kai
fetalines ir gallit kamienires lasteks migruoja per placesmi motinos
kraujotalq (Schroder et al. 1974) iy dekadomis persistuojantis egzistavimas
kraujotakoje veda priesteliy HLA 1l klasés molekulyy pokyiy (Bianchi et al.
1996; Nelson et al. 1998; Arlett et al. 1997).
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IV.1.2. Endoteliocity vaidmuo sergant SSc

Kraujagysliy endotelis - tai sudingas, metaboliSkai aktyvus organas,
atliekantis daugybsvarbi; biologiny funkcijy. Endotelis skiria skysfa ir
kietaja audinio dalis, slopina trombogiagregacy ir leukocity adhezig,
gamina subalansupkiekj vazokonstrikcini ir vazodiliatacini molekuli,
palaikargiy tinkamg kraujagysh; tonugs, slopina ekstrabktelinio matrikso
kaupimasj ir lejomiocity proliferacip, reguliuoja molekulj apsikeitim tarp
kraujagysly ir audini, reguliuoja vaskulogenear angiogeneg kraujagysli
augimo bei reparacijos metu (Koch, Distler 20085c¢ $netu endotelistima
stipriai pazeidziamas. Endotelio atsakasizeidimus galiiiti dvejopas: greitas
pradinis, ir Etas fenotipinis, #lyvas. Greitas atsakas apjungia pakitimus azoto
oksido, prostaglandin endotelino -1, VWF ir plazminogeno aktyvatoriaus
gamyboje. ktas atsakas priklauso nuo fundamentpasikeitimy
endoteliocit, aplinkoje, pamatigje membranoje bei lejomiocituose. Sitie
pakitimai kuna lydimi stiprios augimo veikspigamybos bei ekstraceliulinio
matrikso kaupimosi, lejomiogjtaktivacijos bei proliferacijos, periaitoei kity
mezenchimias kilmeés lasteliy aktyvavimo. Tai sukelia kraujagysl
remodeliavim ir gilius pakitimus josdstelirgje architektonikoje (Newby
2006).

Nustatyta, kad randami SSc prieSendoteliniai antk po kontakto su
endoteliocitais gali juos aktyvuoti, sukelti adhegimolekuliy (ICAM-1,
VCAM-1 ir E-selektino) ekspresij po kurios seka monogiadhezija,
dalyvaujant IL-1. Be to, antiendoteliniai artikai didina kre§imo veiksni
atpalaidavim ir skatina endotelini lasteliy apoptoz (Youinon et al. 1999).
Manoma, kad prieSendoteliniai antriai labiau veikia mikrocirkuliacy nei
stambesnes kraujagyles SRVs. PrieSendoteliniditardi, sergant SSc,
randami nuo 28 iki 85% pacientvidutiniSkai apie 44%, esant lokaliai SSc
odos formai, ir 84% esant difuzinei SSc formai. iRty afiniSkumas

apsprendzia endotelio pazeidimo laip@Renaudinan 1999; Pignone et al.
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1998). PrieSendoteliniai antikai gali betarpiskai aktyvuoti komplemento
sistema. Manoma, kad prieSendoteliniai antiilai, nors ir gra specifiniai vien
SSc, Sios ligos patogenezeje vaidina labai syaaiidmen. Taip pat
endotelinai SSc metu didina vazokonstrikdigi skatina fibrozavim
(Garncarczyk et al. 2008).

I\VV.1.3. Fibroblasty vaidmuo SSc patogenegge

Odos fibroblastai dakkstrajstelinio matrikso sintezuoja kaip atagk
jvairius aktyvacijos veiksnius. Aktyvacijos signaddeina is limfoci,
monocity, endoteliocit; ir trombocity per tiesiogif kontakt arba per
specifinius citokinus, pvz. IL-1, IL-2, IL-4 (prd&racija, kolageno sintéyir
IL-6 (matrikso metaloproteinazisintez) (LeRoy 1994). Interferonai
potencialiai slopina kolageno sinteAktyvuojantys veiksniai - PDGF ir
TGR - taip pat sintezuojami trombogitAktyvuoti fibroblastai atpalaiduoja
tokius citokinus ir augimo veiksnius, kaip IL-10staglandinas E, TGB-
jungiamojo audinio augimo veiksnCTGF, PDGF ir IL-6, kas reiSkia
autoaktyvavim per autokrinifraty (Postlethwaite 1995; Feghali et al. 1994).
Tuo idu ICAM-1, ekspresuojamas fibroblastuose, papitdustiprina
imuniniy lasteliy adheziy ir jy sulaikymy audinyje (Abraham et al. 1991,
Gruschwitz, Vieth 1997). &a duomen apie fibroblasi apoptoz sergant
SSc, palyginus su sveika oda. Tai pilnai suderinamaranesimais, kad
fibroblast, skatius sergant SSc iSlieka toks pat, kaip ir sveikajeje.
Masyuvios fibrozs vystymasis SSc atveju sukeliamas fibrohlssttezs
aktyvavimo, o ne fibroblagtskatiaus padidjimo. Vélyvoje SSc stadijoje
fibroblast, sumagja.

Vienas iS§iddomiausy SSc patofiziologijos aspeakiyra fibrogeninio
fenotipo fibroblaai persistavimas. dsteliy kultarose in vitro ir audiniuose in
vivo SSc ligoniams randami fibroblastaisairiu kolageno ir ki
ekstrahstelinio matrikso komponemsintezs padidintu aktyvumu, tai rodo

fibroblast; populiacijos heterogeniskumGeny ekspresijos heterogeniSkumas
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SSc rera apribotas vien kolageno beikikstrajstelinio matrikso
komponeni sinteze. ApraSyta protegznexin 1 (PN-1) hiperekspresija. Tai
gali bati homeostazinis atsakapadidint kolageno geno transkripgij
(Strehlow et al.1999).

LeRoy teigia, kad SSc pradse stadijose kolagemmasyviai
gaminagiy fibroblast, populiacija yra izoliuota nuo gilios retikuis dermos
(LeRoy 1974). Bet Sie fibroblastai per autoaktyj@rat citokinais aktyvuoja
gretimy audiny fibroblastus ir sukelia grandingmeakcip. Savo ruoztu — SSc
nepazeistos odos fibroblastai nerodo padidint@giataktyvumo, toé apie
bazin fibroblasty defekt kalbéti anksti (Kahari et al. 1987).

Kartu su augimo veiksniais, chemokinais ir kitotmgiomis
medziagomis fibroblastsignalizavimas stipriai veikiamas ekstisteliniy
matrikgy bei integrim (Eckes et al. 2000; Asano et al. 2005;2004). Buvo
nustatyta, kad integrinai prisideda prie fibroblafgnotipo pakeitimo
padidinant kolageno sinterr paveriant juos miofibroblastais (Asano et al.
2005; 2006). Integrinai veikia profibrotiSkai aktysjant TGFB tuo atlikdami
signalirg funkcija SSc patogenép (lhn et al .2001).

V.1.4. Imuniniai sutrikimai sergant SSc

Imunirés sistemos aktyvavimas stebimas jau ankstyvosiSse S
stadijose (Zuber, Spertini 2006).c¢Tau réra zinoma, ar imuniniai sutrikimai
liga inicijuoja, ar tai antriniai dalyviai, atsirandgstligos eigoje. 1S tikju
uzdegimas odoje pasireiSkia atikd negu fibrozs pozymiai. \élesrese ligos
stadijose uzdegiminiinfiltraty mazja (Prescott et al. 1992).

Detalus SSc patogenszmechanizmas vis daéna pilnai istirtas, t&iau
pagrindiniai pazeidimai parodo, kad SSc procesgvdaja maziausiai trys
lasteliy tipai: fibroblastai, imuniaés lasteks (T ir B limfocitai), bei
endoteliocitai. Ligos metu atsiranda autoaiik pazeisti audiniali

infiltruojami mononuklearais §tinis uzdegimas), daugiausiai T limfocitais bei
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makrofagais. Limfokin bei augimo veiksmi gamyba tampa iSreguliuota
(Jimenez, Derk 2004).

T-lasteliy citokinus SSc metu gali gaminti Thl ir Th2 limftai Citoking
perteklius randamas pacierkraujyje bei odoje. Jie didina fibroblast
proliferacij ir skatina makrofagus gaminti TNEbei IL-1, kurie savo ruoztu
skatina fibroblastus gaminti kolagenlL-6, PDGF. Endoteliocitai skatinami
gaminti IL-1, IL-6 bei adhezijos molekules ICAM-LVYCAM-1 (Kurosawa et
al. 2000).

B-lasteks SSc metuima aktyvuotos, tai parodo
hipergamaglobulinemija, autoanitkai ir padidinta CD19 ekspresija
periferiniame kraujyje (Sato et al. 2004). Aktyvudtlimfocitai gamina IL-6 ir
IL-10, o Sie skatina Th2 imuniniatsalg ir kolageno sintez B limfocity
pagaminti IL-6 ir TGF-3 SSc pacientams gali iribggai sukelti fibroz.
Antiendoteliniai antikinai gali sukelti endotelioaitapoptoz (Worda et al.
2003). Antifibroblastiniai antinai reaguoja tik su fibroblagpavirSiumi ir
juos aktyvuoja (Chizzolini et al. 2002).

Ivairis autoantiknai randami dazniau nei 95% SSc ajv&fisiems
ligoniams, kurie turi autoantilky randama ir transplantato pries Seiminink
ligos (GVHD) pozymiy, taip pat lana ryski odos ir platiy fibrozé. Randami
antikiinai ir pries ekstraktelinius komponentus. Pagal autoaimik prigimt
galima dalinai spssti apie SSc etiologij prognoz, sekti gydymo rezultatus.
Taip pat manoma, kad alogeésfetalires ir motinos 4steks, kurios migruoja
per placent néStumo metu abejomis kryptimis, galitbjtrauktosj SSc
patogeneg Vaisiaus ir motinosakteks persistuoja cirkuliacijoje ir vaisiaus
bei motinos audiniuosezbdHLA 11 (DRB1) suderinamumo tarp motinos ir
vaisiaus. Tokios svetimosgdteks gali ti aktyvuotos ir gali inicijuoti
transplantato pries SeiminipkGraft-versus-Host ) reakgiSSc pavidalu
(Arlett et al. 1998).

16



IV.1.5. Makrofagy vaidmuo sergant SSc

Sergantiems difuzine SSc forma randama sutrika&irafagy
migracijos inhibicijos veiksnio (MIF) gamyba ir flaijos. SSc metu MIF
padidina ir palaiko prouzdegimigdinga rata, vedanii audiniy
remodeliavima. SSc pacientams odos biopsijose anti-MIF amigk nudazo
bazalinius ir suprabazalinius keratinocitus. NegabtF-teigiamy
mononuklearini lasteliy susikaupim randama apie kraujagysles (Selvi et al.
2003). Makrofagai iSskiria TGBAr IL-1, kurie toliau aktyvuoja fibroblastus ir
endoteliocitus.

Makrofagai Salia limfocit jvairiais kiekiais randami visuose SSc
stadijose tarp kolageno skaiduapie odos priedus ir kraujagysles. Paprastai
ankstyvos stadijos infiltratuose makroiidgfina daugiau negu T limfoait
ypa vietose, kuriose prasideda suslodos pazeidimai (Ishikawa, Ishikawa
1992). Odos makrofagai vaidina svartevienareikSinvaidmern visose SSc

stadijose.

IV.1.6. Putliyjy Iasteliy vaidmuo sergant SSc

Tikslus putliujy lasteliy vaidmuo SSc metuéna Zzinomas. Mastocitai
gamina daugybbiologisSkai aktywi medziag: citokiny, augimo veiksnj,
proteazi ir Kity labai svarhi ekstrajstelinio matrikso metabolizmui
molekuliy. Putliyju lasteliy kiekis audinyje priklauso nu@ pirmtak lasteliy,
cirkuliuojarciy kraujyje, infiltracijos, y proliferacijos bei iSgyvenamumo in
situ. 1ISgyvenimo pusperiodis naujai susiformavusienastocitams sudaro apie
40 dieny (Enerback, Lowhagen 1979).

SSc difuzigs formos pacientams buvo pastils putlijy lasteliy
pagausgjimas (Nishioka et al.1987). Putliosiasteks buvo aktyvuotosyj
granuks gatjo reguliuoti biologin fibroblast; aktyvuny (Claman 1989; Subba
et al. 1983). Putliwj lasteliy heparinas - tai stiprus stimuliatorius FGFb ir FGF
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B. Putliosios 4steks sudaro svarbuzdegimin bei fibroz skatinant SSc
komponend (Gospodarowicz, Cheng 1986; McCafftey et al. 1989)

IV.1.7. Endoteliocity, fibroblasty bei imunokompetentiniy Iasteliy
santykiai sergant SSc

Manoma, kad fibroblagthiperaktyvumas ir endoteliogipazeidimas
valdomi imunini bei uzdegimini lasteliy gaminanam produkt;. Endotelinas-
1 (ET-1) - tai stiprus fibroblastbei lejomiocity mitogenas dalyvaujantis SSc
patogenezeje. ET-1 gali gamiitairios hsteks: fibroblastai, endoteliocitai,
epiteliocitai, monocitai (Michael, Markewitz 199®Jlonocitai bei makrofagai
aktyviai dalyvauja SSc patogenezeje.

Vaskulopatija vis pl&au pripazstama suétine uzdegimini reumatini
ligu dalimi (Bijl 2003). Reino sindromas daznai klaigin vertinamas kaip
gerybinis vaskulopatijos pasireiSkimas. Jis aptméa apie 90% SSc atuej
(Hall 2005). Tipiskojoje angiopatijoje SSc metu ljegysks spindzio
susiaugjimas atsirandad intimos proliferacijos, medijos hipertrofijos ir
adventicijos fibrogs (Kahaleh 2004). Tai baigiastine progresuojana
audiny ischemija. Kraujagyss sieneds lasteliy disfunkcija yra susieta su
uzdegimu ir hemostazts sistemos sutrikimu. Endotelio disfunkcijos metu
gaminama maziau vazodilatatoriaus - azoto oksigoastaciklino - tuo pau
metu daugiau iSskiriama endotelino-1. Endotelidutikcija jtakoja lygiju
raumenm veikla. Sutrinka tarpisteline komunikacija tarp endotelioaitr
fibroblast,. Besivystanti fibrog iSkreipiajprastire audiniy architektonilg,
padaro ngzykdoma mediatoti molekuly saveika. Pagaliau sutrinka organo
funkcija (Ihn 2005). Manoma, kad cirkuliuojantyg@antikiinai gali tiesiogiai

aktyvuoti fibroblastus ir sukelti fibr@gzSSc metu.

IV.1.8. Vaskulitai sergant SSc

Vaskulitas - tai kraujagyss uzdegimas. SSc vaskulitas - tai dazniausiai

smulkiy kraujagyshy (kapilian, arteriolyy) vaskulitas. Kraujagys$ uzdegimo
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metu vystosi jos sieng destrukcija, pasizyminti hemoragijomis, iSpmais
bei k&l intimos hiperplazijos, besiformuoj&omis aneurizmomis ir
stenozmis. To pasekoje audinyje iSsivysto hipoksija Iéarktas. Vaskulitas
gali bati pirminis patologinis procesas, be aiskios prities, arba antrinis,
sukeltas vaist, infekcijos ar sistemiss ligos (pav. reumatés, kaip SSc),
lokalaus veiksnio, traumos. Dermoje vaskulitai gdaani (Stone, Nousari
2001; Jennette et al. 1994; Weedon 2002). Serdgamt\vaskulitas yra

neatsiejama patogengzgrandis.

IV.2. Reino sindromas (Raynaud‘s Phenomenon) - RP

Reino sindromas yra epizodifokali ischemija, provokuojama & ir
emociy. Jai lidingos trys apsireiSkimo fag: 1. Palor — pabalimasgld
vazospazmo, 2. Cianosis — pdymavimas @l sumazjusio deguonies kiekio ir
3. Rubor — paraudimagldeaktyvios hiperemijos. Reino sindromas stebimas
3-4% bendros populiacijos (Maricq et al. 1986)akgerybir praeinanti 20-
30% jaum moten buklé (Olsen, Neilssen 1978). Jis stebimas 98% SSc
pacient; ir daznai pasireiskia kaip pirmasis SSc simptoi@% ligoniy
(Bench 1991). Reino sindromasna susietas su kraujagystonuso
disreguliacija, vedaia i kraujagysh; spazm ir kraujo €kmés redukcij.
Kartais Reino sindromadiba susigs su traumuojafiu darbu (vibracia liga).

Ji gali provokuotiB-adrenoblokatoriai, taip pat - bleomicinas, metssas,

polivinilchloridas.

I\V.3. Sisteminé raudonoji vilklig ¢ — SRV

SRV - sistemia autoimunir liga, pazeidzianti visas orgasistemas.
Pirmg karta SRV (lupus erythematosus) apraiisty dermatologas Ferdinand
von Hebra 1845 metais, kaip seborrhea congestisaaRart lupus
erythematosus termgrpanaudojo prarizy klinicistas Pierre Louis Alphee

Cazenave 1851 metais. SRV metu imuninis atsakeiguiojamas pries
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apytiksliai 20 antigewy daugiausia prieS DNR. Laisvos DNR kraujo plazmoje
beveik rera, jos atsiradimpgali salygoti virusiré infekcija ar kiti procesai,
atpalaiduojantys DNR. DNR turi afiniSkunkai kurioms organizmo
struktiroms - baziams membranoms (inkgtkraujagyshi, epidermio -

dermos riboje). Laisva DNR jungiasi su Siomis stifiumis, o éliau su DNR
riSasi autoantiknas, vyksta komplemento sistemos aktyvacija ir gidas.
UzZdegiminis procesas atpalaiduoja dar daugiaudai®NR — susidaro
ydingas patologinis ratas.

SRV gali sirgti bet kokio amziaus ir lyties Znégnbet dazniausiai serga
jaunos 15-45 metmoterys.

TipiSki SRV kerimai: - ,,vilkliginé plastak*”, eritema, edema, daznai
neperzengianti nazolabialinrauksliy, neplintantii kakl. SRV metu gali bti
nezymus paraudimas arba papulinis, makulinis, wéinis bérimas.

Diskoidirg vilklig ¢ - nedideli 1-2 cm odos pakenkimo zidiniai, kuri
kraStai nedaug iSki] ant jp dugno atsiranda keratogvyneliai), formuojasi
odos atrofija. SRV metu randamas kapiliaritas, tpkasir delny
teleangiektazijos. Paraudimai aptinkami ir ant grotaliniy pirStakauly
dorsaliniy pavirSiy, tarp ganariy. Véliau atsiranda pirgtgal odos gangrenos,
infarkty zidiniai palei nago guglJie dazniausiaiima mazi, retais atvejais -
viso pirsto galo gangrena. Tuomeiink pazeistos ir stambesnkraujagysis.

Taip pat SRV bdingas gleivigs pazeidimas - opinis stomatitas, &gl
gleivinés opets. Kai atsiranda alopecija - nelengva atskirtealSRV, ar
imunosupresantpoveikio pasekm Sergant SRV stebima fotosensibilizacija -
hiperergire odos reakcija UV spindulius, oda greitai paraustaanberia.
Sergantiems SRV randamas vidutinio dydzio (rieBaires, keli) ir smulkiy
plastakos gnariy pazeidimas. Dazniausiai tai oligoartritas (2adagiai), kuris
btina asimetrinis, nestabilus, migruojantign&riai nedeformuoti, éra
destrukcijos, eroazij. 13imtis- Zaku (Jaccond) sindromas- tai pir&tnariy
deformacijos, kurios pagal iSogmsvaizd primena reumatoidirartrita su
ulnarine deviacija, metakarpofalangirbei interfalangini sanariy

subluksacijomis.
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Inkstai SRV metu yra svaiib diagnostikai organas, jie apsprendzia
ligos prognoz. Inkstai yra pazeidziami imunokompleksais, édissiais
Baumano kapstije.

SRV komplikuojasi pleuritu, Sirdies uzdegimu, nesistemos bei

daugelio kity organ; pakenkimais.
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V. Tyrimo medziaga ir metodai
VI.1. Tiriamosios ir palyginamujy grupiy ligoniy odos biopsijos

IStirta po 20 SSc, SRV ir Reino sindromu sefgatigoniy odos biopsij,
atlikty 1995-2004 metais Vilniaus Universiteto Medicinak#lteto
Reumatologijos klinikoje (Lentéll). 20 atitinkamo amziaus nesergan
sisteminiais susirgimais zmanatitinkamos lokalizacijos odoséginiai buvo
analizuojami kaip kontroliniai. Visos SSc, SRV ieiRo sindromo diagnés
buvo patvirtintos kliniSkai ir laboratorinj imunologini; bei molekulires
diagnostikos tyrim duomenimis. Ligos pradzia buvo skabjama nuo laiko,
kai ligoniui buvo diagnozuotos tiriamos ligos pagalidotus klasifikacinius
kriterijus. Visi SSc ligoniai atitiko ARC klasifil@nius kriterijus
(Subcommittee for Scleroderma criteria of Ameri€dreumatism Association
Diagnostic and Therapeutic Criteria Committeelifigaary criteria for the
classification of systemic sclerosis (sclerodernyajhritis Rheum
1980;23:581-90) ir &lesnius kriterijus (LeRoy et al. 1988). Sisteasin
raudonosios vilkligs diagnoz nustatyta remiantis Amerikos reumatalog
kolegijos (ARC) 1982 m. patikslintais SRV klasiftigs kriterijais (Tan EM,
Cohen AS, Fries JF, Masi AT, McShane DJ, Rothfiéfd et al. The 1982
revised criteria for the classification of systeriipus erythematosus Arthritis
Rheum 1982;25:1271-7). Reino sindromas diagnozuetagntis Amerikos
reumatolog kolegijos (ARC) 1992 m. RF klasifikacijos kritgis (Leroy EC,
Medsger TA Jr. Raynaud's phenomenon: A proposaléssification. Clin
Exp Rheumatol 1992;10:485-8.)

Ankstyva ligos stadija buvo apidaiama kaip laikotarpis nuo diagnisz
nustatymo iki 3 met SSc, SRV ir RP gruis buvo formuojamos taip, kad
kiekvienoje ligony grupeje baty po 10 ankstyvos ir 10élyvos ligos stadij
ligoniy.
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Visos ligoniy biopsijos buvo paskirtos Vilniaus Universiteto N@dos
fakulteto Reumatologijos klinikos gydytpgiagnostikos tikslais, esant
klinikinei batinybei. Kontroliniai odos pavyzdziai buvo paimtitariaus is
Vilniaus miesto universitet#s ligonires chirurgijos skyti ligoniy, kuriems
nebuvo diagnozuota jokia sisterailiga, autopsias medziagos, atliekant
autopsijas pagal klinikines ir medicinos tsisndikacijas. Odos biopsijos buvo
apdorotos Vilniaus Universiteto Eksperimegsinr klinikinés medicinos
instituto Patologijos laboratorijoje pagal laborgts adaptuotas ir patvirtintas
darbo instrukcijomis metodikas, parafininiaiipjpi buvo dazyti hematoksilinu
ir eozinu, histocheminiais bei imunohistocheminiaistodais. Autorius atliko
mikropreparai vertinima ir duomen interpretavim. Trys ankstyvos SSc
stadijos odos biopsijos buvo istirtos elektronimikroskopu Vilniaus
Universiteto Eksperimentés ir klinikinés medicinios instituto Patologijos
laboratorijoje, autorius atliko elektroris mikroskopijos nuotraukvertinima
ir duomenmy interpretavim.

Lentek 1. Tirty ligoniy pasiskirstymas pagal amziu irilyt

Liga Ligoniy skatius Amziaus vidurkis

SSc 20 (vym 1, 46.55 + 10.87
moteny.19)

SRV 20 (vyn 2,moten 39.18 +11.55
18)

RP 20 (vyn 3,moten 37.02 +13.03
17)

Kontroliné grup 20 (vym 3,moten 47.26 + 14.05
17)
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V.2. Tyrimo metodai
V.2.1. Histopatologiniai tyrimai: Sviesos ir elektoniné mikroskopija

Biopsire medziaga buvo fiksuojama 10% buferiniame formatimmale
ir iliejamayj parafira, Tirti méginiai buvo dazomi standartiniu rutininiu
histologiniu dazymo tidu - hematoksilinu ir eozinu. Vaizdo anélizei

fotografavimas atlikti Sviesiniu mikroskopu OlympBX51.

V.2.2. Histocheminiai tyrimai

Tirti preparatai buvo nudazyti Siais standartinl@stocheminiais tidais:
Pikrino ragsties ir sirius red misiniu (pikrosirius) — jungiajo audinio
skaiduliniams komponentams ir analizei tamsiamegaliojartio
mikroskopo lauke.

Toluidino meliu, pH 2.0 — puthiyjy lasteliy ir jungiamojo audinio matrikso
baltymy- proteoglikam analizei.

V.2.3. Imunohistocheminiai (IHC) tyrimai

Antigenams atstatyti deparafinizuotiipjai buvo apdorojami 10
minuiy 0.01 M citrato buferyje (pH 6.0) mikrobangje krosnetje esant
+98°C, po to ausinami iki kambario temp@aras ir praplaunami PBS.Vidés
peroksidags aktyvumas buvo blokojamas preparatus inkubu@amintéiy
0.3% vandeniniame vandenilio peroksido tirpaletd®’preparatai buvo
praplaunami PBS ir 30 migiy inkubuojami 3% normaliame gy§mo serume,
kuriame pagaminti pirminiai antikai.

Pirminiy antikiiny tirpaluose kambario tempeitiabje pjiviai buvo
inkubuojami 30 mingiy, naudojant Siuos pirminius antikus:

1) triusio 1gG prieS zmogaus VWF (@/ml, Dakopats A/S, Glostrup, Danija);
2) peks IgG pries Zzmogaus CD34 @/ml, Cymbus Biotechnology Ltd,
Charles Ford, Didzioji Britanija); 3) triusio 1gGipS zmogaus VEGF (2
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ug/ml); 4) 2.9ug/ml triusio 1gG prieS zmogaus VEGFR-1 (FLT-1);%6)g/ml
triusio IgG pries Zzmogaus VEGFR- 2 (FLK-1); 6ud/ml triusio IgG pries
zmogaus VEGFR -3 (FLT-4) (Fitzgerald Industrieetnational, Concord,
MA, JAV); 7) peks IgG prieS Zmogaus CD68 (1ug/ml, DAKO); 8) triusio
IgG prieS zmogaus eNOS(IIl) {&/ml, Abcam, Didzioji Britanija); 9) triusio
IgG prieS zmogaus HSP47 (8/ml, ProSci, Inc, CA, JAV). Po tofyiai buvo
praplaunami PBS ir 30 migdiy kambario temperatoje inkubuojami antrinj
antikiny tirpale, \él praplaunami ir apdorojami ABC kompleksu (DAKO) 1
valand, kambario temperatoje. Po praplovimo PBS, fjiai buvo veikiami
chromogenu (3,3diaminobenzidinu) 5 minutes, po to praplaunam&hB
trumpai dazomi Mayerio hematoksilinu, praplaunaamdeniu, arba
nedazomi. Galiausiai preparatai buvo dehidratuogtamolyje, skaidrinami
ksilole, padengiami dengiaja medziaga (Histomount) ir dengiamaisiais
stikliukais.

Negatyviai dazymo kontrolei vietoje tiriamojo ddino buvo
naudojamas atitinkamas kiekis togijpa gyviny rasies, tos p&os klags ir tos
patios koncentracijos normalus IgG arba PBS.

Imunohistocheminiam dazymui buvo naudojami En-&fisi

vizualizacijos rinkiniai (DAKO).

V.2.4. Elektroninis mikroskopinis tyrimas

Biopsijos medziaga buvo prefiksuojama 2% gliudeaido ir
fiksuojama 1% osmiongsties tirpaluosdlietai epono dervas. Ultraploni
pjaviai (400-600@) buvo dazomi uranilo acetato ir Svino citrato ailqos.
Vaizdo analiz bei fotografavimas atliktas elektroniniu mikroskopeEM 100-
B.
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V.2.5. Mikroskopinio vaizdo analiz

Histopatologiniai Sviesos bei elektroéshmikroskopijos vaizdai buvo
vertinami kokybirgs analizs bidu.

Pusiau kiekybinei analizei imunohistocheminiai Zymys buvo
vertinami ketunj tasky (baly) sistema: 0 —éra zymens, 1 — pavieniai
zymenys, 2 — daugiau Zymer8 —labai daug zymenKiekybinis vertinimas
atliktas naudojant ,ANALYSIS* kompiutergnprogram. Preparatai buvo
fotografuoti naudojant Sviesos bei poliarizacdlymphus BX51 mikroskapir
Nicon DXM 2000 vaizdo kamer

V.2.6. Statistiné rezultaty analizé

Statistirt duomem analiz atlikti naudojant kompiuteris statistikos
program, SPSS for Windows (versija 12.0). Apskabti normalijuy
paramety reikSmiy vidurkiai (V) su standartiniais nuokrypiais (SN).
Nominaliyjy duomem skirtumo statistinis reikSmingumas nustatytas p&da
kvadratu ¢?) kriteriju, normaliyju kiekybiniy duomem vidurkiy skirtumas
dviems nepriklausomoms imtims — naudojant StjudéRtderijy, normaliju
kiekybiniy duomem vidurkiy skirtumas trims nepriklausomoms imtims —
vienfaktorire dispersig analiz ANOVA. Rangini duomem skirtumo
statistinis reikSmingumas esant dviems nepriklawsumimtims nustatytas
naudojant Mano — Vitnio - Vilkoksono (Mann-WhitneyVilcoxon) Kriterij.

Pasirinktas reikSmingumo lygmuo p<0,05, kurianmutatai laikyti

statistiSkai patikimais.
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VI. Tyrim y rezultatai

VI.1. SSc ligony histopatologinio tyrimo duomenys lyginant su SRVri RP
ligoniy

Ankstyvoje SSc stadijoje buvo stebimi neutngflimfocity, monocit,
histiocity ir pavieniy plazmocity infiltratai apie kraujagysles ir ekrinipi

prakaito liauk; latakus. (Pav. 1, 2). Vietomis panasnfiltratai buvo stebimi

intersticiume ir poodiniame riebaliniame audinyje
2% ’: =

Pav. 1. SSc ankstyvoji stadija. Spenelinio odosksinio redukcija,
kompaktiSk kolageno skaidul susikaupimas dermoje, odos prgdnkio
sumazjimas, kraujagysij siene¢s edema, infiltracija uzdegimimis

lastekmis. Oda. HE, x200.(kr- kraujagysld- oda, ep- epidermis).
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Pav. 2. SSc ankstyvoji stadija. Gausi infiltraciidegimimis lastekmis.
Oda. HE, x200. (d-derma, kr- kraujagysl
Ligai progresuojant, majp odos kraujagysii tinklo tankumas bei vig

lasteliy bendras kiekis, tgau gausjo jungiamojo audinio ekstradtelinio

Oda. HE, x200 (kr- kraujagysld- oda, ep- epidermis).
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Fibroblastai buvo hiperfunkciski bei edemiski (RBv

.“

%
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Pav. 4. SSc ankstyvoji stadija. Hiperaktyvus filbaskas, gausu kolagenini
bei elastini skaidul;. Oda. TEM, x10000 (kol- kolageno skaidulos, el-
elastinés skaidulos, fb — fibroblastas).

Elastires skaidulos buvo fragmentuotos. Kolageno skaidolos
edemiskos ir nevienodo skersmens (Pav. 5, 6).
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Pav.5. SSc ankstyvoji stadijaairaus skersmens kolageésrskaidulos.
Skersinis pjvis. Oda. TEM, x50000 (kol- kolageno skaidulos).

e
N

e W e N ) R o N

Pav.6. SSc ankstyvoji stadija. ISilginis kolageuniskaiduly pjavis. Oda. TEM,
x50000 (kol- kolageno skaidulos).
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Tarp kolageninj skaidul; buvo edema (Pav. 7).

Pav.7. SSc ankstyvoji stadija. Ryski edema tarpdenhini; skaidul;. Oda.
TEM, x50000 (kol- kolageno skaidulos, ed- edema)
Vélesrese SSc stadijose uzdegimjnnfiltraty sumagjo arba jie beveik

visiSkai iSnyko. Buvo stebima ryski speninio odhsksnio redukcija (Pav.8).

LITAANS i ol

R DR T A N
Pav.8. SSc. Myvoji stadija. Epidermio speneli odos pried bei kraujagysli
tinklo tankumo sumazejimas. Oda. HE, x200 (d- ega,epidermis).
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Kraujagysliy sieneés sustotdavo, atsirasdavo hialinébei nekroz

(Pav. 9), spindziai siagjo, laipsniSkai vysisi devaskuliarizacija.

Pav.9. SSc ankstyvoji stadija. Kraujagygssienads nekroz. Oda. TEM,
x10000. (kr- kraujagys| kol - kolagenas)

Kolageno skaidulos palaipsniui st ir tankéjo. Vélesrese SSc
stadijose sumajo fibroblast;. Ekrininés prakaito liaukos tapo atrofiSkoél d
supartios fibrozs ir cestesi tik virSutiniame dermos sluoksnyje. ISreikStas
kolageno ir kity ekstrajstelinio matrikso baltympkaupimasis pirmiausiai buvo
matomas retikuliés dermos ir poodzio ribose. Ankstyvojoje siste¢sin
sklerozs stadijoje elektroniniu mikroskopu buvo matomaspls, naujai
sintezuotos 10-30 nm kolageno fibsal \Veliau vyravo didesnio skersmens
fibril és. Tai ro@ kolageno brendim Ultrastrukfiriné kraujagysh; analiz
parod endotelio 4steliy pazeidim, juy vakuolizaciy, hialinizacip bei nekroz,

o taip pat pericif ir fibroblasyy endoplazminio tinklo aktyvaaij Ankstyvojoje
stadijoje buvo stebima gana gausi infiltracija jsibmis hsteEmis (Pav. 10,
11), aptinkamomis glaudziame kontakte su fibrohliadbei pazeistomis

kraujagystmis ir limfagysemis.
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Pav. 10. SSc ankstyvoji stadija. Putliggtiek intersticiume. Oda. TEM,
x15000.

T > T T R
| ; e

Pav. 11. SSc ankstyvoji stadija. Fibroblasto beliggios hsteks kontaktas.
Limfagysks nekroz. Oda. TEM, x15000 (kol- kolageno skaidulos, fb —
fibroblastas, Ig- limfagysl| pl- putlioji lastek).

SRV atvejais kraujagyslisienetse ir perivaskuliariai buvgrairaus

laipsnio audini edema ir uzdegiminilasteliy infiltracija (Pav. 12, 13).
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lasteliy infiltracija. Oda. HE, x200 (kr- kraujagysld- oda).

Reino sindromo atvejais rasdavome angesijsitraukimo pozynai

taciau vaskulito pozymi nebuvo arba jie buvo nezyis

34



Vaskulito pozymiai labiau buvo iSreikSti SSc atvgjar ypa ankstyvoje ligos
stadijoje (Lental 2, Pav.14).

Lentele 2. Vaskulito aktyvumo (pagal histopatolagsnpozymius)
pasiskirstymas odoje SSc ankstyvojeéilyvoje stadijose, SRV bei RP

atvejais.
Liga Vaskulito aktyvumas
0 1 2 3
SSc 0/0 1/1 3/8 6/1
N=20
SRV 0/0 3/1 2/4 5/5
N=20
RP 5/2 5/8 0/0 0/0
N=20
Kontrolé 20 0 0 0
N=20
Lyginimas P
SSc - SRV 0,789
SSc- RP <0,0001
SSc- Kontrot <0,0001
SRV - RP <0,0001
SRV — Kontroé <0,0001
RP- Kontroé <0,0001

Paaiskinimai: ,,0“ = gra vaskulito pozymy; ,1“ = endotelio edema, palei
kraujagys¢ pavieniai neutrofilai; ,2“ = endotelio edema, pdteaujagyst¢
negausi neutrofil, makrofag, limfocity infiltracija; ,3“ = endotelio
pazeidimai, palei kraujagysgausi infiltracija uzdegimigmis lastekmis; ,/* =

ankstyvojielyvoiji ligos stadija
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Vaskulito aktyvumas

‘ Dankstyva stadija @vélyva stadija ‘
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Pav. 14. Vaskutito aktyvumo (pagal histopatologrpozymius)
pasiskirstymas odoje SSc, SRV bei RP atvejaisyaogije bei \tlyvojoje
stadijose.

Antrinio vaskulito aktyvumas tiesiogiai koreliaga vVWF prasisunkimu
i audinius, kuris patikimai didesnis SSc sergantiegmniams (Lented 5).

IS duomen palyginimo matome, kad ankstyvoje ligos stadijoje
vaskulito aktyvumas SSc ir SRV ligoniams nesigkgrwlyvoje stadijoje

SRV ligoniy odoje vaskulito aktyvumas isliko aukstas, o S$ta£jo.

VI1.2. SSc ligony odos histochemiis analizs duomenys, lyginant su SRV
ir RP ligoniy ir kontrole

VI.2.1. Fibrozés skirtumai SSc, SRV ir RP ligony odoje po dazymo
pikrosiriusu

Pikrosiriusu dazytuose histologiniuose preparauasalizuojamuose
poliarizuotoje Sviesoje, plonos, nesenai sintezu&tdagenins skaidulos Svyti

Zalia spalva, o storos bei subrendusios kolagsrskaidulos Svyti raudonai.
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Ankstyvojoje SSc stadijoje rasdavome daug zaligiisgiy kolagenini

skaiduly (Pav. 15), o #lesrese stadijose dominavo raudonos skaidulos (Pav.
16).

Pav. 15. SSc ankstyvoji stadija. Oda. Dazyta pikiiesu. Poliarizuota Sviesa.

x200 (d- oda, ep- epidermis).

'_t,.; " o

Pav. 16. SScalyvoji stadija. Oda. Dazyta pikrosiriusu. Poliarita Sviesa.
x200 (d- oda, ep- epidermis).
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SRV (Pav. 17) bei Reino sindromo atvejais 8ywytas nesiskys nuo kontroés

atvep. Tatiau Reino sindromo atvejaisittavo ryskiai susitraukusiarteriy
(Pav. 18).

Pav. 18. Reino sindromas. Oda. Arterijos spazmagyta pikrosiriusu,

poliarizacire Sviesa. x200 (kr- kraujagysl
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Kraujagysli fibrozavimas lydimas atrezijos dazniausiai buvo
aptinkamas SScélesrese stadijose, tuo tarpu SRV ir Reino sindromo atvej
ryski fibrozé nebuvo neaptinkama (Lente3, Pav. 19).

Lentek 3. Odos audini fibrozavimas sergantiems SSc, SRV ir RP lyginant s

kontrole
Liga Fibrozavimo laipsnis
0 1 2 3
SSc 5/0 4/0 1/1 0/9
N=20
SRV 712 3/8 0/0 0/0
N=20
RP 6/2 4/8 0/0 0/0
N=20
Kontrolé 20 0 0 0
N=20
Lyginimas P
SSc - SRV 0,004
SSc- RP 0,006
SSc- Kontrot <0,0001
SRV- RP 0,752
SRV- Kontrok <0,0001
RP- Kontroé <0,0001
Paaiskinimas: “0” = éra fibrozavimo pozymi; “1” = plony, pikrosiriusu

dazyi, stebint poliarizuotoje Sviesoje Svyiin Zalia spalva skaidulnezymus
pagausgjimas; “2” = pikrosiriusu dazyt, poliarizuotoje Sviesoje Svytin
Zalia bei raudona spalva skaigylagaugiimas; “3” = gausu stay;, raudonai
Svytirciy kolageniny skaiduly, dazyt, pikrosiriusu; ,,/* = ankstyvoji/¢lyvoji

ligos stadija
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Audini y fibrozavimas

‘ Oankstyva stadija Bvélyva stadija ‘
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Pav. 19. Odos audupifibrozavimas sergantiems SSc, SRV ir RP lyginant s
kontrole

IS duomen palyginimo matome, kad ankstyvoje ligos stadigjeliny
fibrozavimo laipsnis nei SSc, nei SRV ligoniamsisleg¢ (fibrozavimo arba
nebuvo, arba jis buvo nezymus), @woje stadijoje tuo metu kai SSc
ligoniams vysisi masyvi fibroz, SRV ligoniams audinifibrozavimo laipsnis

beveik nesikeit.

VI.2.2. Odos putligju Iasteliy nudazyty toluidino méliu analizé sergartiy
SSc, SRV ir RP odoje lyginant su kontrole

Toluidino nelio dazymas iSryskino putliasiagsteles, kurios
ISsiskirdavo violetine spalva. Lyginant su kontrglatliyju lasteliy buvo
gausiau ir jos intensyviau degranuliuodavo ankge/&Sc stadijoje yjryskiai

sumazéjo fibrozés stadijoje. (Pav.20, 21, Leni&t).
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Pav. 20. SSc ankstyvoji stadija. Pujtli [asteliy infiltracija ir degranuliavimas
(rodyklés). Oda. Dazyta toluidino é¢hu (pH 2.0). x200.

Lentek 4. Odos putlyju lasteliy infiltracijos gausa ir degranuliacija sergant
SSc, SRV ir RP lyginant su kontrole

Liga Putliyju lasteliy infiltracija

0 1 2 3
SSc 0/0 1/8 212 7/0
N=20
SRV 0/0 2/3 3/3 5/4
N=20
RP 0/0 8/9 2/1 0/0
N=20
Kontrolé 0 20 0 0
N=20
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Lyginimas P

SSc - SRV 0,285
SSc- RP 0,004
SSc- Kontrot <0,0001
SRV - RP <0,0001
SRV — Kontroé <0,0001
RP- Kontroé 0.075

Paaiskinimas: ,0“ = éra specifiSkai nudazytprofiliy; ,1“ = pavieniai
specifiSkai nudazyti profiliai; ,2“ = dazni spedkai nudazyti profiliai; ,3" =

gausis specifiSkai nudazyti profiliai; ,/“ = ankstyvoyiélyvoji ligos stadija

Putli yjy lasteli y infiltracijos gausa ir degranuliacija

‘ Oankstyva stadija Bvélyva stadija ‘
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Pav. 21. Odos putlju lasteliy infiltracijos gausa ir degranuliacija sergant SSc,
SRV ir RP lyginant su kontrole.

IS duomen palyginimo matome, kad ankstyvoje ligos stadijmjliyju
lasteliy infiltracija ir degranuliacija SSc ir SRV ligoniamesisky (buvo gausi), o
vélyvoje stadijoje SRV ligoniams puitiiy lasteliy infiltracija ir degranuliacija isliko

gausi , 0 SSc ligoniams — nifd
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VI1.3. Imunohistocheminés analizs duomenys

VI.3.1. von Willebrand’o veiksnio (IHC) lokalizacija SSc ligong odoje

Sveilky odos biopsij analizs atvejais Sis veiksnys buvo stebimas tik
kraujagysli; spindzio ribose bei kraujagyslsienetse, iS esms intimoje.
Tirilamujy grupiy odos biopsijose VWF skver$i | kitus kraujagysli sieneli
sluoksnius ir net iSsiliedavicekstravaskulia erdw (Pav.22, 25, 26, 28, lenéel
5). Pagal vVWF lokalizacijgalima buvo spisti apie kraujagysii strukiirinius
pokyclus (Pav.23, 24, 25, 27)

By PR e B
ll*.? .

Pav. 22. SSc Ankstyvop stadlja Oda. IHC- VWF. |IRinna| dazyta
hematoksilinu. x200 (rodykl- kraujagysis endotelis).
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Pav. 23. SSc ankstyvoji stadija. Oda. IHC- vVWF.X2@ oda, ep- epidermis).

Pav. 24. SSc ankstyvoji stadija. Odauminiy kapiliany susidarymas

(rodyklés). IHC- vVWF. x200 (kr- kraujagysl d- oda, ep- epidermis).
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Pav. 25. SScalyvoji stadija. Oda. VWF lokalizuotas kraujagystipindzZiuose
ir prasisunks intersticium, (rodyklées). IHC- vWF. x200.

Pav. 26. SScalyvoji stadija. Oda. VWF nutefimasj intersticinius audinius.
IHC- vVWF. Papildomai dazyta hematoksilinu. x200.
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Pav. 27. Reino sindromas. Oda. Spazmuota artbl{a- vVWF. Papildomai
dazyta hematoksilinu. x200 (rodygkl— kraujagysis ir vasa vasorum
spindziai).

Lentek 5. VWF nutekjimas iS kraujagysii spindzioi aplinkinius audinius
SSc, SRV ir RP ligomi odoje, lyginant su kontrole.

Liga VWEF nutekjimas

0 1 2 3
SSc 0/2 4/9 3/1 3/0
N=20
SRV 2/4 7/5 1/1 0/0
N=20
RP 10/10 0/0 0/0 0/0
N=20
Kontrolé 20 0 0 0
N=20

46




Lyginimas P

SSc - SRV 0,25
SSc- RP <0,0001
SSc- Kontrot <0,0001
SRV - RP <0,0001
SRV - Kontrok <0,0001
RP- Kontroé 1.0

Paaiskinimai: ,,0“ = gra VWF nutekjimo; ,,1“ = negausus VWF nutéimas

Salia kraujagysk sienels; ,2“ = negausus VWF nutéfimas per keliasdeSimt

mikrometm; nuo kraujagysis sienads; ,3“ = gausis VWF iSsiliejimai; “/ =

ankstyvoji\elyvoji ligos stadija

VWF nutek éjimas | aplinkinius audinius

‘ Oankstyva stadija Bveélyva stadija ‘
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Pav. 28. VWF nutedfimas iS kraujagysii spindzioj aplinkinius audinius SSc,

SRV ir RP ligony odoje, lyginant su kontrole.
IS duomen palyginimo matome, kad ankstyvoje ligos stadiMyeéF

nutekéjimasi aplinkinius audinius SSc ligoniams buvo gausesygsnant su

a7



SRV, ir nors ¥lyvoje ligos stadijoje SSc ligoniams VWF nuéginasi

aplinkinius audinius majo, jis iSliko santykinai gausesnis, negu SRV ligon

VI1.3.2. CD68 imunohistochemié lokalizacija SSc, SRV ir RP odoje,
lyginant su kontrole

Paviergs lasteks su CD68 teigiamu IHC Zymeniu buvo randamos
sveiky odos biopsijose ir Reino sindromo atvejais. Josdakalizuotos
intersticiume kaigprastiniai intersticiniai makrofagai. Gausus CDéfgjiamy

[asteliy infiltratus kraujagysli sienetse bei palei kraujagySRVs rasdavome

ankstyvose SSc stadijose ir SRV atvejais (Pav.Q933, lentele 6).

Pav. 29. SSc ankstyvoji stadija. CD68. Oda. IH@idenos 4steks
(rodykleés). Papildomai dazyta hematoksilinu, x400.
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Pav. 30. SRV. Oda. CD68 — teigiamastéks (rodykks) . Papildomai dazyta
hematoksilinu. x400. (kr- kraujagy3l
Lentek 6. Audiny makrofagai.

Liga CD68 ekspresija

0 1 2 3
SSc 0/0 2/6 4/4 4/0
n=20
SRV 0/0 2/3 4/5 4/2
n=20
RP 0/0 9/9 1/1 0/0
n=20
Kontrolé 0 20 0 0
n=20
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Lyginimas P

SSc - SRV 0,298
SSc- RP <0,0001
SSc- Kontrot <0,0001
SRV - RP <0,0001
SRV - Kontrok <0,0001
RP- Kontroé 1.0

Paaiskinimas: ,0“ = éra specifiSkai nudazytprofiliy; ,1“ = pavieniai
specifiSkai nudazyti profiliai; ,2“ = dazni spedkai nudazyti profiliai; ,3" =

gausis specifiSkai nudazyti profiliai; ,/“ = ankstyvoyiélyvoji ligos stadija

CD68 ekspresija

‘ Oankstyva stadija Bvélyva stadija ‘
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Pav. 31. Audini makrofagai SSc, SRV ir RP liganir kontrolinés grugs
odoje.

IS duomen palyginimo matome, kad ankstyvoje ligos stadigjeliniy
makrofagy infiltracija SSc ir SRV ligoniams nesisky(buvo vidutiniSkai
gausi), o ¢lyvoje ligos stadijoje SSc ligoniams audimakrofag infiltracija

mazjo, o SRV ligoniams isliko panasi kaip ankstyvadjadsjoje.
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VI.3.3. Endotelio azoto oksido sintags imunohistochemiré lokalizacija
SSc, SRV ir RP ligong ir kontrolin és grupés odoje

Endotelire azoto oksido sintazbuvo nezymiai iSreikSta sveik moniy
odos bioptatuose, d@u jos ekspresija buvo daug rySkesne SSa; figas
vélyvoje stadijoje bei SRV atvejais (Pav. 32, 33, 33, lentet 7).

Pav. 32. Ankstyvoji SSc. Oda. IHC- eNOS. X400 (ddg — eNOS
ekspresija, kr- kraujagysld- oda)
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Pav. 33 Velyvoji SSc. Oda. IHC-eNOS. X400 (rodgkd eNOS ekspresija kr-
kraujagyst, d- oda).

Pav. 34. SRV. Oda. IHC - eNOS. X400 (rodygt eNOS ekspresija kr-
kraujagys¢, d- oda).
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Lentek 7. Endotelio azoto oksido sintazekspresija odoje sergant SSc, SRV

ir RP lyginant su kontrole

Liga Endotelires azoto oksido sintag Ill (eNOS) ekspresija
0 1 2 3

SSc 0/0 4/8 6/2 0/0

n=20

SRV 0/0 2/3 8/7 0/0

n=20

RP 0/0 9/10 1/0 0/0

n=20

Kontrolé 0 20 0 0

n=20

Lyginimas P

SSc - SRV 0,27

SSc- RP 0,009

SSc- Kontrot <0,0001

SRV - RP <0,0001

SRV - Kontrok <0,0001

RP- Kontroé 0.317

Paaiskinimas: ,0“ = éra specifiSkai nudazytprofiliy; ,1“ = pavieni
specifiSkai nudazyti profiliai; ,2“ = dazni spedkai nudazyti profiliai; ,3" =

gausis specifiSkai nudazyti profiliai; ,/“ = ankstyvoyiélyvoji ligos stadija
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Endotelin és azoto oksido sintaz és Il (eNOS) ekspresija

‘ Oankstyva stadija Bvélyva stadija ‘
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Pav. 35. Endotelio azoto oksido siriszkspresija odoje sergant SSc, SRV ir
RP palyginus su kontrole

IS duomen palyginimo matome, kad ankstyvoje ligos stadijoje
endotelio azoto oksido sint&zekspresija odoje SSc ir SRV ligoniams
nesiskye (buvo vidutiniSkai gausi), oéyvoje ligos stadijoje SSc endotelio
azoto oksido sintas ekspresija odoje mgn, o SRV ligoniams isliko panasi

kaip ankstyvoje stadijoje.

V1.3.4. Terminio Soko baltymo HSP-47 ekspresija ode sergantiems SSc,
SRV ir RP palyginus su kontrole

Nezymi terminio Soko baltymo HSP-47 ekspresijadnustatyta 25%
sveiky Zmoniy odos biopsijose. ZymesiiSP-47 espresija odoje buvo
randama SRV atvejais,diau labiausiai HSP-47 pasireikSdavo SSc eigoje,

ypa anstyvoje ligos stadijoje (Pav. 36, 37, 38, len&)|
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Pav. 36. SSc ankstyvoji stadija. HSP-47 IHC Zymekspresija odoje
labiausiai iSreikSta odos kraujagystienetse (rodykés). HSP-47. x200.

2y

Pav. 37. SScalyvoji stadija. HSP- 47 IHC Zymuo labiausiai iSr&i&s
fibroblastuose (rodykk). Oda. IHC- HSP-47. x400.
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Lentek 8. Terminio Soko baltymo HSP-47 ekspresija SS&/ BRP ligonu

odoje lyginant su kontrole.

Liga Terminio Soko baltymo HSP-47 ekspresija

0 1 2 3
SSc 0/0 4/2 6/3 0/5
n=20
SRV 0/0 5/4 5/6 0/0
n=20
RP 7/8 3/2 0/0 0/0
n=20
Kontrolé 16 4 0 0
n=20
Lyginimas P
SSc - SRV 0,086
SSc- RP <0,0001
SSc- Kontrot <0,0001
SRV - RP <0,0001
SRV - Kontrok <0,0001
RP- Kontroé 0.708

Paaiskinimas: ,0“ = éra specifiSkai nudazytprofiliy; ,1“ = pavieniai

specifiSkai nudazyti profiliai; ,2“ = dazni spedkai nudazyti profiliai; ,3" =

gausis specifiSkai nudazyti profiliai; ,/ = ankstyvoyélyvoji ligos stadija.
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Terminio Soko baltymo HSP-47 ekspresija

‘ Oankstyva stadijall vélyva stadiji
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Pav. 38. Terminio Soko baltymo HSP-47 ekspresija

IS duomen palyginimo matome, kad ankstyvoje ligos stadifejeninio
Soko baltymo HSP-47 ekspresija SSc ir SRV ligoniaesiskyé (buvo
vidutinio gausumo), odlyvoje stadijoje SRV ligoniams HSP-47 ekspresija
iSliko panasi kaip ir ankstyvoje, o SSc ligoniamgagaugjo. Be to, SSc
ligoniams kei¢si terminio Soko baltymo HSP-47 ekspresijos lokadia —
ankstyvoje stadijoje labiausiai iSreikSta odos jagysliy siene¢se, \elyvoje —

fibroblastuose.

VI1.3.5. CD34 imunolokalizacija SSc, SRV ir RP ligony odoje lyginant su
kontrole

CD34 buvo randamas daugumoje sveiknoniy ody biopsijose, téiau
jo ekspresija buvo ryskesiSRYV atvejais. Labiausiai CD 34 buvo iSreikStas

SSc metu, ligos ankstyvojoje stadijoje (Pav.39,40,42, lent&l 9).
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Pav. 39. CD34 anstyvojoje sistergsnsklerozs stadijoje. Oda. IHC- CD34.
x400 (kr- kraujagysl, d- oda).

Pav. 40. CD34 élyvojoje SSc stadijoje. Oda. IHC- CD34. x400 (kr-
kraujagyst, d- oda).
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Pav. 41. CD 34 SRV metu. Oda. IHC- CD34. x400 kkaujagyst, d- oda).
Lentek 9. CD34 ekspresija odoje sergantiems SSc, SRWjrfalyginus su

kontrole.
Liga CD34 ekspresija

0 1 2 3
SSc 0/1 417 6/3 0/0
n=20
SRV 0/0 716 3/4 0/0
n=20
RP 2/2 8/8 0/0 0/0
n=20
Kontrolé 3 17 0 0
n=20
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Lyginimas P

SSc - SRV 0,524
SSc- RP <0,0001
SSc- Kontrot <0,0001
SRV - RP 0,001
SRV - Kontrok 0.001
RP- Kontroé 0.681

Paaiskinimas: ,0“ = éra specifiSkai nudazytprofiliy; ,1“ = pavieniai
specifiSkai nudazyti profiliai; ,2“ = dazni spedkai nudazyti profiliai; ,3" =

gausis specifiSkai nudazyti profiliai; ,/“ = ankstyvoyiélyvoji ligos stadija

CD34 ekspresija

‘ Oankstyva stadija Bvélyva stadija ‘
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Pav.42. CD34 ekspresija odoje sergantiems SSc,iERN lyginant su
kontrole.

IS duomen palyginimo matome, kad ir ankstyvoje #lyvoje ligos
stadijoje CD34 ekspresija SSc ir SRV ligoniams slase, ankstyvoje stadijoje

buvo santykinai gausesnvélyvoje — santykinai mazesn
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VI.3.6. Kraujagysliy endotelio augimo veiksnio (VEGF-A) ekspresija
odoje sergantiems SSc, SRV ir RP lyginant su kontle

Nezymi kraujagysii augimo veiksnio ekspresija buvo aptinkama dalies
sveiky Zmoni; odos biopsijose. Didziausia VEGF-A ekspresija refistdavo
ankstyvoje SSc stadijoje (Pav.43, 44, 45, leni@)).

Pav. 43. VEGF-A ekspresija ankstyvojoje SSc st@ijoda. IHC- VEGF-A.
x200, (kr- kraujagysk, d- oda).
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Pav. 44. VEGF-A ekspresijalyvojoje SSc stadijoje. Oda. IHC- VEGF-A.
x400, (kr — kraujagys| d- oda).

Lentek 10. Kraujagysli augimo veiksnio VEGF-A ekspresija odoje sergant
SSc, SRV ir RP lyginant su kontrole.

Liga Kraujagyslii augimo veiksnio (VEGF-A) ekspresija
0 1 2 3

SSc 0/0 3/5 5/5 2/0

n=20

SRV 3/3 6/3 1/4 0/0

n=20

RP 5/5 5/5 0/0 0/0

n=20

Kontrol¢ 13 7 0 0

n=20

Lyginimas P

SSc - SRV 0,04

SSc- RP <0,0001

SSc- Kontrot <0,0001

SRV - RP 0,009

SRV — Kontroé 0.198

RP- Kontroé 0.061

Paaiskinimas: ,0“ = éra specifiSkai nudazytprofiliy; ,1“ = pavieniai
specifiSkai nudazyti profiliai; ,2“ = dazni spedkai nudazyti profiliai; ,3" =

gausis specifiSkai nudazyti profiliai; ,/* = ankstyvoyiélyvoji ligos stadija
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Kraujagysli y augimo faktoriaus (VEGF-A) ekspresija

‘ Oankstyva stadija Bvélyva stadija ‘
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Pav. 45. Kraujagysliaugimo veiksnio VEGF-A ekspresija sergant SSc, SRV
ir RP lyginant su kontrole.

IS duomen palyginimo matome, kad ir ankstyvoje g&lyvoje ligos
stadijoje kraujagysli augimo veiksnio VEGF-A ekspresija SSc ligoniams
buvo gausesnnei SRV ligoniams. SSc ligoniams kraujagysiugimo
veiksnio VEGF-A ekspresija kiek gausésankstyvoje stadijoje, lyginant su

vélyva.

VI1.3.7. Kraujagysliy augimo veiksnio receptory (VEGFRS)
imunolokalizacija odoje sergant SSc, SRV ir RP lygiant su kontrole

Kraujagysliy augimo veiksnio receptorius 1 (FLT-1) buvo nezymia
ISreikStas sveik zmoni odos biopsijose. RySkiausia Sio receptoriaus

ekspresija buvo stebima odoje SSc ankstyvojojejsfadPav. 46, lentele 11).
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Lentek 11. VEGFR-1 receptoriaus-1 (FLT-1) ekspresija edggrgant SSc,
SRV ir RP lyginant su kontrole

Liga VEGFR-1 (FLT-1) ekspresija

0 1 2 3
SSc 0/0 3/6 5/4 2/0
n=20
SRV 3/3 6/6 1/1 0/0
n=20
RP 5/5 5/5 0/0 0/0
n=20
Kontrolé 12 8 0 0
n=20
Lyginimas P
SSc - SRV <0,0001
SSc- RP <0,0001
SSc- Kontrot <0,0001
SRV - RP 0,220
SRV — Kontroé 0.077
RP- Kontroé 0.530

Paaiskinimas: ,0“ = éra specifiSkai nudazytprofiliy; ,1“ = pavieniai

specifiSkai nudazyti profiliai; ,2“ = dazni spedkai nudazyti profiliai; ,3" =

gausis specifiSkai nudazyti profiliai; ,/“ = ankstyvoyiélyvoji ligos stadija
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VEGFR-1 (FLT-1) ekspresija

‘ Oankstyva stadija Bvélyva stadija ‘

atvejai
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SSc SLE RP kontrolé

Pav. 46. VEGFR-1 receptoriaus-1 (FLT-1) ekspresijaje sergant SSc, SRV
ir RP lyginant su kontrole

Kraujagysliy augimo veiksnio receptoriaus 2 (FLK-1) nezymi ekspa
buvo aptinkama sveikzmoni; odos bioptatuose. RySkiausia FLK-1 ekspresija

buvo stebima ankstyvojojelyvojoje SSc stadijoje (Pav. 47, 48, leitéR)
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Pav. 47. Kraujagysliaugimo veiksnio receptoriaus 2 (FLK-1) ekspresija
ankstyvojoje ¢lyvojoje SSc stadijoje. VEGFR-2 (FLK-1) x 200.(kr-
kraujagyst, d- oda).

Lentek 12. Kraujagysli augimo veiksnio receptoriaus-2 (FLK-1) ekpresija

odoje sergant SSc, SRV ir RP lyginant su kontrole.

Liga VEGFR-2 (FLK-1) ekspresija

0 1 2 3
SSc 0/0 8/8 2/2 0/0
n=20
SRV 3/2 718 0/0 0/0
n=20
RP 6/5 4/5 0/0 0/0
n=20
Kontrolé 14 6 0 0
n=20
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Lyginimas P

SSc - SRV 0,005
SSc- RP <0,0001
SSc- Kontrot <0,0001
SRV - RP 0,056
SRV - Kontrok 0.005
RP- Kontroé 0.333

Paaiskinimas: ,0“ = éra specifiSkai nudazytprofiliy; ,1“ = pavieniai
specifiSkai nudazyti profiliai; ,2“ = dazni spedkai nudazyti profiliai; ,3" =

gausis specifiSkai nudazyti profiliai; ,/“ = ankstyvoyiélyvoji ligos stadija

VEGFR-2 (FLK-1) ekspresija

‘ Oankstyva stadija Bvélyva stadija ‘
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Pav. 48. Kraujagysliaugimo veiksnio receptoriaus-2 (FLK-1) ekpresijoje
sergant SSc, SRV ir RP lyginant su kontrole.

Kraujagysliy augimo veiksnio receptoriaus 3 (FLT-4) nezymi e&spa
buvo aptinkama dalyje sveikmoni; odos biopsij. Zymiausia io veiksnio
ekspresija buvo stebima ankstyvojojgyvojoje SSc stadijoje (Pav.49, 50,
lentek 13).
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Pav. 49. FLT-4 ekspresija ankstyvojoje étywojoje SSc stadijose. Oda. IHC-
VEGFR-3 (FLT-4) x400, (d- oda).

Lentek 13. Kraujagysli augimo veiksnio receptoriaus-3 (FLT-4) ekspresija
odoje sergant SSc, SRV ir RP lyginant su kontrole.

VEGFR-3 (FLT-4) ekspresija

0 1 2 3
SSc 0/0 8/6 1/4 1/0
n=20
SRV 3/4 716 0/0 0/0
n=20
RP 718 3/2 0/0 0/0
n=20
Kontrolé 16 4 0 0
n=20
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Lyginimas P

SSc - SRV <0,0001
SSc- RP <0,0001
SSc- Kontrot <0,0001
SRV - RP 0,012
SRV - Kontrok 0.004
RP- Kontroé 0.708

Paaiskinimas: ,0“ = éra specifiSkai nudazytprofiliy; , 1 = pavieniai
specifiSkai nudazyti profiliai; ,2“ = dazni spedkai nudazyti profiliai; ,3" =

gausis specifiSkai nudazyti profiliai; ,/“ = ankstyvoyiélyvoji ligos stadija

VEGFR-3 (FLT-4) ekspresija

‘ Oankstyva stadija Bvélyva stadija ‘
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Pav. 50. Kraujagysliaugimo veiksnio receptoriaus-3 (FLT-4) ekspresdaje
sergant SSc, SRV ir RP lyginant su kontrole

IS duomen palyginimo matome, kad ir ankstyvoje #lyvoje ligos
stadijoje kraujagysili augimo veiksnio VEGFR-1 (FLT-1) ekspresija SSc
ligoniy odoje buvo gause&mei sergaéiu SRV ir kiek gausesnankstyvoje

stadijoje, lyginant suélyva.
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Ankstyvoje ir \élyvoje ligos stadijoje kraujagysliaugimo veiksnio
receptoriaus-2 (FLK-1) ekspresija SSc ligpodoje buvo gauseémei
sergantiems SRV. SSc ligoniams kraujagyaligimo veiksnio receptoriaus-2
(FLK-1) ekpresija ankstyvoje irélyvoje stadijoje nesiskyr

Ankstyvoje ir \élyvoje ligos stadijoje kraujagysliaugimo veiksnio
receptoriaus-3 (FLT-4) ekspresija SSc ligpadoje buvo gauseémr kiek
gausesé vélyvoje stadijoje, lyginant su ankstyva nei sergamis SRV.
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VII. Rezultaty aptarimas

Misy darbo rezultatuose stebima, kad ankstyvoje litadijsje
vaskulito aktyvumas (pagal histopatologinius poayitSc ir SRV ligoniams
nesiskye, o elyvoje stadijoje SRV ligoni odoje vaskulito aktyvumas isliko
aukstas, o SSc — mgd. Vaskuli, endotelio disfunkcyj SSc bei SRV atvejais
stelejo daugelis kit autoriy (Westerweel et al., 2009). Infiltrato swhi buvo
budinga, kad ankstyvoje ligos stadijoje puitli lasteliy infiltracija ir
degranuliacija SSc ir SRV ligoniams nesisk{tvuvo gausi), o &yvoje
stadijoje SRV ligoniams putljy lasteliy infiltracija ir degranuliacija isliko
gausi, 0 SSc ligoniams — nigd. Putliyju lasteliy dalyvavim sisteminig
uzdegiming jungiamojo audinio lig patogenege patvirtina daugelis tgju
(leremia et al., 2007). Audipimakrofag infiltracija SSc ir SRV ligoniams
nesiskyé (buvo vidutiniSkai gausi), o&lyvoje ligos stadijoje SSc ligoniams
audiny makrofag infiltracija mazjo, o SRV ligoniams isliko panasi kaip
ankstyvoje stadijoje. Yra zinoma, kad magrofagammantys didelkieki
vietiniai biologiSkai aktywi medziag jtakoja reumatinj ligy patogeneg
(Yamamoto 2009). Nisy atlikti tyrimai paro@ kaip kinta uzdegiminj lasteliy
infiltracija skirtingose tyriamjy ligy stadijose, kai stebimi netajpat
pazeidimai kraujagysse ir odos stromoje. Tiriant fibréz vystymsi, gauti
duomenys, kad ankstyvoje ligos stadijoje augdfibrozavimo laipsnis nei SSc,
nei SRV ligoniams nesiskg(fibrozavimo arba nebuvo, arba jis buvo
nezymus), o &éyvoje stadijoje tuo metu kai SSc ligoniams \@égstmasyvi
fibrozé, SRV ligoniams audinifibrozavimo laipsnis beveik nesikéit
Fibrozavimo raida skirtingreumatini ligy patogenege zymiai skiriasi
(Chujo et al., 2009;Yamamoto 2009;Wynn 2008). vWikeksjimas
aplinkinius audinius SSc ligoniams buvo gausesyggnant su SRV, ir nors
vélyvoje ligos stadijoje SSc ligoniams VWF nuggknasi aplinkinius audinius
maz;jo, jis iSliko santykinai gausesnis, negu SRV ligpivWF nutekjimas is
kraujagysli spindzioj aplinkinius audinius nebuvo stghs kit autori.

Ankstyvoje ligos stadijoje endotelio azoto oksiduazs ekspresija odoje SSc
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ir SRV ligoniams nesiskyr(buvo vidutiniSkai gausi), oélyvoje ligos stadijoje
SSc endotelio azoto oksido sintazkspresija odoje mgb, o SRV ligoniams
ISliko panasi kaip ankstyvoje stadijoje. Yra zinoamto oksido reikSin
kraujagysly bukléi (Blaise et al.,2009;Richard et al.,2008;CeriniatMcci et
al.,2007). Tuo tarpu terminio Soko baltymo HSP-K3peesija ankstyvoje ligos
stadijoje SSc ir SRV ligoniams nesiskybuvo vidutinio gausumo), alyvoje
stadijoje SRV ligoniams putjju HSP-47 ekspresija isliko panasi kaip ir
ankstyvoje, o SSc ligoniams — paggasBe to, SSc ligoniams kégi terminio
Soko proteino HSP-47 ekspresijos lokalizacija —stykoje stadijoje labiausiai
ISreikSta odos kraujagyslsienetse, \élyvoje — fibroblastuose. HSP-47 it
autory reumatini ligu atvejais nebuvo tirtas.

Ankstyvoje ir \élyvoje ligos stadijoje kraujagysliaugimo veiksnio
VEGF-A ekspresija SSc ligoniams buvo gauseassi SRV ligoniams. SSc
ligoniams kraujagysii augimo veiksnio VEGF-A ekspresija kiek gaugesn
ankstyvoje stadijoje, lyginant silyva. Ankstyvoje ir ¥lyvoje ligos stadijoje
kraujagysliy augimo veiksnio VEGFR-1 (FLT-1) ekspresija SSotig odoje
buvo gausesnnei sergaéiu SRV ir kiek gausesnankstyvoje stadijoje,
lyginant su ¢lyva. Ankstyvoje ir ¢lyvoje ligos stadijoje kraujagysiiaugimo
veiksnio receptoriaus-2 (FLK-1) ekspresija SScrigapdoje buvo gausesn
nei sergantiems SRV. SSc ligoniams kraujagysligimo veiksnio
receptoriaus-2 (FLK-1) ekpresija ankstyvoje étywoje stadijoje nesiskyt
Ankstyvoje ir \lyvoje ligos stadijoje kraujagysliaugimo veiksnio
receptoriaus-3 (FLT-4) ekspresija SSc ligpadoje buvo gausesiir kiek
gausesé vélyvoje stadijoje, lyginant su ankstyva nei sergamis SRV.
Sisteming uzdegimini jJungiamojo audinio patogenge kraujagyshy
pakitimai turi svarhi, kartais lemiamreikSne (Beyer et al.,2009;Fleming et
al.,2009;Avouac et al.,2008).

Fibroz apibidinama kaip jungiamojo audinio perteklinis augimas,
audiny stanajimas ir/arba rangimas (Wynn 2008). Ji dazniausiairma
létinés uzdegimins reakcijos pasekénNors fibroz ir neatsiejama nuetinio

uzdegimo, g reguliuoja kiti mechanizmai. Fibregali sukelti daugelis
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stimuly: persistuojanti infekcija, autoimurig reakcijos, alerginis atsakas,
cheminiy medziag poveikis, radiacija bei kitoks audinpazeidimas.
PrieSingai neiimi uzdegimir reakcija, kuriai bdingi greitai atsistatantys
kraujagyslu pakitimai, pabrinkimas ir neutraiilinfiltracija, fibroz atsiranda
dél ménesiais persistuoj&io létinio uzdegimo, lydimo audinireparavimo ir
remodeliavimo pazeidim kai gausiai gaminami augimo veiksniali,
proteoliziniai enzimai, angiogeniniai veiksniai,j Bai fibrogeniniai citokinai
stimuliuoja jungiamojo audinio komponggamyla ir kaupimsi, pazeisdami
iprastirg audiniy architektonils (Wynn 2007; Tomasek et al. 2002). Fib¥oz
paprastai siejama su kolageno pertekliniu kaupkalagenas - tai labiausiai
paplites zinduoli; baltymas, atliekantigrairias tarpdstelines medziagos
(ekstrahstelinio matrikso) funkcijas. Yra zinomi 27 kolagetipai, kuriuos
koduoja virs 40 gan(Boot-Handford et al., 2003).

SSc - tai sugtingas daugiasisteminis susirgimas su nepilnatasti
patogeneze. Uzdegimis reakcijos pasekoje vystosi kolageno ir kitos
jungiamojo audinio ekstradtelines medziagos padidinta gamyba ir
kaupimasis. Mra tiksliai zinoma, koél sergant SSc atsiranda daugiau
gaminany tarphstelines medziagos komponentBe vidiniy priezasiy, tokiy
kaip genetinis polimorfizmas, éifibroziniy mediatorny: PDGF, TGFB, CTGF
dalyvauja SSc patogenge.

Nustatyta, kad pazeistos epitelio ir/ar endotlelsbeks iSskiria
uzdegimo mediatorius ir inicijuoja antifibrinolizirgrandirg, kuri paleidzia
kraujo kresjimo mechanizr bei ekstraistelines medziagos komponent
laikinaji pagaugjima (Kumar et al. 2005). Tromboqidegranuliacija sukelia
vazodilataciy ir padidina kraujagysli pralaidum. Tokj reiSkin mes
stelzjome misy tyrimuose, kai vVWF teigiami komponentai iS praggaugsi
smulkiy kraujagyshi spindziuose, 8liau prasisunkdavpekstravaskulinius
audinius. Kit; autoriy tyrimai (Hettema et al. 2008) rodo padidint
kraujagysly pralaidum SSc ankstyvoje stadijoje, @lyvoje pralaidumas
mazja, ir mazja smulkiy kraujagyslh tinklo tankumas, kas taip pat matoma ir

masy tyrimo medziagoje. Esant padidintam kraujagyplialaidumui,
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miofibroblastai (aktyvuoti, fibroblastai gausiaingemantys kolagenz-SMA+)
bei epitelio ir endotelicakteks gamina membranas ardas
metaloproteinazes (MMPS), to pasekoje kraujagysialaidumas dar padigh.
Aplinkiniai limfocitai bei kitos hsteks pradeda gaminti profibrozinius
citokinus, tokius kaip TGIB; IL-13 bei PDGF, kurie toliau aktyvuoja esars
aplinkoje makrofagus bei fibroblastus. Vietoje pagai citokinai bei
chemokinai pritraukia nayjendotelio dsteliy. Kai miofibroblastai pagamina
daugiau kolageno nei jo degraduojama, kolagenasi&siur vystosi fibroz.
Tokiomis slygomis pazeidimo vietoje kolageno vis g&gagPardo, Selman
2006). Misy tyrime analogisk situacip atkartojo ligoniy odos biopsij pjaviai
dazyti histochemiskai picrosirium ir tirti poliatmtu mikroskopu: ankstyvai
sergadiy vélyva SSc stadija, odos biopigbjaviai dazyti histochemiskai
picrosiriusu ir tirti poliarizuotu mikroskopu demstnavo masyvias stey
mazguot, senai sintezugtkolageno skaidul sankaupas. SSc zidinyje
miofibroblastai pasizymi gausia ekstrstielinio matrikso sinteze, gausia
konstitutyvine citokim bei chemokin sekrecija ir padidintateks pavirsini
recepton Siems citokinams ekspresija (Abraham, Varga 2@@&hlow, Korn
1998; Varga, Abraham 2007). Pazengusi fibrpaprastai tha jau
hipolasteliré, todtl manoma, kad ji neggttama, nes nebelieka MMPs
gaminawiy lasteliy. Nors yra hipotezi apie fibrozs giztamum (Fallowfield
et al. 2006), matomai, pazengusi fib¥diziologinémis salygomis lieka
negiztama. Fibrogs giiztamumui pirmiausiai re#ty tiesiogiai nuslopinti
citokinus: TGFB1, IL-13, chemokinus, adhezijos molekules, integsiir
angiogene&s induktorius, tokius kaip VEGF (Rattner, Nathaf8@), bei
aktyvuoti metaloproteinazes.idy SSc tyrimuose pazengusi fibéoauvo
hipolastelire, ir, manome, kad negitama. Odos biopsijos histologiniai radiniai
vélyvoje SSc stadijoje buvo storos mazguotos kolagk@adulos, supaitos
lasteles ir visas iSlikusias odos striets. Epidermis ir odos priedai buvo
atrofuoti. Tai sutampa su kiautoriy (Czirjak et al. 2008) duomenimis.

Skaiduly kiekis bei skersmuo priklaéisiuo ligos stadijos.
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SSc metu masyvi | tipo kolageno sirte@xykdoma pirmiausiai
perivaskuliniame regione ir riboje tarp giliosiodos ir paodzio. Tose vietose
taip pat randama padidinta sintdd, V, VI, VIl tipo kolageny, fibronektino ir
tenascino (Sollberg et al. 1994; Varga, Bashey ;1Bg88onen et al. 1990).
Tenascinas gali slopinti fibroblasprisitvirtinima ir plitima.
Glikozaminoglikanai ir dekorinas, kurie nuolat yrdoje, gali atlikti citokim
receptony ir kolageno skaidul skersmens moduliatarfunkcijas. Sergant SSc,
pakit; proteoglikanai dermatansulfatai gali veikti masokskaidul stukiiros
organizavim (Westergreen-Thorsson et al. 1996). Be to, seri§8uotlina
sumazinta kolagenag ekspresija. Siaip jidma gausi daugumoje svaik
fibroblasty. Dél padidintos kolageno sintéz ir sumazintos kolageneg
ekspresijos susidaro masyvios kolageno sankaupogatiaro ssutrikug
sintezs ir ardymo processantyk kritiniu, pakankamu pradi negiiztamy
fibrozés proces. Sis santykis gaty bati moduliuojamas TIMP-1 ekspresija
(Takeda et al. 1994),dmu hipohstelines aplinkos slygomis modifikacija
tampa ngnanoma.

Ankstesni tyrimy rezultatai paro#él kad odos fibroblagtkultiros is
SSc ligony in vitro sintezuoja daugiau kolageno, nei syeiknoniy analogiski
fibroblastai (LeRoy, 1972; 1974). Buvo nustatytad lbe padidintos
ekspresijos gan susiet; su kolageno sinteze, padjd kity geny ekspresija bei
uzpildy sintez. Lasteliy pavirSiuje sutrinka integripbei ju recepton; TGF-
beta, PDGF ekspresija, sutrinka citakivei chemokin gamyba, atsiranda
rezistencija apoptozei ir prasideda jungiamojo miadnatriks; remodeliacija
(Varga, Abraham 2007). Tokie fenotipiniai pakeitingieka fibroblast
kultaroje per kelef pasag in vitro. Manoma, kad in situ tuos fenotipinius
pakeitimus sukelia ekstegteliniy veiksniy poveikis (Abraham, Varga 2005;
Chizzolini 2007; Pannu, Trojanovska 2004).

Hipotez apie nefibrozini lasteliy linijy diferenciaciy i profibrozines
mezenchiminesbteles randa vis platgsoripazinimy aiskinant SSc

patogenez Naujausieji tyrimai suteikia nemazai duomepie intradstelines
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signalizacijos kelius, reguliuajaus fibrozs proces ir audiny pazeidina SSc
metu.

Vélesrese SSc stadijose dermoje r@zputliyju lasteliy, kali
ankstyvojoje stadijojeyjbina daugiau negu sveikoje odoje (leremia et al.
2007). Misy stelgjimai patvirtina, kad putljjy lasteliy yra daugiau ir jos
intensyviau degranuliuoja ankstyvojoje SSc stadij§Sc metu mastogit
degranuliacija sukelia intersticiumo edge(kimoto et al. 1998), kir mes
stelzgjome misy tyrimuose. \éliau, SSc metu iSnyksta elastiskaidulos
papiliariniame dermos sluoksnyje, taip pat tenrjakiina retikuliniy skaiduly,
kolagenirés skaidulos tampa heterogeniskosisilelektronirés mikroskopijos
tyrimai paroa@ kolagenini skaidul; heterogeniSkum skaidulos buvo
storesgs wlyvoje SSc stadijoje.

Daugyle lasteliy dalyvauja SSc vystymosi procese: endoteliocitai,
pericitai, limfocitai, dendritias lasteks, monocitai, makrofagai, mastocitai,
neutrofilai, eozinofilai, fibroblastai, miofibrokdtai ir kaul; ¢iulpy
mezenchiminiai pirmtakai (Trojanowska, Warga, 20Rifkevicius 2006).
Bazirésjvariy lasteliy savyles gaminti citokinus, augimo veiksnys ir adhezijos
molekules buvo ne karstudijuotos gyunu SSc modeliuose. Kiekviename
modelyje buvo atkartota kuri nors zmogaus S&tiriga grandis, bet ne visos
ligos patogenez Misy tyrimuose steijome kraujagysli pazeidimus,
vaskulitus bei ivairaus laipsnio fibrez

Jau ankstyvojoje SSc stadijoje stebimi skndotelio pazeidimai
(Sgonc et al. 1996; Mackiewicz et al. 1999; 20®B) fibroproliferacijos ir
ekstrajsteliniy matriks; sankaup, SSc metu stipriai remodeliojama
kraujotaka, palaipsniui ir nuosekliai iSnyksta sk kraujagysls (Abraham,
Varga 2005; Varga, Abraham 2007)a#d tyrimai paro@ ankstyvus
kraujagysliy pazeidimus sergant SScel\au, progresuojant fibrozei ir
mazjant aplinkoje 4steliy tankiui, magjo pratekam kraujagysh; kiekis bei
retejo smulkiy kraujagysh tinklas. Endotelinj lasteliy reikSnme SSc
patogenege iki Siol nepakankamai aiski. IS vienos psis- endotelias lasteks

SSc metu tampa imuninio aktyvumo taikiniu, taip joatgali veikti kaip
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papildomi imuniniai stimuliatoriai (Kahaleh 199%aujagyslii pazeidimas
SSc metu veda prie hipoksijos, ischemijos ir krgugdiu okliuzijos. Misu
tyrimuose ankstyvojoje SSc stadijoje sf@ime aukst eNOS aktyvurs,
silpnéjanti progresuojant fibrozei.

47-kDa terminio Soko baltymas (HSP-47), tai speisfkolagenui
molekulinis Saperonas, lokalizuotas endoplazminiéinide ir vaidina svarhi
role odos fibroblast kolageno sintege (Nagata 1998; Chen et al. 2007). HSP-
47 htinas tam, kad nesiformupprokolageno agregatai endoplazminiame
tinkle ir kad gatty susidaryti storos skersai dryzuotos kolagenol&briSSc
metu HSP-47 ekspresijos paélithas sutampa su kolageno sirigez
padictjimu (Kuroda et al. 1998, 2008;Yang et al. 2008)phtvirtina ntisu
gauti imunohistocheminiai duomenys. Manoma, kad ¥4%Rra patikimas
aktyvuot; fibroblast; IHC zymuo naudojant rutininius histologiniugipjus
(Kuroda, Tajima 2004). HSP-47 fibroblastuose sakpadiding kolageno
sintez;, sekreciy bei kaupimag taip pat didina laisyu radikal; gamyla
(Mileti¢ et al. 2007). Neutrofil defensinas-alpha taip pat gali sukelti HSP-47
ekspresy ir fibroze¢ (Yoshioka et al. 2007). ¥u tyrimuose HSP-47 aktyvumo
padictjima konstatavome fibroblastuosélywose SSc stadijose. Tai reiskia,
kad zymus fibrozavimas atsiranda ligai progresugg@ame ligos pradzioje.
Tuo tarpu ankstyvose SSc stadijose HSP47 aktyvimnas zymiai didesnis
ant endoteliocit. Turint omeny, kad HSP47 yra kolagenams specifinis
baltymas, skatinantis fibrezjo lokalizacijos skirtumas ant endoteliagit
ankstyvoje SSc ir ant fibroblastélyvoje SSc stadijose @isy poziariu yra
labai reikSmingas.

Misy stelgjimai patvirtina t; autoriy darbus kurie rodo, kad SSc
prasideda kraujagyse vis) pirma nuo pakitim kapiliaruose, per kraujagysli
okliuzija ir véliau vystosi fibroz. IS dalies neiitina nagrirti kokios priezastys
paleidzia SScilingy pazeidimy grandire endoteliocituose. Daugelio autgri
démesys nukreiptasT-1, TGF-beta, MMPs, metaloproteingmhibitorius

(TIMPs) bei uzdegimo mediatorius, interleukinushemokinus, molekules
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kurios niisy tyrimuose nebuvo tirtos, mesmémeés kity autoriy atitinkamais
duomenimis.

Sveikas endotelis atlieka patikimo barjero targudiuojarcio kraujo ir
aplinkiniy audiniy funkcija, uztikrina medziag apsikeitimo galimyb ir
neleidzia kraujui kregi. Kraujagysése endoteliocit sluoksnis - tai pusiau
pralaidus barjeras, lokalizuotas pasienyje tarpjrgysks spindzio ir
perivaskulini audiniy (Bazzoni 2006; Mackiewicz et al. 2002 a). SSc metu
kraujagysli patologija yra susijusi su pazeistomis kraujagy&linkcijomis:
padidintu vazospazmu, sumazinta vazodiliatacijdidégusiu sienehy
adhezyvumu trombocitams ir limfocitams. Sergant,®8dotelinio
selektyvaus filtro savyds kinta (Mackiewicz et al. 2002 a). SSc atveju
atsiranda disbalansas tarp endotelio sigrzddidinto vazokonstrikcimpoveik
turincio Endotelino-1 atpalaidavimo ir susilpninto vadathcinio mechanizmo
(azoto monoksido - NO, su endoteliu susijusio @iplalvimo veiksnio EDRF).
SSc metu taip patiipa padidinta trombogjtagregacija. Mes tai stgome per
imunohistocheminvWF ekspresijos padifima kraujagysh, spindziuose SSc
ankstyvoje stadijoje. Von Willebrand’'o veiksnys (W\Wra didelis
multimerinis glikoproteinas, gaminamas endotelioilvge— Palade #neliuose.
Miisy duomenys patvirtino ryskvVon Willrebrando veiksnio patekiai
ISorine kraujagysliy aplinka ir rodo kraujagysis sienads pralaidumo
padictjima ypa SSc ligoni odoje.

Literatiiroje aprasomi ir kiti veiksniai, kaip protesz(granzyme 1),
lipoperoksidags ir IgG antiendoteliniai autoantikai, veikiantys gproces.
Pokyiai nago guolio kapiliaruose galiib vieni iS pirmyjy SSc pozymj
(Maricq 1986; Scheja et al. 1996). Kraujagyslazeidimas yra SSc klinikii
pozymu pagrindas vystantis plautinei hipertenzijai, mia@@adisfunkcijoms,
inksty pazeidimui.

SSc metu, greta rySkios kraujagysiedukcijos yra naujkraujagyshy
formavimosi pastangpozymi (Mackiewicz et al. 2002c; Konttinen et al.
2003).Idomu, kad VEGF yra stipri angiogeaimolekuk, SSc metu pasizymi

hiperekspresija gkmagme ir ntisy tyrimo rezultatuose), nepaisant
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nepakankamos angiogegszMatomai, ilgalaik VEGF ekspresija turi
paradoksal, prieSing neijprast, poveilf nauj; kraujagysh; formavimuisi.
Prie defektyvios angiogene&z SSc metu prisideda defektyvi vaskulogeénez
(Distler et al. 2004). Vaskulogeneztai visiSkai nauj kraujagysh
formavimasis iS atskirlasteliy, 0 angiogenez— pumpuravimasis is jau
egzistojasdiy kraujagysliy. Siame procese stebimi vazodiliatacija, padidintas
kraujagysts pralaidumas, siertsl destabilizavimas, ekstaatelinio matrikso
degradacija. Po to seka endotejilysteliy proliferacija bei migracija.
Ischemijos vietose migravusieji endoteliocitai faoya vamzdelius,
stabilizuojamus lejomioaitbei pericity. Proces kontroliuoja daugelis
angiogenini bei angiostatini veiksniy (Maurer et al. 2007). Kaip ir kituose
procesuose (Mackiewicz et al. 2001; 2002 b) SSaimgsteliy zitis ir naujy
kraujagysly formavimasis - tai sudingas irjvairialypis procesas. Manoma,
kad jau ankstyvojoje SSc stadijoje sugjaxkilusiy iS kauly ¢iulpy,
cirkuliuojartiy CD34+ endotelinj lasteliy pirmtaky bei sutrinkay
diferenciacijai funkcionuojarius endoteliocitus (Del Papa et al. 2006). Yra
duomem apie reaktyw vaskulogenegzsergant SSc (Mackiewicz et al. 2002).
Endotelini Iasteliy pirmtakai - tai cirkuliuojasios kraujuje nesubrendusios
lasteks, galirtios diferencijuotig miokardines ar endotelinegsteles (Serrano
et al. 2008). Tod SSc gydymui numatoma taikyti CD133+, VEGFR2+ bei
CD34-pozityvias kamieninegdteles (Distler et al. 2008; van Laar, Tyndall
2008; Gomer 2008).

Yra zinoma, kad hipoksija sukelia kraujagysindotelio remodeliavim
(Faller, 1999). Ultrastruktiniame lygyje ankstyviausi pokiai pasireiSkia
dideliy tarpy tarp endoteliocit susidarymu, endotelinilasteliy citoplazmos
vakuolizacija, bazalini i plokSteles panasistrukiiry kiekio padiajimu ir
endoteliocity citoplazmires membranogriakimais (Fleischmayer et al. 1976).

Tai, kad uzdegimagakoja ir moduliuoja angiogenepastebta
jvairiuose organuose. Uzdegiraslasteks jtakoja § proces: limfocitai

dazniausiaijjslopina, 0 monocitai/makrofagai skatina (Wagneale2007).
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Kraujagysli pamating membran sucttyje yra IV, XV ir XVIII tipy
kolagem, batiny iSgyventi endoteliocitams ir reguliuoti angiogeeiez
Fibroblast; augimo veiksniai taip patgeikauja su atitinkamais endotelini
lasteliy receptoriais ir inicijuoja intrakteliniy signal; grandines
dalyvaujarius kraujagysh augimo moduliacijoje. Po kontakto su FGFb
lasteks patiria gilias funkcines permainas, priklausomao jy jautrumo Siuo
momentujjungia gem ekspresy ir naup baltymy sintez (Ulbrich et al.
2008).

Angiogenez bei limfangiogeneztai suatingi procesai apjungiantys
saveikavimp keleto augimo veiksnibei receptorj. Dalyvaujant padidinantam
kaulo¢iulpy makrofag skatiui, VEGFR-1 signalizavimas skatina
limfangiogenegz ir angiogenez (Murakami et al. 2008).

RySkiausiai SSc kraujagyslpazeidimai stebimi kapiliaruose ir
smulkiose kraujagysse (Hummers 2006). KapiliapaZzeidimas apilminamas
deformuotomis ir netaisyklingomis kilpomis.ig; tyrime Sio proceso iSraiSka
matoma kitminiams kapiliarams susidarant ankstyvoje SSc jsijadi

Tokie pokyiai kaip kapilian tankio sumagimas ir net avaskuligs
zonos, atliekant nago guolio kapiliaroskamjebimos dar preklinikisse SSc
stadijose (Maricq et al. 1980). Kraujagystazeidimai SSc metu pasireiskia
formuojant megakapiliarus ir avaskulines zonas. &imas kapiliaf tankis
odoje kliniSkai pasireiSkia pingtopomis. llgainiui kraujagyslipazeidimas
progresuoja. Daugumai SSc pacigissivysto Reino sindromas, hipoksiniai
vidaus organ pazeidimai (Guiducci et al. 2007).

Reino sindromo metu stebimi kraujagysdieneli; sustoéjimas,
pamatirts membranos sustgimas, kraujagysii okliuzija, wliau - nezymi
devaskuliarizacija. SSc 95%ia lydima Reino sindromo. Paprastai Reino
sindromas pasireiSkia pradzioje, @diau pasirodo kiti SSc pozymiai. Reino
sindromas gali iiti pirminis, su niekuo nesusgg, arba susis su misria
jungiamojo audinio liga, SRV, reumatoidiniu artritarioglobulinemija.

Misy duomenys parag kad dauguma mononukleanfiltruojanciu

oda SSc metu yra CD68+ teigiami makrofagai. Monoditanakrofagai
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pasizymi fenotip jvairove (Gordon 2003;Gordon, Taylor 2005; Moss&3)0
atsakani mikroaplinkos pasikeitimus. SSc patogenezeje nfagnoveikla
nukreipta vaskulopatijai ir fibrozavimui (Beckerat 2008). IL-10, svarbus
imunoreguliacinis makrofagcitokinas vykdo apoptozinilasteliy klirensa,
palaiko homeostaazr slopina autoimunitat Reguliacinis mechanizmas veikia
per transkripciy, o ne per fagocitazr reikalauja betarpiSkasteliy kontakto,
(Chung et al. 2007).

Monocity ir endoteliocity saveikavimas yra svarbus kraujagysligu
patogenezeje (Artigues et al. 1998). Mononuklegadiiitakoti endoteliocitus
tiesiogiai ar per citokinus, kolagenglikozaminoglikanus (Kahaleh 1994).
Odos histologia analiz masy medziagoje paradendotelio pazeidimir
mononukleay infiltracija jau ankstyvosiose SSc stadijose (Prescott et al.
1992). Mononuklearai rasti dermoje ir aplink kragysles (Roumm et al.
1984), taip pat buvo ir fisy tyrimy rezultatuose. Endotelupir imuniniy
lasteliy saveikavimas gali angiogeneskatinti arbag slopinti, priklausomai
nuo aplinkos veiksmi (Noonan et al. 2008). Antigersukelta T asteliy
aktyvacija aptinkama ankstyvose SSc stadijosepdas atsirandant
mikroskopiniams fibrozavimo pozymiams. Aktyvuoto$a$teks daugumoje
btina antrojo tipo T helperiai gaminantys IL-4 ir 113;1kurie ir indukuoja
fibroze. B lasteks taip pat aktyvuojamos anksti SSc patogenezeganmnant
autoantikinus yra pajgios sukelti fibroblastuose pasikeitimugrofibrozin
fenotipg. Makrofagai perivaskuliniuose infiltratuosarna aktyvuojami ir
gamina CC-chemokino ligaa®, TGF$ ir PDGF. Visi Sitie veiksniai skatina
fibroproliferacip bei fibroz; (Sakkas et al. 2006).

Specifiniy antigen;, komplemento ar kito transmembraninio stimulo
aktyvuotos putliosiosabteks gamina tris eukozanoidus: prostaglaadin
(PG)(D)2, leukotrienus (LT)B(4) bei LTC(4) ir pagding cisteinil leukotriem
molekuk (cysLTs). Visos tos molekés gali inicijuoti, padidinti ar slopinti
uzdegimin atsalg ir moduliuoti jo eig (Boyce 2007).

SSc metu hipoksijos paveiktogstekse, kai stresocapygomis

baltyminiai Saperonai tampa nebe&jgas iStaisyti naujai sintezugbaltymy
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netaisykling erdviniy strukfiry, ir ty baltymy nesuardo su ubikvitinu susietos
proteosomos, endoplazminiame tinkle gali kauptiagal suformuoti
baltymai, kurie nukreipiaabtek apoptozs arba specifigs patologijos kryptimi
(Glembotski 2007;2008).

Kraujagysliy susiaugjimo ir iSnykimo mechanizmas SSc metu iki Siol
néra gerai istirtas. Buvo parodyta, kad cirkuliuojmmononuklearai ir
aktyvuoti endoteliocitai pasizymi auksSta AlIF-1 ekespja, kuri gali skatinti
adhezini molekuliy ekspresy. Alografto uzdegiminis veiksnys (AlF-1),
baltymas randamastinés Sirdies transplantato atmetimo reakcijos metu,
dalyvauja imuniniame atsake ir proliferagm vaskulopatijoje. Sergantiems
SSc AlF-1 baltymas buvo aptiktas ptauir pakenktos odos kraujagyse.
Manoma, kad AlF-1 yra svarbus SSc patogenezejgiskstimuliuojamas
TGF$ (Del Galdo et al. 2006). Toliau T@Fmndukuoja citokim ir augimo
veiksniy sekreciy bei kraujagysli lejomiocity ir miofibroblast; aktyvacip,
migracij bei proliferaciy. To pasekoje vystosi fibréar kraujagyshy spindzi
susiaugjimas - pagrindiniai SSc pozymiai.

Kraujagysliy sieneése SSc metu randamos C5b-9 sankaupos parodo
humoralin imuninj proceg, galimai susiet su virus; sukeltu endotelio
neoantigeniskumu (Magro et al. 2004).

Sergantiems SSc buvo rasta ultrasitukiy pokyiy, bylojartiy apie
aksom degeneracijir citoskeleto pazeidimus nemielinizuotose merv
skaidulose. Taip pat buvo rastos fokédinygiyju raumenm lasteliy
degeneracijos, dazniausiai kartu su degranuléopanis putliosiomis
lastebmis. Putliosiosdsteks aktyviai dalyvauja alerginj reumatini ligu
patogenezeje (Takemoto et al. 2008). Dauguma mastmevo iSsidste arti
nerw; bei kraujagysli. Pamatigs membranos buvo reduplikotos,
endoteliocitai hipertrofiski, kraujagyslspindziai obliteruoti (Malandrini et al.
2000). Misy darbo duomenimis SSc ankstyvajai stadijai buwtifgas
aktyvus vaskulitas ir ir putljy lasteliy infiltracija, ka patvirtina ir kiy autoriy
duomenys (Kato et al. 2006).Vaskulitai paprastdi §Sc bei kitas

uzdegiminias jungiamojo audinio sistemines ligaadBniene et al. 2005;
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Mackiewicz et al. 2005). Puiliy lasteliy infiltracija padidtja pazeistoje odoje
ankstyvosiose SSc stadijose (4 leg)iteKamieniniy lasteliy veiksnio (SCF),
kuris yra ir mastocit augimo veiksnys, pagatja SSc pakenktoje odoje. SCF
vaidina svarhi role fibrozavimo procese ankstyvoje SSc stadijoje (Yiauoi
et al. 1998).

Padidintas kraujo klampumaél ghakitimy kraujo hstekse ir plazmos
komponentuose gali sukelti mikrocirkuliacijos paitgius. Endotelio
atpalaiduojamas NO yra reikSmingas vazodiliatacg@jamai su kraujo srés
pagerinimu. Endoteliss (eNOS) azoto sintéz polimorfizmas galitakoti
eritrocity deformacijos galimybes ir didinti kraujo klampaneNOS — 786 ir
894T Zymiai dazniau aptinkamos sergant SSc nekieras Zzmoams. Tai
parodo, kad SSc metu kraujo klampumas padidintasihi et al. 2007). NO
gamyba dermos endoteliocituose SSc metu yra satrfRomero et al. 2000),
kaip ir SRV bei RA metu (Nagy et al. 2007). Zemascfalinis deguonies
slegis in vitro ir in vivo sukelia ganekspresijos pakitimus. Zemas parcialinis
deguonies sbis (hipoksija) per transkripaijsukelia vazoaktywi medziag ir
ekstrahstelinio matrikso baltympgamyfa, tuo p&iu moduliuojant kraujagyasli
tonus ir remodeliuojant perivaskulgnaplinka. Transkripcijos bdu hipoksija
aktyvuoja vazokonstrikcinius genus ir lejomiacmitogenus (PDGHB,
endotelin-1, VEGF, trombospondial bei kolagea remodeliuojatias
molekules (collagenase IV (MMP-9), ir slopina vaitiatbtoriy bei
antimitoger eNOS. Trumpalaik hipoksija pasizymi vazokonstrikciniu
poveikiu, o ilgalaik - sukelia lyguju raumem proliferacip ir remodeliacij
(Faller 1999).

Misy duomenimis SSc metu dermoje eNOS ekspresija lpadidinta
tik pradirese ligos stadijose, cclyvose dominuoja iINOS. Tokiudolu, laikui
bégant, vyksta persijungimas nuo endoteligaktyvavimoj citoking gamyfa.
INOS - tai galinga laisyju radikal; gamintoja, o laisvieji radikalai SSc metu
pazeidirgja audinius (Cotton et al. 1999). Endotelio azotteze iS esnés
prisideda prie laisyju radikal; gamybos kraujagyslisienetje

iIschemijos/reperfuzijos metu (Hallstrom et al. 2008 aujagysliy endotelio
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disfunkcija - tai suétingas fenomenas, kiugali inicijuoti azoto oksido
deficitas esant tuo pai metu peroksinitrito pertekliui (Heeba et al. Zp0
Nustatyta, kad sveikzmoniy ir sergaliy SSc mezenchimés kamienigs
lasteks (MSC) gali diferencijuotis endotelinesasteles. Misy duomenimis
SSc metu randama maziau VEGFR-2stéliy ir stebimas ankstyvasgdteliy
sergjimas. In vitro randama padidinta VEGFRL1 ir VEGFRKXpresija, bet
néra CD31 ir aneksino V ekspresijos, bei sumazintgraaija, netgi po
stimuliacijos. Sergant SSc, pazeisnhdoteliocity savaiminis atsistatymas
apsunkintas (Cipriani et al. 2007).

Misy tyrimo duomenimis ankstyvos SSc stadijos pasiZyencttai
gausia VEGF ekspresijag patvirtina ir kiti autoriai (Chitale et al. 2008),
cirkuliuojarciy kamiening proendoteliocii gausa (Avouac et al.2008) ir
angiogeneze,diau stebimas defektyvus Zaizdyjimas bei audin fibrozé.
SSc pasizymi angiogeniniu disbalansu (Mulligan-Kesheimons 2007).
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VIII. I1Svados

1. Sergantiems sistemine skleroze odoje &iaks negu iSreiksta fibréz
pasireiSkia kraujagysliendotelio pazeidimai ir padipgts kraujagysl
sieneés pralaidumas. Odos kraujagyslibrozavimas bei kraujagysli
atrezija aptinkamosélesrese sistemiés sklerozs stadijose, tuo tarpu
sergantiems sistemine raudonaja vilklige ir Reindr®mu Sie
pozymiai nerysks.

2. Kraujagysliy endotelio augimo veiksnio (VEGF-A) ir jo receptars
FLT-1 ir yp& terminio Soko baltymo, kolagenams specifinio Saper
skatinartio fibroze¢ (HSP-47) , bei endotelio azoto sinitaZeNOS)
gausi ekspresija yra ankstyvos sisterniaklerozs stadijos endotelio
pakenkimo imunohistocheminiai zymenys. CD34 (endoi®/muo)
ekspresuojamas santykinai vienodai sistésskleroze ir sistemine
raudonaja vilklige serg&n; ligoniy odoje, bet stipriau ankstyvose
abiep ligy stadijose.

3. Padiajus; odos kraujagysii siene¢s pralaidum rodo von
Willebrand’o veiksnio zymens iSplitimas perivaskiliose audiniuose
pasireiSkiantis jau ankstyvoje siste#srsklerozs stadijoje ir tik
nezymiai suma3antis &lyvoje, bet iSliekantis gausesnis nei sistemine
raudonaja vilklige sergantiems ligoniams.

4. Odos treio laipsnio vaskulitas su uzdegiminiam infiltrabfidinga
makrofag; gausa (CD68) koreliavo su von Willebrand’o veiksni
nutekéjimu i aplinkinius perivaskulinius audinius, ir su pufti lasteliy
infiltracija bei degranuliacija. Ankstyvose sistews sklerozs ir
sistemireés raudonosios Vilkligs stadijose histologiniai vaskulito
pozymiai nesisky, bet jie ryskiai mago sistemirgs sklerozs wlyvoje
stadijoje, tdiau liko labai iSreiksti ¥lyvos stadijos sistemine raudonaja
vilklige sergagtiy ligoniy odoje.

5. von Willebrand’o veiksnio agregatai kraujagys$ipindziuose, HSP-47

ekspresija poodzio fibroblastuose ir aktywubbroblasty artimi
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kontaktai su degranuliuojailomis putliosiomis dstebmis - tai
imunohistocheminiai ir ultrastruitiniai fibroblast; pakenkimo ir
vélyvos sistemiis sklerozs stadijos zymenys patvirtinantys masyv
odos ir jos kraujagyslifibrozavim bei atreziy, atskiriakia sistemir

skleroz nuo sistemias raudonosios Vilkligs.
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IX. Praktin és rekomendacijos

1. Odos biopsija kaip pagalbinis diagnostinis metdddsa diferencijuoti
tarp ankstyvos SSc, SRV ir RP stadij

2. Ankstyvosios SSc stadijos patogeéjezdoje vyrauja smulki
kraujagysliy pazeidimail ta tikslinga atsizvelgti skiriant patogeneze

pagrist SSc gydym.

87



X. Disertacijos autoriaus publikacijos disertacijostema

1. Mackiewicz Z, Stepaniuk M, Mackevicius Z, Jr, Rimkaus A.
Apoptosis and aging. Gerontologija 2001; 2(3): 570-

2. Mackiewicz Z, Povilenait D, Minderis M, GrazieaV, Rimkeviius A,
Konttinen Y. Angiogenic stimuli in cystic tumorahlcinosis
(Teutschlander Disease). Case Rep Clin Pract Re¥; 3§2): 76-81.

3. Mackiewicz Z, Rimkeuius A, Petersen J, Dudek E, Andersen CM,
Vytrasova M, Konttinen YT. Macrophages overloadethwissue
debris in Wegener’s granulomatosis. Ann Rheum DB52 64: 1229-
32. (I1SD).

4. Dadonies J, Kirdait G, Mackiewicz Z, Rimkewius A, Venalis A,
Haugeberg G. The incidence and clinical manifestatof primary
systemic vasculitides in Vilnius: a university hitappopulation based
study. Ann Rheum Dis 2005; 64(2): 335-6. (ISI).

5. Rimkevkius A, Mackiewicz Z. Mast cells in the inflammatory
connective tissue diseases. Acta medica Lituardt®;23(2):77-82.

6. PraneSimai:

7. Mackiewicz Z, Petersen J, Rimkenis A, Dudek E, Andersen C,
Vytrasova M, Konttinen YT. Scavenging of macroprageWegener’s
granulomatosis. Annual EULAR Congress. Berlin, Gangy June 9-12,
2004. Abstract FRI 0201.

Kiti straipsniai:

1. Mackiewicz Z, Stepaniuk M, Mackevicius Z Jr, Rimk&us A. Age-
related sarcopenia. Gerontologija 2002; 3(4):19@-19

2. Mackiewicz Z, Rimkewuius A, Dudek E, Konttinen YT. Skeletal
muscle regeneration in chronic critical limb ischenfcta med
Lituanica 2003;10(3):147-151.(Engl., abstr.Lithuan)i

88



3. Salkus G, Rimkevius A, Mickys U, Gubaras K. Renal cell carcinoma
and angiomyolipoma occurring in one kidney: theorépf two cases.
Medicinos teorija ir praktika 2003; 3: 194-196.

4. Lelkaitis G, Mickys U, Rimkewius A. Angiomyolipoma arising in the
nasa cavity. Medicinos teorija ir praktika 2003281-202.

5. Lastas A, Graziene V, Barkauskas E, Salkus G, Rinikes A. Carotid
artery atherosclerotic plaque: clinical and morpligatal-
immunohistochemical correlation. Medical Sciencenitar, 2004, 11
(10), CR606-CR614.(1S]).

6. Kirdaité¢ G, Petkeuiuté M, Leonavtieré L, Bradinait R, Bagdonas S,
Rimkeviius A. Fotodinamias terapijos poveikis eksperimentinio
antigenu sukelto artrito eigai. Laborat@medicina 2006; 3(31): 18-
25.

7. Z. Mackiewicz, A. Rimkewuius. Skin aging. Gerontologija,
2008;9(2):103-8.

PraneSimai:

1. Staponas A, Graziene V, Leon&eiré L, Rimkeviius A. Repairement
of the knee joint hyaline cartilage surgical defegtntraarticular
Papain depends on the deepness of injury. Progeedfrbth
Symposium of the International Cartilage Repairi&gye ICRS 2004;
Ghent, Belgium, Medimond, E526C0186.

89



XI. Literataros grasas

1. Abraham D, Distler O.How does endothelial cell mgjstart? The role
of endothelin in systemic sclerosis. Arthritis Réwer 2007;9 Suppl
2:S2.

2. Abraham D, Lupoli S, McWhirter A. Expression anadtion of surface
antigens on scleroderma fibroblasts. Arthritis Rhet991;34:1164-
1172.

3. Abraham DJ, Varga J. Scleroderma: from cell ancecwdbr
mechanisms to disease models. Trends Immunol 28{%]1):587-595.

4. Akimoto S, Ishikawa O, Igarashi Y, Kurosawa M, MiyaY.Dermal
mast cells in scleroderma: their skin density, tagp/chymase
phenotypes and degranulation. Br J Dermatol 19883)399-406.

5. Alexander EL, Firestein GS, Weiss JL. Reversibld-woduced
abnormalities in myocardial perfusion and funciiosystemic
sclerosis. Ann Intern Med 1986;105:661-668.

6. Allende HD, Ona FV, Noronha Al. Bleeding gastritengiectasia.
Complication of Raynaud's phenomenon, esophageiarmo
dysfunction, sclerodactyly and teleangiectasia (REyndrome. Am J
Gastroenterol 1981;75:354-356.

7. Altman RD, Medsger TA Jr, Bloch DA, Beat AM. Prettics of
survival in systemic sclerosis (scleroderma). AtihRheum
1991;34:403-413.

8. Artigues C, Richard V, Thuillez C. Evaluation ottkffects of
experimental hypertension on monocyte—endothedihlimteractions.
Arch Mal Cur Vaiss1998;8:1031-1034.

9. Artlett CM, Smith JB, Jimenez SA. Identification fetal DNA and
cells in skin lesions from women with systemic sa$es. N Engl J Med
1998; 338:1186-1191.

90



10.Arlett CM, Welsh KI, Black CM, Jimenez SA. Fetal-teenal HLA
compatibility confers susceptibility to systemidesosis.
Immunogenetics 1997;47:17-22.

11.Asano Y, Ihn H, Yamane K, Jinnin M, Mimura Y, Tam#&k Increased
expression of integrin alpha(v)beta3 contributeth&establishment of
autocrine TGF-beta signaling in scleroderma fibastd. J Immunol
2005; 175:7708-7718.

12.Asano Y, Ihn H, Yamane K, Kubo M, Tamaki K. Incredsxpression
levels of integrin alphavbeta5 on scleroderma fbasts. Am J Pathol
2004; 164:1275-1292.

13.Asano Y, Ihn H, Yamane K, Jinnin M, Tamaki K. Inased expression
of integrin alphavbeta5 induces the myofibrobladtféerentiation of
dermal fibroblasts. Am J Pathol 2006; 168:499-510.

14.Avouac J, Uzan G, Kahan A, Boileau C, Allanore YidBthelial
progenitor cells and rheumatic disorders. JointdB8pine
2008;75(2):131-137.

15.Avouac J, Wipff J, Goldman O, Ruiz B, Couraud P@idCchia G,
Kahan A, Boileau C, Uzan G, Allanore Y. Angiogeisdsi systemic
sclerosis: impaired expression of vascular endathgdowth factor
receptor 1 in endothelial progenitor-derived cahisler hypoxic
conditions. Arthritis Rheum. 2008; 58(11):3550-61.

16.Bazzoni G. Endothelial tight junctions: permealderiers of the vessel
wall. Thromb Haemost 2006; 95(1):36-42.

17.Becker H, Willeke P, Schotte H, Domschke W, Gaubitklacrophage
migration inhibitory factor may contribute to vagmpathy in systemic
sclerosis. Clin Rheumatol 2008;27(10):1307-1311.

18.Belch JJ, McSwiggan S, Lau C.Macrovascular disgasgstemic
sclerosis: the tip of an iceberg?Rheumatology (@Rf@008;47 Suppl
5:v16-17.

91



19.Beyer C, Schett G, Gay S, Distler O, Distler JHpblyia. Hypoxia in
the pathogenesis of systemic sclerosis. Arthrigs Rher. 2009;
11(2):220.

20.Black CM, Stevens WM. Scleroderma. Rheum Dis ClartN Am
1989;15:193-212.

21.Black CM, Welsh KI. Genetics of scleroderma. Cliaratol
1994;12:337-347.

22.Blaise S, Maas R, Trocme C, Kom GD, Roustit M, @atper PH,
Cracowski JL. Correlation of biomarkers of endaitlal dysfunction
and matrix remodeling in patients with systemi@sasis. J Rheumatol.
2009; 36(5):984-8.

23.Belch, JJP. Raynaud's phenomenon: its relevareddmderma. Ann
Rheum Dis 1991;50:839-845.

24.Berth-Jones J, Coates PAA, Graham-Brown RAC. Negioal
complications of systemic sclerosis: a report oééhcases and review
of the literature. Clin Exp Dermatol 1990;15:91-94.

25.Bianchi DW, Zickwolf GK, Weil GJ, Sylvester S, Dekia MA. Male
fetal progenitor cells persist in maternal bloodds long as 27 years
postpartum. Proc Natl Acad Sci USA 1996;93;705-708.

26.Bijl M. Endothelial activation, endothelial dysfuran and premature
atherosclerosis in systemic autoimmune diseasdh. Need.
2003;61(9):273-277.

27.Block KL, Bassett LW, Furst DE. The arthropathyaodfvanced
progressive systemic sclerosis: a radiographicesurirthritis Rheum
1981;24:874-884.

28.Boot-Handford RP, Tuckwell DS, Plumb DA, Rock CeuBom R. A
novel and highly conserved collagen (pro(alpha)1yX) with a
unique expression pattern and unusual moleculaacteistics
establishes a new clade within the vertebratell@brcollagen family. J.
Biol. Chem 2003;278:31067-31077.

92



29.Boyce JA. Mast cells and eicosanoid mediatorssséesy of reciprocal
paracrine and autocrine regulation. Immunol Rev7Z207:168-185.

30.Carette S, Turcotte J, Mathon G. Severe myositisrayocarditis in
progressive systemic sclerosis. J Rheumatol 198872999.

31.Cerinic Matucci M, Del Rosso A, Federico P, LivilRori G, Bartoli F,
Blagojevic J, Tempestini A, Pignone A. Therapeuahallenges for
systemic sclerosis: facts and future targets. Arn Atad Sci.
2007;1110:448-54.

32.Chen JJ, Zhao S, Cen Y, Liu XX, Yu R, Wu DM. Effettheat shock
protein 47 on collagen accumulation in keloid fibast cells. Br J
Dermatol 2007;156(6):1188-1195.

33.Chitale S, Al-Mowallad AF, Wang Q, Kumar S, HerriakHigh
circulating levels of VEGF-C suggest abnormal lymapgiogenesis in
systemic sclerosis. Rheumatology (Oxford). 2008;4Y.1727-1728.

34.Chizzolini C. Update on pathophysiology of sclenwda with special
reference to immunoinflammatory events. Ann Med72@9:42-53.

35.Chizzolini C, Raschi E, Rezzonico R, Testoni C, lbla¢ R, Gabrielli
A, Facchini A, Del Papa N, Borghi MO, Dayer JM, Mer PL.
Autoantibodies to fibroblasts induce a proadheaive proinflammatory
fibroblast phenotype in patients with systemic sades. Arthritis
Rheum 2002; 46:1602-1613.

36.Chung EY, Liu J, Homma Y, Zhang Y, Brendolan A, §ge M, Han
J, Silverstein R, Selleri L, Ma X. Interleukin-1&fression in
Macrophages during Phagocytosis of Apoptotic dsllglediated by
Homeodomain Proteins Pbx1 and Prep-1. Immunity Z00®):952-
964.

37.Cipoletti JF, Buckingham RB, Barnes EL. Sjogregisdsome in
progressive systemic sclerosis. Ann Intern Med 1®7%35-541.

38.Cipriani P, Guiducci S, Miniati I, Cinelli M, Urba®, Marrelli A, Dolo
V, Pavan A, Saccardi R, Tyndall A, Giacomelli R @& MM.

Impairment of endothelial cell differentiation framone marrow-

93



derived mesenchymal stem cells: new insight inéopghithogenesis of
systemic sclerosis. Arthritis Rheum 2007;56(6):12904.

39.Claman HN. Mast cell changes in a case of rapidbgpessive
scleroderma: ultrastructural analysis. J Invesinizdol 1989;92:290-
295.

40.Clarke AK, Galbraith RM, Hamilton EBD, Williams Rheumatic
disorders in primary biliary cirrhosis. Ann Rheuns2978;37:42-47.

41.Clements PJ, Furst DE, Cabeen W. The relationdhaprbythmias and
conduction disturbances to other manifestationsaodiopulmonary
disease in progressive systemic sclerosis (PSS)J Med 1981;71:38-
46.

42.Clements PJ, Furst DE, Campion DS. Muscle diseapeogressive
systemic sclerosis: diagnostic and therapeuticiderations. Arthritis
Rheum 1978;21:62-71.

43.Cobden I, Axon AT, Ghoneim AT, McGoldrick J, RowBIR. Small
intestinal bacterial growth in systemic sclero€isn Exp Dermatol
1980;5:37-42.

44.Cohen S. The gastrointestinal manifestations @rederma:
pathogenesis and management (clinical confere@a@stroenterology
1980;79:155-166.

45.Cotton SA, Herrick AL, Jayson MI, Freemont AJ.Eridsial
expression of nitric oxide synthases and nitrotyr®# systemic
sclerosis skin. J Pathol 1999;189(2):273-278.

46.Chujo S, Shirasaki F, Kondo-Miyazaki M, Ikawa Y K&hara K. Role
of connective tissue growth factor and its intamactvith basic
fibroblast growth factor and macrophage chemodtrdagrotein-1 in
skin fibrosis. J Cell Physiol. 2009: 220(1):189-95.

47.Czirjak L, Foeldvari I, Muller-Ladner U.Skin invadynent in systemic
sclerosis. Rheumatology (Oxford) 2008; 47 Supp#8:45.

94



48.Dadonier J, Kirdait G, Mackiewicz Z, Rimkevius A, Haugeberg G.
The incidence of primary systemic vasculitides imMs: a university
hospital population based study. Ann Rheum Dis ZM)2):335-336.

49.Del Galdo F, Maul GG, Jiménez SA, Artlett CM. Exgsi®n of
allograft inflammatory factor 1 in tissues fromipats with systemic
sclerosis and in vitro differential expressiontsfisoforms in response
to transforming growth factor beta.Arthritis Rheu2006;54(8):2616-
2625.

50.Del Papa N, Quirici N, Soligo D, Scavullo C, ConizaM, Borsotti C,
Maglione W, Comina DP, Vitali C, Fraticelli P, Gaddh A, Cortelezzi
A, Lambertenghi-Deliliers G. Bone marrow endothighiaogenitors are
defective in systemic sclerosis. Arthritis Rheund@054(8): 2605-
2615.

51.Denton CP. Renal manifestations of systemic saem@mical features
and outcome assessment. Rheumatology (Oxford) 2008uppl
5:v54-56.

52.Distler JH, Jingel A, Pileckyte M, Zwerina J, MitlB\, Gay RE,
Kowal-Bielecka O, Matucci-Cerinic M, Schett G, MatiH, Gay S,
Distler O. Hypoxia-induced increase in the produtof extracellular
matrix proteins in systemic sclerosis. Arthritiséeim 2007;
56(12):4203-4215.

53.Distler JH, Kalden JR, Gray S, Distler O. Changethe pathogenesis
of systemic sclerosis. Z Rheumatol 2004;63(6):486-4

54.Distler JH, Allanore Y, Avouac J, Giacomelli R, @ucci S, Moritz F,
Akhmetshina A, Walker UA, Gabrielli A, Muller-Ladné&J, Tyndall A,
Matucci-Cerinic M, Distler O. EUSTAR statement and
recommendations on endothelial precursor cells. Rhaum Dis.
2009;68(2):163-168.

55.Doran JP, Veale DJ.Biomarkers in systemic sclerédeumatology
(Oxford) 2008 ;47 Suppl 5:v36-38.

95



56.Eckes B, Zigrino P, KesSRVr D, Holtkotter O, Sheh@, Mauch C,
Krieg T. Fibroblast—matrix interactions in woundahierg and fibrosis.
Matrix Biol 2000; 19:325-332.

57.Enerback L, Lowhagen GB. Long term increase of matmast cells
in the rat induced by administration of compoun(B88Cell Tissue
Res 1979;198:209-215.

58.Faller DV. Endothelial cell responses to hypoxress. Clin Exp
Pharmacol Physiol 1999; 26(1):74-84.

59.Fallowfield JA, Kendall TJ, Iredale JP. Reversafibfosis: no longer a
pipe dream? Clin Liver Dis 2006; 10(3): 481-497.

60.Farrell AJ, Blake DR. Nitric oxide. Ann Rheum Di896;55:7-20.

61.Feghali CA, Bost KL, Boulware DW. Control of IL-&gression and
response in fibroblasts from patients with systescierosis.
Autoimmunity 1994;17:309-318.

62.Fleischmajer R, Perlish JS, Shaw KV, Pirozzi DdnSlapillary
changes in early systemic scleroderma. Electromastopy and "in
vitro" autoradiography with tritiated thymidine. &r Dermatol
1976;112:1553-1557.

63.Fleming JN, Nash RA, Mahoney WM Jr, Schwartz SMsderoderma
a vasculopathy? Curr Rheumatol Rep. 2009;11(2)11D3-

64.Follansbee WP. The cardiovascular manifestatiorsystemic sclerosis
(scleroderma). Curr Probl Cardiol 1986;11:241-298.

65.Follansbee WP, Curtiss El, Rahko PS. The electdoagiram in
systemic sclerosis (scleroderma): a study of 10@ecutive cases with
functional correlations and review of literaturenAl Med 1985;79:183-
192.

66.Gabrielli A, Svegliati S, Moroncini G, Pomponio &antillo M,
Avvedimento EV. Oxidative stress and the pathogsrasscleroderma:
the Murrell's hypothesis revisited. Semin Immunbapht
2008;30(3):329-337.

96



67.Garncarczyk A, Jurzak M, Gojniczek K. Charactecisii the
endogenous peptides--endothelins and their raleerconnective tissue
fibrosis. Wiad Lek 2008;61(4-6):126-134.

68.Glembotski CC. Endoplasmic reticulum stress inttbart.Circ Res
2007;101(10):975-984.

69.Glembotski CC. The role of the unfolded proteirpasse in the heart.J
Mol Cell Cardiol 2008;44(3):453-459.

70.Gomer RH.Circulating progenitor cells and scleroagrCurr
Rheumatol Rep. 2008;10(3):183-188.

71.Gordon S. Alternative activation of macrophages. Riev Immunol
2003; 3: 23-35.

72.Gordon S, Taylor PR. Monocyte and macrophage hgeaty. Nat
Rev Immunol 2005; 5: 953-964.

73.Gospodarowicz D, Cheng J. Heparin protects basl@ardic FGF from
inactivation. J Cell Physiol 1986;128:475-484.

74.Gruschwitz MS, Vieth G. Up-regulation of class lajor
histocompatibility complex and intercellular adlwesmolecule 1
expression on scleroderma fibroblasts and endattadll by interferon-
(and tumor necrosis factor ( in the early disesdage. Arthritis Rheum
1997;40:540-550.

75.Guiducci S, Giacomelli R, Cerinic MM. Vascular coimptions of
scleroderma. Autoimmun Rev 2007;6(8):520-523.

76.Guiducci S, Distler O, Distler J, Matucci-Cerinic Mechanisms of
vascular damage in SSc—implications for vascukatment strategies.
Rheumatology 2008;47,Suppl.5: v18-20.

77.Gutierrez-Roelens |, Lauwerys BR.Genetic suscdjpyitio
autoimmune disorders: clues from gene associatidrgane expression
studies. Curr Mol Med 2008;8:551-561.

78.Hamel-Roy J, Devroede G, Arhan P. Comparative espgdl and

anorectal motility in scleroderma. Gastroenterol®§§5;88:1-7.

97



79.Hall FC.Cold hands -strained heart? Advances imthragement of
Raynaud's phenomenon and pulmonary hypertensidmi#igtRes Ther
2005;7(3):126-128.

80.Hallstrom S, Franz M, Gasser H, Vodrazka M, SemsgtLosert UM,
Haisjackl M, Podesser BK, Malinski T. S-nitroso ramserum albumin
reduces ischaemia/reperfusion injury in the pigtafer unprotected
warm ischaemia.Cardiovasc Res 2008;77(3):506-514.

81.Hasegawa M, Sato S, Takehara K. Augmented produofio
chemokines (MCP-1, MIP-1 (and MIP-1) in patientshwaystemic
sclerosis: MCP-1 and MIP-1 may be involved in teeelopment of
pulmonary fibrosis. Clin Exp Immunol 1999;117:15851

82.Haustein UF, Albrecht M. Zur Epidemiologie und Kkrder
systemischen Sklerodermie. Z Hautkrankh (H+G) 1D@851-658.

83.Heeba G, Hassan MK, Khalifa M, Malinski T. Advetssance of nitric
oxide/peroxynitrite in the dysfunctional endothetican be reversed by
statins.J Cardiovasc Pharmacol 2007;50(4):391-398.

84.Herrick AL.Systemic sclerosis: an update for chars. Br J Hosp Med
(Lond). 2008 ;69(8):464-470.

85.Hesselstrand R, Scheja A, Akesson A. Mortality eadses of death in
a Swedish series of systemic sclerosis patients.Rmeum Dis
1998;57:682-686.

86.Hettema ME, Zhang D, Stienstra Y, Oomen PN, Smjtktellenberg
CG, Bootsma H.Decreased capillary permeability @aqullary density
in patients with systemic sclerosis using largedsin sodium
fluorescein videodensitometry of the ankle. Rhewhogty (Oxford)
2008;47:1409-1412.

87.Hong KH, Yoo SA, Kang SS, Choi JJ, Kim WU, Cho Eiypoxia
induces expression of connective tissue growttofantscleroderma
skin fibroblasts. Clin Exp Immunol 2006;146(2):3826.

98



88.Hummers LK. Microvascular damage in systemic sclistaletection
and monitoring with biomarkers. Curr Rheumatol R6p6;8(2):131-
137.

89.leremia G, Raica M, Cimpean AM, Bocan V. Morphotognd
histochemical changes in the skin of patients waleroderma. Rom J
Morphol Embryol 2007;48(4):361-367.

90.1hn H. Scleroderma, fibroblasts, signaling, andessove extracellular
matrix. Curr Rheumatol Rep 2005;7:156—-162.

91.1hn H, Yamane K, Kubo M, Tamaki K. Blockade of egdaous
transforming growth factor beta signaling prevemsegulated
collagen synthesis in scleroderma fibroblasts: @aton with increased
expression of transforming growth factor beta rémesp Arthritis
Rheum 2001; 44:474-480.

92.I1shikawa O, Ishikawa H. Macrophage infiltrationtire skin of patients
with systemic sclerosis. J Rheumatol 1992;19(821PP06.

93.Jennette CJ, Milling DM, Falk RJ. Vasculitis affiect the skin. A
review. Arch Dermatol 1994;130:899-906.

94.Jimenez SA, Derk CT. Following the molecular patissveoward an
understanding of the pathogenesis of systemicasierAnn Intern
Med 2004:140:37-50.

95.Kahaleh B. Lymphocyte interactions with the vasceladothelium in
systemic sclerosis. Clin Dermatol 1994;12:361-367.

96.Kahaleh MB. The vascular endothelium in sclerodermiaRev
Immunol 1995;12:227-245.

97.Kahaleh MB. Raynaud phenomenon and the vasculeasksin
scleroderma. Curr Opin Rheumatol 2006;16:718-722.

98.Kahari V-M, Multimaki P, Vuorio E. Elevated pro-&la-2 (1) collagen
MRNA levels in cultured scleroderma fibroblastautessfrom an
increased transcription rate of the correspondemegFEBS Lett
1987;215:331-334.

99



99.Karassa FB, loannidis JP. Mortalty in systemicredis. Clin Exp
Rheumatol 2008; 26(Suppl. 51):S85-S93.

100.Kato Y, Aoki M, Kawana S.Urticarial vasculitis agpeng in the
progression of systemic sclerosis. J Dermatol Z&(@;1):792-797.

101.Koch AE, Distler O. Vasculopathy and disorderediaggnesis in
selected rheumatic diseases: rheumatoid arthndssgstemic sclerosis.
Arthritis Res Ther 2007;9(Suppl. 2):S3.

102. Konttinen YT, Mackiewicz Z, Ruuttila R;eponis A, Sukura A,
Povilénaitt D, Hukkanen M, Virtanen |. Vascular damage andt lafc
angiogenesis in systemic sclerosis skin. Clin Rreah2003;
22(3):196-202.

103.Kumar V, Abbas AK, Fausto N. Tissue renewal andiep
regeneration, healing, and fibrosis. In: Pathold®psis of Disease.
Kumar V, Abbas AK, Fausto N (eds). Elsevier Sausdehiladelphia,
PA, 2005; 87-118.

104. Kurasawa K, Hirose K, Sano H, Endo H, Shinkai HMdt Y,
Takabayashi K, lwamoto I. Increased IL-17 produtiio patients with
systemic sclerosis. Arthritis Rheum 2000; 43:2456B32

105. Kuroda K, Tajima S. Proliferation of HSP47-positskan fibroblasts
in dermatofibroma. J Cutan Pathol 2008;35(1):21-26.

106. Kuroda K, Tajima S. HSP47 is a useful marker fan $ibroblasts in
formalin-fixed, paraffin-embedded tissue specimdnSutan Pathol
2004; 31: 241-246.

107.Kuroda K, Tsukifuji R, Shinkai H. Increased expreasof heat-shock
protein 47 is associated with overproduction oktyprocollagen in
systemic sclerosis skin fibroblasts. J Invest DéohE098; 111: 1023-
1028.

108. Kuwana M, Kaburaki J, Okano Y, Tojo T, Homma M.r@dial and
prognostic associations based on serum antinuatedrodies in

Japanese patients with systemic sclerosis. AhHritieum1994;1:75-83.

100



109. Laing TJ, Gillespie BW, Toth MB. Racial differencesscleroderma
among woman in Michigan. Arthritis Rheum 1997;4@+7312.

110.Lee P, Bruni J, Sukenik S. Neurological manifestagiin systemic
sclerosis (scleroderma). J Rheumatol 1984;11:4&0-48

111.Lee P, Langevitz P, Alderdice CA, Aubrey M. Mortglin systemic
sclerosis (scleroderma). Q J Med 1992;298:139-148.

112.LeRoy EC. Connective tissue synthesis by sclerodeskm
fibroblasts in cell culture. J Exp Med 1972; 13%131362.

113.LeRoy EC. Increased collagen synthesis by sclenoaeskin
fibroblasts in vitro: a possible defect in the riagion or activation of
the scleroderma fibroblast. J Clin Invest 1974888=-889.

114.LeRoy EC. The control of fibrosis in systemic sokas: a strategy
involving extracellular matrix, cytokines, and grtbviactors. J
Dermatol 1994;21:1-4.

115.LeRoy EC, Black C, Fleischmajer R. Sclerodermatésyg
sclerosis): classification, subsets and pathogenéstheumatol
1988;15:202-205.

116. Mackiewicz Z, Konttinen Y.T, Powhait D,Virtanen |. Leakage of
von Willebrand factor and mast cell degranulatiothie skin of patients
with systemic sclerosis. Acta medica Lituanica 2082):221-225. a

117.Mackiewicz Z, Povilenait D, Konttinen Y.T, Ma J. Vascular
component in pathogenesis of systemic sclerosimiraes in
Rheumatology 2001; 4: 32-35.

118. Mackiewicz Z, TamulaitieénM, Kirdait¢ G, Woolley D. Early
vascular damages in systemic sclerosis. Acta médgliganica 1999;
6(1):3-6.

119. Mackiewicz Z, Povilenait D, Minderis M, GrazieéV, Rimkeviius
A, Konttinen Y. Angiogenic stimuli in cystic tumdrealcinosis
(Teutschlander Disease). Case Rep Clin Pract Reé¥; Bj2): 76-81. b

120. Mackiewicz Z, Rimkewuius A, Petersen J, Andersen CB, Dudek E,

Vytrasova M, Konttinen YT. Macrophages overloadethwssue

101



debris in Wegener's granulomatosis. Ann Rheum D@554(8):1229-
1232.

121. Mackiewicz Z, Stepaniuk M, Macke\tus Z Jr, Rimkewiius A.
Apoptosis and aging. Gerontologija 2001; 2(3): 178-

122. Mackiewicz Z, Sukura A, Powvhait D, Ceponis A, Virtanen I,
Hukkanen M, Konttinen Y.T. Increased but imbalanegdression of
VEGF and its receptors has no positive effect @iagenesis in
systemic sclerosis skin. Clin Exp Rheumatol 20@Z5® 641-646. c

123. Magro CM, Nuovo G, Ferri C, Crowson AN, Giuggioli Bebastiani
M.Parvoviral infection of endothelial cells andastral fibroblasts: a
possible pathogenetic role in scleroderma. J C&thol
2004;31(1):43-50.

124. Makinen D, Fritzler JM, Davis P, Sherlock S. Antit®mere
antibodies in primary biliary cirrhosis. ArthritRheum 1983;26:914-
917.

125. Malandrini A, Selvi E, Villanova M, Berti G, SabauliL, Salvadori C,
Gambelli S, De Stefano R, Vernillo R, Marcolongo@®iazzi G.
Autonomic nervous system and smooth muscle cedili@ment in
systemic sclerosis: ultrastructural study of 3 sadRheumatol
2000;27(5):1203-1206.

126. Manetti M, Neumann E, Miller A, Schmeiser T, SaaMiia AF,
Endlicher E, Roeb E, Messerini L, Matucci-Cerini¢ ldba-Manneschi
L, Maller-Ladner U.Endothelial/lymphocyte activatiteads to
prominent CD4+ T cell infiltration in the gastricugosa of patients
with systemic sclerosis. Arthritis Rheum 2008;582@2873.

127.Mannini L, Cecchi E, Fatini C, Marcucci R, Alessartlo Liotta A,
Matucci-Cerinic M, Abbate R, Gensini GF.Clinicaldmorheology and
microcirculation. Ann Ist Super Sanita 2007;43(2%4155.

128. Maricq H. Comparison of quantitative and semiquatitie estimates
of nailfold capillary abnormalities in sclerodersectrum disorders.
Microvasc Res 1986;32:271-276.

102



129. Maricq HR, Harper FE, Khan MM. Microvascular abnatities as
possible predictors of disease subsets in Raynpbdisomenon and
early connective tissue disease. Clin Exp Rheuni£t®8;1:195-205.

130. Maricq HR, Leroy EC, D'Angelo WA, Medsger TA Jr, dRan GP,
Sharp GC, Wolfe JF. Diagnostic potential of in voapillary
microscopy in scleroderma and related disordershrfis Rheum
1980;23:183-189.

131. Maricq HR, Weinrich MC, Keil JE. Prevalence of Rayd's
phenomenon in the general population. J ChroniclD86;39:423-427.

132. Maricq HR, Weinrich MC, Keil JE. Prevalence of solderma
spectrum disorders in the general population oftis@arolina. Arthritis
Rheum 1989;32:998-1006.

133. Maurer B, Distler JH, Moritz F, Gay S, Distler Ongiogenesis.
Possibilities for therapeutic intervention in rheatio diseases. Z
Rheumatol 2007;66(4): 306-310.

134. Mayes MD, Lacey JV Jr, Beebe-Dimmer J, Gillespie BMdoper B,
Laing TJ, Schottenfeld D. Prevalence, incidenceyigal, and disease
characteristics of systemic sclerosis in a largepoulation. Arthritis
Rheum. 2003;48(8):2246-2255.

135. Mayes MD, Trojanowska M. Genetic factors in systestlerosis.
Arthritis Res Ther 2007;9 Suppl 2:S5.

136.Medsger TA, Masi AT, Rodnan GP, Benedek TG, Robirtdo
Survival with systemic sclerosis (sclerodermajfextible analysis of
clinical and demographic factors in 309 patientsnAntern Med
1971;75:369-376.

137.McCaffrey TA, Falcone DJ, Brayton CF. Transformgrgwth factor-
B activity is potentiated by heparin via disso@atdf the transforming
growth factor B/(2 macroglobulin inactive compldxCell Biol
1989;109:441-448.

103



138. McCarthy DS, Baragar FD, Dhingra S. The lungs stamic sclerosis
(scleroderma): a review and new information. Sefihritis Rheum
1988;17:271-283.

139. Medsger TA Jr. Epidemiology of progressive systesgierosis. In:
Black CM, Myers AR, eds. Systemic sclerosis (saderma). New
York: Gower, 1985:53-59.

140. Medsger TA Jr, Masi AT. Survival with sclerodermad life-table
analysis of clinical and demographic factors in &tfle US veteran
patients. J Chron Dis 1973;26:647.

141. Michael J, Markewitz B. Endothelins and the lungn & Respir Crit
Care Med 1996; 154: 555-581.

142. Mileti¢ T, Kovacevé-Jovanowt V, Vuji¢ V, Stanojeut S, Miti¢ K,
Lazarevé-Macanoveé M, Dimitrijevi¢ M. Reactive oxygen species
(ROS), but not nitric oxide (NO), contribute toastr differences in the
susceptibility to experimental arthritis in ratsirhunobiology
2007;212(2):95-105.

143. Mittag M, Haustein UF. Die progressiv systemisckief®dermie -
prognosebestimmender Befall innerer Organsysteraatarizt
1998;49:545-551.

144.Morel PA, Chang HJ, Wilson JW. Severe systemicresie with anti-
topoisomerase | antibodies is associated with aA-BRw 11 allele.
Human Immunol 1994;40:101-110.

145. Mosser DM. The many faces of macrophage activafidreukoc Biol
2003; 73: 209-212.

146. Mulligan-Kehoe MJ, Drinane MC, Mollmark J, Casciiasen L,
Hummers LK, Hall A, Rosen A, Wigley FM, Simons M.
Antiangiogenic plasma activity in patients with tgymic sclerosis.
Arthritis Rheum 2007;56(10):3448-3458.

147. Mulligan-Kehoe MJ, Simons M. Current concepts inmal and
defective angiogenesis: implications for systeroler®sis. Curr
Rheumatol Rep 2007;9(2):173-179.

104



148. Murakami M, Zheng Y, Hirashima M, Suda T, Morita®pehara J,
Ema H, Fong GH, Shibuya M. VEGFR1 tyrosine kinageaing
promotes lymphangiogenesis as well as angiogeimeiiectly via
macrophage recruitment. Arterioscler Thromb Vasa Bi
2008;28(4):658-664.

149. Nagata K. Expression and function of heat shockegmal7: a
collagen-specific molecular chaperone in the eraplc reticulum.
Matrix Biol 1998; 16: 379-386.

150.Nagy G, Clark JM, Buzas EIl, Gorman CL, Cope APriblibxide,
chronic inflammation and autoimmunity. Immunol L2€07;111(1):1-
5.

151. Nelson JL, Furst DE, Maloney S. Microchimerism &fidA-
compatible relationship of pregnancy in sclerodernaecet
1998;351:559-562.

152. Newby AC. Matrix metalloproteinases regulate mignat
proliferation, and death of vascular smooth muselés by degrading
matrix and non-matrix substrates. Cardiovasc R€6;59:614—624.

153. Nishioka K, Kobayashi Y, Katayama |. Mast cell nwerdin diffuse
scleroderma. Arch Dermatol 1987;123:205-208.

154. Noonan DM, De Lerma Barbaro A, Vannini N, MortargAlbini
A.Inflammation, inflammatory cells and angiogenediscisions and
indecisions. Cancer Metastasis Rev. 2008;27(1)(B1-4

155. Olsen N, Neilsen SL. Prevalence of primary Raynalughomena in
young females. Scand J Clin Invest 1978;37:761-764.

156. Osial TA Jr, Whiteside TL, Buckingham RB. Clinicaid serologic
study of Sjogren's syndrome in patients with pregree systemic
sclerosis. Arthritis Rheum 1983;26:500-508.

157.Pannu J, Trojanowska M. Recent advances in fibsblsignaling and
biology in scleroderma. Curr Opin Rheumatol 2008t7839-745.

158. Pardo A, Selman M. Matrix metalloproteases in aarfibrotic
tissue remodelling. Proc Am Thorac Soc 2006; 3§83-388.

105



159. Peltonen J, Kahari I, Uitto J. Increased expressfdgpe VI collagen
genes in systemic sclerosis. Arthritis Rheum 1980,829-1835.

160. Pignone A, Scaletti C, Matucci-Cerinic M, Vazquelsa@l D, Meroni
PL, De-Papa N, Falcini F, Generini S, Rothfield®%gnoni M. Anti-
endothelial cell antibodies in systemic sclerosignificant association
with vascular involvement and alveolo-capillary mmonent. Clin Exp
Rheumatol 1998;16:527-632.

161. Postlethwaite AE. Connective tissue metabolismuigiclg cytokine in
scleroderma. Curr Opin Rheumatol 1995;7:535-540.

162. Prescott RJ, Freemont AJ, Jones CJ, Hoyland dikgeP. Sequential
dermal microvascular and perivascular changesamévelopment of
scleroderma. J Pathol 1992;166:255-263.

163. Randone SB, Guiducci S, Cerinic MM. Systemic sderand
infections. Autoimmun Rev. 2008;8(1):36-40.

164. Rattner A, Nathans J. Macular degeneration: reagvénces and
therapeutic opportunities. Nat Rev Neurosci 20Q61Y. 860-872.

165. Reichenbach DD, Benditt EP. Myofibrillar degenearatia response
of the myocardial cell to injury. Arch Pathol 1968;189-199.

166. Renaudineau Y. Anti-Endothelial Cell AntibodiesSgstemic
Sclerosis. Clin Diagn Lab Immunol 1999;6:156-160.

167.Reveille JD. Molecular genetics of systemic scleraSurr Opin
Rheumatol 1995;7:522-528.

168. Richard V, Solans V, Favre J, Henry JP, LallemandHuillez C,
Marie I.Fundam. Role of endogenous endothelin oloémelial
dysfunction in murine model of systemic sclerosght skin mice 1.
Clin Pharmacol. 2008; 22(6):649-55.

169. Rimkevkius A, Mackiewicz Z. Mast cells in the inflammatory
connective tissue diseases. Acta medica Lituardt®;23(2):77-82.

170.Rodnan GP, Myerowitz RL, Justh GO. Morphologic desin the
digital arteries of patients with progressive systesclerosis

(scleroderma) and Raynaud phenomenon. Medicine;39893-408.

106



171.Romero LI, Zhang DN, Cooke JP, Ho HK, Avalos E, tde R,
Herron GS.

172. Differential expression of nitric oxide by dermaicnovascular
endothelial cells from patients with sclerodermas¥ Med
2000;5(3):147-158.

173. Roumm AD, Whiteside TL, Medsger TA Jr, Rodnan GP.
Lymphocytes in the skin of patients with progresssystemic sclerosis.
Arthritis Rheum1984;27:645-653.

174.Sakkas LI, Chikanza IC, Platsoucas CD. Mechanidniisease: the
role of immune cells in the pathogenesis of systesuoierosis. Nat Clin
Pract Rheumatol 2006;2(12):679-685.

175. Sargent JL, Milano A, Connolly MK, Whitfield ML.Setoderma gene
expression and pathway signatures. Curr Rheuma{olZR08;10:205-
211.

176.Sato S, Fujimoto M, Hasegawa M, Takehara K. Altdriedd B
lymphocyte homeostasis in systemic sclerosis: edpamaive B cells
and diminished but activated B cells. Arthritis Rhe2004; 50:1918—
1927.

177.Scheja A, Akesson A, Niewierowicz |. Computer bagadntitative
analysis of capillary abnormalities in systemiesagsis and its relation
to plasma concentration of von Willebrand factonn®Rheum Dis
1996,;55:52-56.

178. Schroder J, Tiilikainen A, De la Chapelle A. Fé&lkocytes in the
maternal circulation after delivery. |. Cytologiadpects.
Transplantation 1974;17:346-354.

179.E Selvi, S Tripodi, M Catenaccio, S Lorenzini, Di@tamo, S
Manganelli, R Romagnoli, F letta, L Paulesu, C Mo@ M Cintorino,
R Marcolongo. Expression of macrophage migratidmbimory factor in
diffuse systemic sclerosis. Ann Rheum Dis 20035582{60—464.

180. Serrano MC, Pagani R, Ameer GA, Vallet-Regi M, Blég MT.

Endothelial cells derived from circulating progens as an effective

107



source to functional endothelialization of NaOHate=l poly(epsilon-
caprolactone) films. J Biomed Mater Res A 2008;3p@4-971.

181.Sgonc R, Gruschwitz MS, Dietrich H, Recheis H, Geiis ME,
Wick G. Endothelial cell apoptosis is a primaryhmagenetic event
underlying skin lesions in avian and human sclemode] Clin Invest.
1996;98(3):785-792.

182. Silman AJ. Epidemiology of scleroderma. Ann Rheuirs D
1991;50:846-853.

183. Silman AJ. Scleroderma - Demographics and survivRheumatol
1997;24:58-61.

184. Silman AJ, Jannini S, Symmons D, Bacon P. An epidimical
study of scleroderma in the West Midlands. Br JuRhatol
1988;27:286-290.

185. Sitia S, Atzeni F, Sarzi-Puttini P, Di Bello V, Tasoni L, Delfino L,
Antonini-Canterin F, Di Salvo G, De Gennaro Coloithd.a Carrubba
S, Carerj S, Turiel M. Cardiovascular involvemensystemic
autoimmune diseases. Autoimmun Rev. 2008 Sep prijBhead of
print]

186. Sollberg S, Mauch C, Eckes B. The fibroblast ineysc sclerosis.
Clin Dermatol 1994;12:279-285.

187. Steen VD. Scleroderma renal crisis. Rheum Dis 8bnth Am
1996;22:861-878.

188. Steen VD, Conte C, Owens GR, Medsger TA. Sevetdatage lung
disease in systemic sclerosis. Arthritis Rheum 13B4283-12809.

189. Steen VD, Powell DL, Medsger T Jr. Clinical cortedas and
prognosis based on serum autoantibodies in patatiisystemic
sclerosis. Arthritis Rheum 1988; 31:196-203.

190. Stone JH, Nousari HC. “Essential” cutaneous véiisuwhat every
rheumatologist should know about vasculitis ofgkim. Curr Opin
Rheumatol 2001;13:23-34.

108



191. Strehlow D, Korn JH. Biology of the sclerodermar@iblast. Curr
Opin Rheumatol 1998;10(6): 572-578.

192. Strehlow D, Jelaska A, Strehlow K, Korn JH. A pdiairole for
protease nexin 1 overexpression in the pathogeotsideroderma. J
Clin Invest 1999;103:1179.

193. Subba Rao PV, Friedman MM, Atkins FM. Phagocyto$isast cell
granules by cultured fibroblasts. J Immunol 1988;331-349.

194. Subcommittee for Scleroderma Criteria of the Anari®&heumatism
Association Diagnostic and Therapeutic Criteria Guttee.
Preliminary criteria for the classification of sgstic sclerosis
(scleroderma). Arthritis Rheum 1980;23:581-590.

195. Takeda K, Hatamochi A, Ueki H. Decreased collagemagpression in
cultured systemic sclerosis fibroblasts. J Investniatol 1994;103:359-
363.

196. Takemoto CM, Lee YN, Jegga AG, Zablocki D, BranaEhahlaee
A, Huang S, Ye Y, Gowrisankar S, Huynh J, McDeM#. Mast cell
transcriptional networks. Blood Cells Mol Dis 2008(1):82-90.

197. Takeuchi F, Kuwata S, Nakano K. Association of TAfPt TAP2
with systemic sclerosis in Japanese. Clin Exp Rlz¢aih1996;14:513-
521.

198. Thornten SC, Robbins JM, Shelley L. Fibroblast gtofactors in
connective tissue disease associated interstitigl tlisease: association
with disease activity and identification as TNAP&GF, and
fibronectin. Clin Exp Immunol 1992;90:447-452.

199. Tomasek JJ, Gabbiani G, Hinz B, Chaponnier C, Bren
Myofibroblasts and mechano-regulation of connediisgsue
remodelling. Nat Rev Mol Cell Biol 2002; 3(5): 3483.

200. Traub YH, Shapiro AP, Rodnan GP. Hypertension amlrfailure
(scleroderma renal crisis) in progressive systestlierosis: review of a

25-year experience with 68 cases. Medicine 1983332352.

109



201. Trojanowska M, Varga J. Molecular pathways as ntivelapeutic
targets in systemic sclerosis. Curr Opin Rheun@017;19(6):568-573.

202. Ulbrich C, Westphal K, Baatout S, Wehland M, Baiigflick B,
Infanger M, Kreutz R, Vadrucci S, Egli M, Cogoli Berradji H,
Pietsch J, Paul M, Grimm D. Effects of basic fidesb growth factor on
endothelial cells under conditions of simulatednoggavity. J Cell
Biochem 2008;104(4):1324-1341.

203.van Laar JM, Tyndall A. Cellular therapy of systemaclerosis. Curr
Rheumatol Rep 2008 ;10(3):189-194.

204.Varga J. Systemic sclerosis: an update.Bull NYUH#sDis.
2008;66(3):198-202.

205.Varga J, Abraham D. Systemic sclerosis: a prototymiltisystem
fibrotic disorder. J Clin Invest 2007; 117:557-567.

206.Varga J, Bashey RI. Regulation of connective tissughesis in
systemic sclerosis. Int Rev Immunol 1995;12:187:199

207.Vargas-Alarcon G, Granados J, Ibanez de Kasep &dhation of
HLA-DR5 (DR11) with systemic sclerosis (sclerodejnmMexican
patients. Clin Exp Rheumatol 1995;13:11-16.

208. Wagner EM, Sanchez J, McClintock JY, Jenkins J,ddbaeva A.
Inflammation and ischemia-induced lung angiogendsis J Physiol
Lung Cell Mol Physiol 2008;294(2):L351-L357.

209. Weedon D. The vasculopathic reaction pattern. laethdn D, ed.
Skin Pathology. 2nd ed. Edinburgh: Churchill-Livetgne; 2002:221—
280.

210. Westerweel PE, Verhaar MC. Endothelial progeniak aysfunction
in rheumatic disease. Nat Rev Rheumatol 2009;5382-

211. Westergren-Thorsson G, Csuster L, Akesson A. Adtelermatan
sulfate proteoglycan synthesis in fibroblast c@tuestablished from
skin of patients with systemic sclerosis. J Rheoin96;23:1398-
1406.

110



212.Wynn TA. Common and unique mechanisms regulategibrin
various fibroproliferative diseases. J Clin Inve807; 117(3): 524-529.

213.Wynn TA. Cellular and molecular mechanisms of fgisoJ Pathol.
2008; 214(2):199-210.

214. Wynn T. Cellular and molecular mechanisms of filso3 Pathol
2008; 214(2):199-210.

215.Worda M, Sgonc R, Dietrich H, Niederegger H, SURd®S,
Gershwin ME, Wick G. In vivo analysis of the apapssinducing effect
of anti-endothelial cell antibodies in systemicesakis by the
chorioallantonic membrane assay. Arthritis Rheu®d32@8:2605—
2614.

216. Yamamoto T. Scleroderma--pathophysiology. Eur hizgol. 2009:
19(1):14-24.

217.Yamamoto T, Katayama I, Nishioka K.Expression ehstell factor
in the lesional skin of systemic sclerosis. Derruap
1998;197(2):109-114.

218.Yang SF, Tsai CH, Chang YC. The upregulation ot Bback protein
47 expression in human buccal fibroblasts stimdlatgh arecoline. J
Oral Pathol Med 2008;37(4):206-210.

219.Yoshioka S, Mukae H, Ishii H, Kakugawa T, IshimétpSakamoto
N, Fujii T, Urata Y, Kondo T, Kubota H, Nagata Kokno S. Alpha-
defensin enhances expression of HSP47 and collagehuman lung
fibroblasts. Life Sci 2007;80(20):1839-1845.

220.Youinou P, Revelen R, Bordron A. Is antiendothetell antibody the
murder weapon in systemic sclerosis? Clin Exp Rfzahi999;17:35-
36.

221.Young MA, Rose S, Reynolds JC. Gastrointestinalifeatation of
scleroderma. Rheum Dis Clin North Am 1996;22:793-82

222.Zuber JP, Spertini F. Immunological basis of systesuolerosis.
Rheumatology (Oxford) 2006;45(Suppl. 3): S23-S25.

111



Padéka

Nuosirdziai @koju uz pararmir pagally rengiant disertacij

Vilniaus universiteto Eksperimentgs ir klinikinés medicines instituto
Direktoriui prof. habil. dr. Algirdui Venaliui
Direktoriaus pavaduotojai mokslui prof. habil. dolantai Dadonienei

Mokslinei sekretorei dr. Birutei Butkienei

Eksperimentini tyrimy skyriaus veéjui prof. habil. dr. Zygmunt Mackiewicz
dr. Vidai Grazienei
Laboranéms: Daivai Budriutei, Romai Grinienei, Irenai Zadaitienei,

Salontjai Stanaitienei.
Reumatologijos skyriaus véai prof. dr. Irenai Butrimienei

Reumatologams: dr. Gailutei Kirdaitei, dr. DanwRewvilenaitei, dr. Sigitai

Stropuvienei, , dr. Daliai Adomatiiitei-Miltinienei.

112



