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Gyvuny skilerodermijos
modeliai ir jy naudojimo
galimybeés

Santrauka

Sisteminés sklerozés (SS) patofiziologijos supratimui labai svarbus gy-
viuny modeliai, kuriu tinkamas parinkimas yra pagrindiné priemoné
nuodugnesnei jos patogenezés ir gydymo baduy paieskai. Gyvinu mode-
liai atkuria daugeli histologiniu ir biocheminiu Zmogaus sisteminés
sklerozés pozymiu, o juos tyrinéjant gaunama daug vertinguy ziniu. Esa-
ma nemazai i SS panasiy modeliu, kai kuriuose i$ ju vyrauja uzdegimo
procesai, véliau sukeliantys fibroze, o kituose pirmiausia vystosi auto-
nominé fibroblasty aktyvacija su fibrozés reiskiniais. Trys pagrindiniai
SS pozymiai — uzdegimas, autoimuniniai poky¢iai ir fibrozé — yra ba-
dingi bleomicino, hipochloro ragsties, vinilo chlorido, topoizomerazés-I
ir pilnojo Froindo adjuvanto sukeltiems bei skleroderminés transplan-
tato pries Seimininkag ligos modeliams. Pastaraisiais metais aprasomi
keturi nauji eksperimentiniai gyvinuy sisteminés sklerozés modeliai:
reaktyviu deguonies rasiu, pilnojo Froindo adjuvanto, angiotenzino II
bei topoimerazés I. Plac¢iai naudojami ir transgeniniai, spontaniniai bei
pasalintu genu peliu sklerodermijos modeliai. Tik keletas modeliu, to-
kiuy kaip UCD-200 ir UCD-206 viséiuku modelis ar Fra-2 peliu modelis,
yra tinkami smulkiu kraujagysliu vaskulopatijai tirti. Ta¢iau né vienas
gyvuny modelis neapima visu zmogaus sisteminés sklerozés pozymiu.
Eksperimentiniy sklerodermijos modeliuy pasirinkimas priklauso nuo
tyrimo tikslo. Siekiant iSsiaiSkinti ankstyvus pokycius, daznai pasiren-
kamas bleomicino indukuotas modelis, kuris atkartoja Zzmogaus SS, ba-
dinga ankstyvai, ypaé¢ nuo uzdegimo priklausomai, ligos stadijai. Dél
geny defekty issivystes Tsk /+ peliy modelis atspindi vélesnes fibrozi-
nes ir maziau nuo uzdegimo priklausomas SS stadijas. Reikia pazymé-
ti, kad antifibroziniai vaistai, priskiriami irodytam akivaizdziam A ly-
giui, privalo bati iStirti naudojant maziausiai du gyvianu modelius, at-
spindincéius skirtingus ligos aspektus, o geriausias atvejis, kai gydoma-
sis poveikis nustatomas skirtingiems organams, kurie pazeidziami ser-
gant SS.

Reiksminiai ZodzZiai: sisteminé sklerozé, eksperimentiniai gyvanai,
sklerodermijos modeliai.

IVADAS

Sisteminé skleroze (SS) yra sudétinga
autoimuniné liga, apibadinama pato-
logine fiziologine jungiamojo audinio
rekonstrukcija, kuriai budingi tokie
pagrindiniai pozymiai kaip intensyvi
fibrozé, kraujagysliu pazeidimas ir au-
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toantikGnai prie$ ivairius lgstelinius
antigenus [1]. Nors ankstyviausios ir
dazniausios apraiskos paliecia krauja-
gysles ir autoimuninius sutrikimus,
Siai sisteminei progresuojanciai pato-
logijai budinga saveika tarp mikro-
kraujagysliu pazeidimo ir uzdegimo, o
Sie véliau yra susije su odos bei ivairiy
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vidaus organu fibroze. Smulkiy krau-
jagysliu pazeidimas, autoimuniniai
sutrikimai ir fibrozé yra pagrindiniai
SS patogenezés pozymiai, kurie pasi-
mais. Kraujagysliu pazeidimas yra
ankstyva apraiSka ir atlieka esmini
vaidmeni SS patogenezéje [2], o fibrob-
lastu aktyvacija ir ju diferenciacija i
miofibroblastus, esant padidéjusiam
tarplastelinio uzpildo baltymu islais-
vinimui, yra pagrindinis fibroziniy li-
gu bruozas. Miofibroblastai — tai ,spe-
cializuoti“ fibroblastai. Jie sintetina
pakitusius kolagenus ir kitus tarplas-
telinio uzpildo komponentus (angl.
extracellural matrix — ECM) ir yra pa-
grindinis transformuojancio augimo
faktoriaus B (TGF-p) saltinis fibroblas-
tu atsako metu [3]. Sergant fibrozine-
mis ligomis, normalus audinys nesu-
geba atsinaujinti, o pazeidimo vietoje
vyrauja miofibroblastai, gali formuo-
tis fibroze dalyvaujant mechaniz-
mams, kai kooperuojasi daug tarplas-
teliniu signaliniu molekuliu, iskaitant
TGFpB1, endotelina-1 (ET-1) ir jungia-
mojo audinio augimo faktoriu (angl.
connective tissue growth factor —
CCN2).

Kai kuriu autoriuy darbuose [4, 5]
apzvelgtas oksidacinio streso vaidmuo
sklerodermijos patogenezéje ir pade-
monstruota tiesioginé reaktyviu de-
guonies rasiu (angl. reactive oxygen
species — ROS) itaka, parodant, kad
ROS prigimtis lemia SS tam tikru kli-
nikiniy poZzymiu raiska [5]. Taip pe-
roksinitritai sukelia odos fibroze ir se-
rumo antikinu prie§ centromeru B
antigena (anti-CENP-B) radimasi,
kas badinga ribotai SS, o hipochlori-
tas ar hidroksilo radikalai sukelia
odos ir plaudiuy fibroze ir Zzmogaus di-
fuzinei SS budingu autoantiktnu
prie§ deoksiribonukleorugsties topo-
izomeraze 1 (anti-DNR topoizomera-
zé 1) radimasi. Laisvieji radikalai gali
buti tiesioginis profibrozinis stimulas
fibroblastu ir ECM komponentu ga-
mybai.

Be tiesioginés fibroblastu aktyva-
cijos, oksidantai gali prisidéti prie
fibrozés patogenezés ir jos vystymo-
si, keisdami proteaziy ir antiprotea-
ziy pusiausvyra, taip pat rysi su cito-
kinais ir augimo veiksniais, kurie
dalyvauja kaip mediatoriai fibrozeés
patogenezéje sergant sklerodermija
[4].

Reikia pabrézti, kad sisteminés
sklerozés patofiziologijos supratimui
labai svarbts gyvanu modeliai, kurie
yra buatina priemoné ivairioms zmoniu
ligoms perprasti, naujiems gydymo
metodams jvertinti [2].

Tyrimams naudojami ivairuas
spontaniniai (savaiminiai, dél geneti-

niy defekty besivystantys), indukuo-
ti (tam tikromis medziagomis sukel-
ti) bei transgeniniai (genetiskai mo-
difikuoti) gyvanu, daugiausia peliu,
SS modeliai, kuriuose pagrindiniai
fibroziniu procesu veiksniai yra fib-
roblastai [6]. Terminas ,transgeni-
niai“ yra vartojamas siekiant apibu-
dinti gyvinu modelius, gaunamus
modifikuojant genoma ne tik geno
perkelimo budu, pavyzdziui, sukélus
mutacijas bei atlikus tarprasini kryz-
minima. Geneti§kai modifikuotu pe-
liumodeliai leidZia daryti svarbias is-
vadas dé¢l konkreéiy genu ar ju muta-
ciju vaidmens ligos patogenezéje. Sie
peliu modeliai svarbus vertinant at-
saka i gydyma. Sudétingas SS pato-
genezés supratimas i§ dalies letokai
aiskéja, nes truksta gyvanu modeliu,
atkartojanciu tris pagrindinius SS
pozymius, tokius kaip autoimunite-
tas, vaskulopatija ir fibroze [7]. Eks-
perimentinés manipuliacijos su inb-
redinémis (angl. inbreeding) pelémis
(isvestomis poruojant brolius su sese-
rimis), suteikia galimybe pasiekti re-
zultatus, atkartojanc¢ius SS fibroze, o
genetinés inZinierijos metodai batini
sukurti naujas peliu veisles, kurioms
spontaniskai vystytusi fibrozé arba
kurios butu apsaugotos nuo Sios pato-
logijos.

Tinkamai parinkti modeliai yra
pagrindinés priemonés nuodugnes-
niems SS patogenezés tyrimams, nes
jie atkuria daugeli histologiniy ir bio-
cheminiy bei autoimuniniu aspektu,
pagilina Zzinias apie $ig liga. Daugu-
mai SS gyvianuy modeliy budingi uzde-
giminiai procesai, lydintys fibroze, o
kituose pirmiausia imituojama auto-
nominé fibroblastu aktyvacija, tik ke-
letas modeliu tinka smulkiuju krauja-
gysliu vaskulopatijai tyrinéti [8]. Ta-
Giau reikia pazyméti, kad néra idea-
laus gyvanu sklerodermijos modelio,
kuris atspindeéty visus Zzmogaus SS li-
gos pozymius, todél tikslingas ir tinka-
mas modelio pasirinkimas yra svarbus
tiriant Sios ligos patogenezés mecha-
nizmus ar fibroze slopinané¢ius nauju
vaisty poveikius [2].

Kaip nurodo kai kurie autoriai [9],
pasirenkant tinkama modelj reikia at-
sakyti i Siuos klausimus: 1. Ar nauja-
me projekte démesys bus skiriamas
SS patogenezei tirti, ar vaistams jver-
tinti? 2. Kuriam svarbiausiam patolo-
giniam SS komponentui (t. y. auto-
imunitetas, vaskulopatija ir fibrozé)
tirti yra skirtas naujas projektas?
3. Kokie techniniai igtdziai ir iStekliai
yra butini? Terapinéms ir farmakolo-
ginéms studijoms reikalingi greiti li-
gos atsiradimo modeliai, nes ilgalaikis
gydymas gali sukelti gyvinams stresa
ir bati brangus.

EKSPERIMENTINIAI GYVUNY
MODELIAI IR JY TAIKYMO
GALIMYBES

Indukuoti gyviny SS modeliai

Indukuotiems priskiriami Sie gyvanu
modeliai:

1. Bleomicino (BLM) poodiniy in-
jekciju sukelta fibrozeé (vyraujantys
pozymiai — uzdegimas, autoimunite-
tas, fibrozé) [2, 10, 11].

2. Hipochloro rugsties sukelta fib-
rozé (vyrauja uzdegimas, autoimuni-
tetas, fibroze).

3. Topoizomerazeés-I ir pilnojo
Froindo adjuvanto (PFA) sukelta fib-
rozé (uzdegimas, autoimunitetas, fib-
rozeé) [12].

4. Skleroderminés transplantato
prie§ Seimininka ligos (angl.
sclerodermatous graft-vs-host dis-
ease — Scl-GvHD) peliu modeliai (uz-
degimas, autoimunitetas, fibrozeé) [8]:
GVHD 1, kuriame bluznies lasteliu
perkeélimas i$ laukinio tipo B10.B2 pe-
liu i apsSvitintas Balb/c peles sukelia
odos ir plaudiy fibroze, lydima vasku-
lopatijos ir uzdegimo, bei GVHD II,
kuriame bluZnies lasteliu perkélimas
i$ laukinio tipo B10.B2 peliu i RAG2
neturindias peles sukelia odos ir plau-
¢iu fibroze su pasireiskiancia vaskulo-
patija, uzdegimu bei autoimunitetu
[6].

Sklerodermijos modeliai gali buti
sukeliami ir naudojant organinius tir-
piklius, tokius kaip vinilo chloridas
[13, 14].

Bleomicino sukeltas
sklerodermijos modelis

Vienas tipiskiausiy atkartojanciu sis-
temine skleroze modeliu yra bleomici-
no sukelta peliu sklerodermija [2, 10,
11].

BLM - tai antibiotikas, gaunamas
i$ bakterijos Streptomyces venticillus,
jis slopina auglius ir daznai vartoja-
mas véziui gydyti. BLM pasizymi dau-
geliu biocheminiy savybiu: blokuoja
lasteliu cikla G2, suskaldo vienguba ir
dviguba deoksiribonukleino (DNR)
grandi, suardo lasteline ribonukleo-
rugsti (RNR), gamina laisvuosius ra-
dikalus ir sukelia apoptoze [15]. BLM
ivairiai veikia odoje esancias lasteles,
tokias kaip fibroblastai, keratinocitai
ir endotelinés lastelés bei kitos imuni-
nés lastelés [16], in vitro didina kola-
geno sankaupas ir TGF-B1 raiska kul-
tivuotuose ziurkiu plauciuose ir Zmo-
gaus odos fibroblastuose [17]. Taip pat
BLM sustiprina ECM baltymu genu
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raiska ir fibrogeninius citokinus, ku-
rie gali prisidéti prie fibrozés sukélimo
[17].

Kadangi fibrozé yra gerai zinomas
Salutinis BLM poveikis, jis yra naudo-
jamas grauziku eksperimentinei fibro-
zei sukelti. Kasdienés BLM injekcijos
daugiau kaip 4 savaites [11] sukelia
sklerozinius pokycius, kurie islieka
maziausiai 6 savaites nustojus leisti
BLM. Odos fibroze iSryskeja ribotame
plote, supanéiame injekcijos vieta. Sis
modelis atspindi uzdegiminius poky-
éius, kurie vyksta esant ankstyvai SS
ligos stadijai, taip pat vyrauja auto-
imuniniai poky¢iai ir fibroze. Histopa-
tologiskai matoma aiski odos fibroze,
apibtdinama sustoréjusiomis kolage-
no skaidulomis, homogeninés medzia-
gos sankaupomis sustoréjusioje odoje
su lasteliniais infiltratais, kurie at-
kartoja zmogaus SS histologinius po-
zymius. Be to, daugelyje tyrimu nusta-
tyta, kad BLM stimuliuoja endotelines
lasteles ir fibroblastus, aktyvina pro-
uzdegiminius ir fibrogeninius citoki-
nus, apoptoze, sukelia aktyviu deguo-
nies radikalu gamyba, endoteliniu ir
kitu lasteliu pazeidima ir adhezijos
molekuliu raiska [10], o uzdegiminés
lastelés infiltruoja pazeista oda ir ak-
tyvina fibroblastus [11]. Aktyvinti fib-
roblastai gamina ir iSlaisvina didelius
ECM kiekius, o tai sukelia fibroze
BLM injekcijos vietoje. Matoma leuko-
citu infiltracija, aktyvinama profibro-
ziné TGFp veikla. Be TGFB, labai stip-
ri raiSka ir kity profibroziniu mediato-
riu, iskaitant monocity chemoatrak-
tantini proteing 1, trombocitu kilmés
augimo faktoriu (PDGF) bei interleu-
kinus (IL-4, IL-6 ir IL-13) [9].

Antitopoizomerazé-I bei antiktnai
pries§ uriding turincius ribonukleopro-
teinus (anti-U1-RNP) ir antiktnai
prie$ histonus aptinkami BLM sukel-
tame modelyje [18, 19]. Nustatyta,
kad BLM sukelti sklerodermijos mo-
deliai sékmingai ir palyginti lengvai
sukeliami ir atgaminami [20] daugu-
mai peliu ra$iu, nors odos fibrozés
stiprumas skirtingoms peliu veisléems
ivairuoja; labai jautrios BLM sukeltai
fibrozei yra C3H/He, DBA/2, B10D2 ir
B10.A peles [15].

Kaip parodé pirmieji Yamamoto su
bendraautoriais atlikti darbai [11], lei-
dziant kasdien 4 savaites po 100 ul
BLM (dozé¢ 1 mg/ml) BALB/c veislés
6 savaiéiuy amziaus pateléms iSsivysto
ryski odos skleroze, apibudinama su-
storéjimu ir homogeninémis kolageno
skaidulomis, perivaskuliariniais uz-
degiminiais infiltratais, sustoréjusio-
mis kraujagysliu sienelémis. Odos
sklerozé gali bati sukeliama ir varto-
jant mazesnes 10 pg/ml ir 100 pg/ml
BLM dozes bei suleidziant BLM kas

antra diena. Kitais tyrimais [21] nu-
statyta, kad kasdienés 100 pul BML in-
jekcijos C3H peliu pateléems per tris
dienas sukelia ryskia odos infiltracija
makrofagais, kuri po savaités siek tiek
sumazéja, o po triju savaiciu iSlieka
minimalds pozymiai. Vertinant fibro-
zés raiSka, reikia pazyméti, kad per
dvi savaites iSsivysto progresuojancios
fibrozés pozymiai, nes 150 % padidéjes
odos sustoréjimas atsiranda po savai-
tés, ir 250 % — po triju savaiciu. Infil-
truoti makrofagai ir fibroblastai eks-
presuoja Smad3 baltyma. Nustatyta,
kad Smad proteinai yra vidulasteli-
niai signalo perdavikliai, kurie lemia
fibroblastu aktyvacija ir kitus profib-
rozinius atsakus, sukeliamus TGF-B
in vitro. Zinoma, kad TGF-B faktorius
yra atsakingas uz skleroderminei fib-
rozei budingu ivykiu kaskada. Fibrob-
lastu ekspresija fosforilintu Smad2/3
labai ryski po savaités nuo injekeciju
pradzios, o po triju savaiéiu Siek tiek
sumazéja. Taigi, BLM sukelta peliu
sklerodermija susijusi su greita ir ilga-
laike TGF-p/Smad signalinimo induk-
cija odos fibroblastuose ir santykiniu
Smad/7 trakumu bei dél to susidariu-
sios vidulastelinés pusiausvyros poky-
¢iu tarp aktyvuojanciy ir slopinanciu
Smad. Nustatyta, kad didele Smad/7
baltymu raiska sustabdo TGF-p atsa-
kus ir uzkerta kelig fibrozei in vivo
[21]. Taigi Smad baltymai yra svarbus
fibrozés patogenezéje ir jie gali buti se-
lektyviu antifibroziniu intervenciju
taikiniai.

Odoje, paveiktoje BLM, be TGF-j,
kurio veikla aktyvinama, dalyvauja
didelé ivairové kitu uzdegiminiu ir
profibroziniu mediatoriu, iskaitant
monocity chemotaksio baltyma-1,
PDGF, IL-4, IL-6 ir I1.-13, kuriuy rais-
ka smarkiai padidéja [10].

Taigi, BLM sukeltai sklerodermi-
jai budinga daugelis lasteliniu ir mole-
kuliniy mechanizmu. ECM padidéjusi
gamyba, sukelta aktyvinty fibroblas-
tu, lemia visg kompleksa saveiky tarp
endoteliniy lgsteliu limfocitu, makro-
fagu ir fibroblastu, dalyvaujant dau-
geliui mediatoriu. Svarbu vaidmeni
sklerodermijos fibroziniuose procesuo-
se atlieka citokinai, chemokinai ir au-
gimo faktoriai, iSskiriami i§ uzdegimi-
niy ir mezenchiminiy lasteliu (fibrob-
lasty ir miofibroblastu).

Gyvanu odos poky¢iai atspindi SS
budingus ypatumus ir, kaip jau buvo
minéta, iSlieka apie 6 savaites po su-
kélimo: tai ankstyvas mononukleari-
niy lgsteliy kaupimasis, kuri lydi pa-
didéjusi TGFB reguliacija, chemoki-
nu raiska, odos fibrozeé su ekspresuo-
janéiais a-SMA miofibroblastais.
Plaucéiuose matoma sustoréjusi alve-
oliu membrana su mononukleariniu
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lasteliu infiltracija, tac¢iau labai dide-
lés BLM dozés reikalingos norint su-
kelti plaucéiu fibroze su lasteliniais in-
filtratais ir pazeista plauciy strukta-
ra.

Kaip jau buvo minéta, Sio modelio
pranaSumas tas, kad jis lengvai suke-
liamas ir atkartojamas, néra jokiy his-
tologiniu skirtumu tarp patinu ir pate-
liu. Taciau reikia pazyméti ir tam tik-
rus §io modelio trukumus [9]:

1. Fibrozé apribota tik injekcijos
vietos, o SS yra sisteminé liga, kuri pa-
zeidzia oda bei vidaus organus. Dides-
né kaip 10 pg/ml BLM dozé sukelia
histologinius odos sklerozés pokycius,
bet ne fibroze, o sklerozé akivaizdi tik
vertinant histologiskai, bet sunkiai at-
pazistama kliniSkai. Histologiniai ty-
rimai rodo, kad nutolusiose nuo injek-
cijos vietos kuno dalyse ir organuose,
pavyzdziui, galinése, inkstuose ar
skrandyje, sklerozés pozymiu néra ir
tik plauéiuose randama fibrozei ba-
dingu pakitimu.

2. Nors ir matomas modelio krau-
jagysliy sieneliy sustoréjimas giliuose
odos sluoksniuose, taciau néra tipis-
kos generalizuotos mikroangiopatijos,
kuri prasideda sergant SS dar iki iSsi-
vystant fibrozei.

3. Bleomicino modelis pasiduoda
gydymui nuo uzdegimo, taéiau Sis gy-
dymas neveiksmingas Zmonéms.

Didziausia $io nesutapimo priezas-
tis gali bati ta, kad pacientai paprastai
stebimi esant iSsivyséiusiai fibrozes
stadijai, kai dominuoja tik fibroze, o
reik§mingi uzdegiminiai infiltratai
yra nustatomi tik ankstyvose ligos
stadijose [22]. Taigi, BLM sukeltame
odos fibrozés peliu modelyje pakartoti-
nés jo injekcijos sukelia lokalia odos
fibroze, atspindin¢ig uzdegiminius po-
ky¢ius, kurie daznai bina ankstyvoje
ligos stadijoje [23] ir kurios molekuli-
niai mechanizmai panasts i matomus
SS atvejais, kai vyksta T lasteliu bei
makrofaguy infiltracija pazeistoje odoje
ir nuo TGFp ir PDGF priklausoma fib-
roblastu aktyvacija [24]. Naudojant
modeli sukeliami tokie pozymiai kaip
aiski odos sklerozé su odos sustoréji-
mu, plauciy fibrozé ir liekamieji auto-
antiktnai serume [15].

Organiniy tirpikliy sukelti
sklerodermijos modeliai

Daugelis organiniu tirpikliu gali su-
kelti skleroderminius odos pokycius,
panasius i budingus SS. Tai zibalas,
n-heksanas, heksachloroetanas,
bis(4-amino-3-metil-cikloheksil)meta-
nas ir vinilo chloridas.

Egzogeninés substancijos vinilo
chlorido penkiy dienuy per savaite triju
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savaiéiy trukmes injekcijos i peliu pil-
vapleves sriti sukelia odos uzdegima
su gausiais fibroblastu ir mononuklea-
riniy lasteliy infiltratais, tankiai susi-
spaudusiomis ir dezorganizuotomis
kolageno skaidulomis su nedideliu fib-
roblastu skai¢iumi [14]. Nors plau-
¢iuose ir nematoma akivaizdziu poky-
¢iu, bet bluznis yra labai padidéjusi, o
jos centrinéje dalyje aptinkama dide-
liy lasteliniy infiltratu bei fibrozé. Tir-
piklis sukelia mikrochimerizma, kuris
suprantamas kaip nedidelis (<1 % do-
noro lasteliu) genetiSkai nuo Seiminin-
ko (kino savininko) besiskirian¢iu las-
teliu kiekis organizme. Tai gali bati
susije su autoimuninémis ligomis. Si
mikrochimerizmo aktyvacija siejasi su
akivaizdziu odos uzdegimu ir fibroze,
panasia i matoma GvHD modelyje
[13]. Nustatomas kraujagysliu pazei-
dimas, uzdegimas, fibrogenezé. Reikia
pazymeéti, kad vinilo chlorido sukelta-
me peliu sklerozés modelyje odos fib-
rozé labai panasi i patologinius histo-
loginius SS serganc¢iu Zmoniu poky-
éius.

Angiotenzino Il sukeltas odos
fibrozés modelis

Irodyta renino-angiotenzino sistemos
itaka patologinei odos fibrozei bei §ir-
dies, inkstu, plauciu ir kepenu fibro-
zei. Angiotenzino II (Ang II) sukeltas
peliu SS modelis gaunamas per 2 sa-
vaites nepertraukiamai poodinés os-
mosinés pompos budu leidziant Ang II
[25]. Angiotenzino II infuzijos
C57BL/6 peliu odoje sukelia uzdegima,
ir fibroze, nes padidéja MCP1 (angl.
monocyte chemoatractant protein-1)
reguliacija ir kaupiasi aktyvintos fib-
roblastu populiacijos, kilusios i$ cirku-
liuojanciu kraujo lasteliu. Odos fibro-
zei budinga tai, kad padidéja kolageno
gamyba ir jo kaupimasis su tankiai su-
spaustomis kolageno skaidulomis, is-
auga CTGF, kuris zinomas kaip jun-
giamojo audinio augimo faktorius, pa-
didéja matricinés ribonukleortugsties
(mRNR) bei kolageno apykaitos pro-
dukto hidroksiprolino kiekiai. Angio-
tenzinas II padidina miofibroblastu
kieki peliu odoje, aktyvina TGF-f
veikla, uzdegima, fibrocity infiltracija
vir§utiniame odos sluoksnyje, endote-
linio audinio peréjima i mezenchimini
[25]. Dél odos fibrozés daugéja a-SMA
teigiamu lasteliu ir infiltruojanciu fib-
rocity aplink smulkias kraujagysles
tiek virSutiniame tiek apatiniuose
odos sluoksniuose [25, 26].

Nors Siam modeliui budingi pozy-
miai — fibrozé ir uzdegimas, ta¢iau ne-
ra vaskulopatijos bei sisteminiu auto-
imuniniy poky¢iu. Autoriai mano, kad

odos fibrozés modelis, sukeltas Ang II,
turétu buti labai naudingas toles-
niems SS patogenezés tyrimams ir
nauju antifibroziniy gydymo priemo-
niy vertinimui.

Aktyviy deguonies radikaly
sukeltas peliy $S modelis

ROS — chemigkai aktyvios deguonies
molekulés. Jos prisideda prie SS vys-
tymosi [4], nes aktyvinti odos fibrob-
lastai spontaniskai gamina didelius
ROS kiekius. Sis modelis sukeliamas
naudojant chemines medziagas, to-
kias kaip hipochloro rugstis (HOCI),
kurios kasdienés injekcijos lemia hid-
roksilo radikalu gamyba ir vietini bei
sistemini poveiki [26]. Visas spektras
zmogaus ligos pozymiu, tokiu kaip fib-
rozeé, uzdegimas, autoimuniniai poky-
¢iai ir vaskulopatija, atsispindi hi-
pochloro ragsties sukeltame modelyje
[23].

Kiti autoriai nurodo, kad ROS mo-
delyje matoma odos ir plauciu fibroze
bei inkstu pazeidimas, uzdegimas, au-
toimuniniai poky¢iai, gaminasi anti-
topo I antiktnai, ta¢iau néra vaskulo-
patijos [26].

Topoizomerazés-1 ir pilnojo
Froindo adjuvanto sukeltas
peliy sklerodermijos modelis

Prie naujesniuy SS modeliy priklauso
topoizomerazeés 1 (topo I) ir PFA-indu-
kuotas peliu sklerodermijos modelis,
sukeliamas zmogaus topo-I su PFA in-
jekcijomis dukart per savaite [12]. Ma-
toma peliy odos ir plaudiuy fibroze, pa-
didéjusi IL-6, TGF-B, IL-17 bei suma-
zéjusi IL-10 gamyba. Padidéja ir Th2
ir Th17 lasteliu kiekiai bronchoalveo-
linio lavazo skystyje [26]. Sis modelis
pranasesnis tuo, kad yra panasus i di-
fuzine odos SS su vidaus organu pazei-
dimais. Matomi poky¢iai yra fibroze,
uzdegimas, autoimunitetas, taciau ir
Siame modelyje néra vaskulopatijos.

Transgeniniai, spontaniniai
ir pasalinty geny peliy
sklerodermijos modeliai

Literattroje aprasomi transgeniniy ir
pasalintu genu (angl. knockout) peliu
sklerodermijos modeliai [27].
Transgeniniams modeliams priski-
riamas DN TGFBRII, kuriame naudo-
jamos transgeninés DN TGFBRII pe-
lés, kurioms vystosi uzdegimas ir fib-
roze, taCiau néra nei vaskulopatijos,
nei autoimuniteto pokyciu, bei salygi-
nis (angl. conditional) TGFBRI, kuria-

me vyrauja fibroblastu apribota saly-
gineé transgeniné TGFBRI raiska ir ku-
ris pasizymi vaskulopatija, uzdegimu
ir fibroze, ta¢iau autoimuniniu poky-
¢iy néra [6].

Naturaliai atsirandantiems, arba
spontaniniams, sklerodermijos mode-
liams priskiriami sustandéjusios odos
(tight skin — Tsk1/+, Tsk2/+) peliy mo-
deliai ir UCD-200, UCD-206 inbredi-
niy viséiuky veislés modeliai [6, 9, 13,
28].

Pagrindiniai pirmuju dvieju mode-
liu pozymiai yra genu defektai ar mu-
tacijos. Tskl/+ modelyje nustatytos
mutacijos gene, koduojanéiame fibrili-
na-1, kuris lemia fibrozés vystymasi, o
pagrindiniai Sio SS modelio patogene-
zés aspektai — tai kraujagysliu pazei-
dimas, autoimuniniai poky¢iai ir fibro-
genezé; taigi, Siame modelyje pokyciai
apsiriboja oda, butent hipoderminio
sluoksnio sustoréjimu [6]. Néra jokios
plauciu ar inkstu fibrozés bei vaskulo-
patijos ar uzdegimo. Tskl/+ peléms
badingas kolageno skaidulu kaupima-
sis hipodermyje, dél to progresuoja po-
odzio storéjimas. Sioms peléems nera
uzdegiminu infiltratu, o pakitusi fib-
roblastu aktyvacija neislaisvina uzde-
giminiy mediatoriy i$ leukocitu, prie-
Singai nei BLM indukuotos fibrozés
modelyje. Vertinant Tskl/+ ir BML
sukeltos sisteminés sklerozés panasu-
mus ir skirtumus, reikia pazyméti,
kad Tsk1/+ peliu modelyje fibroblastai
yra endogeniskai aktyvuojami, mato-
ma padidéjusi kolageno gamyba ir is-
laisvinimas, §i savybeé islieka ir i$skir-
tose lasteliu kultarose, perséjamose
net keleta karty in vitro. BLM modely-
je sukelta fibrozé badinga ankstyvoms
nuo uzdegimo priklausanc¢ioms SS
stadijoms [22].

Antrajame Tsk-2/+ modelyje yra
nezinomas genetinis defektas, lemian-
tis audiniu fibroze su ankstyvais uzde-
giminiy lagsteliu infiltratais ir pagrin-
diniais patogenezés aspektais — uzde-
gimu, autoimuniteto poky¢iais, fibro-
geneze. Siuo atveju irgi néra jokios
plauciu ar inksty fibrozeés bei vaskulo-
patijos vidaus organuose. Nors abu
Tsk-1/+ ir Tsk-2/+ modeliai imituoja
kai kuriuos SS pozymius odoje ir po-
odyje, né vienas tiksliai neatspindi li-
gos [28]. Manoma, kad Sie abu mode-
liai gali bati svarbts analizuojant ivai-
rius molekulinius ir fiziologinius pro-
cesus, sukelian¢ius audiniu fibroze,
bei gilinant Zinias apie fibrozés ir au-
toimuniniy pokyciu saveika.

Spontaniniame inbredinés visciu-
ku veislés sisteminés sklerodermijos
modelyje ryskiai matomas kraujagys-
liu pazeidimas su uzdegimu, autoimu-
niniais poky¢iais ir iSplitusia fibroze.
Reikia pazymeéti, kad tik keletas mo-
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Gyvunuy sklerodermijos modeliai ir ju naudojimo galimybés

deliu, tokiu kaip UCD-200 ir UCD-206
viséiuku modelis ar transgeninis
Fra-2 peliu modelis, yra tinkami smul-
kiu kraujagysliu vaskulopatijai tirti
[9].

Tyrinéjant SS eiga, naudojamos
pelés, kurioms pasalinti genai (angl.
knock-out — KO pelés). Nustatyta, kad
transkripcijos faktorius PPARy (angl.
peroxisome proliferator-activated re-
ceptor y) yra svarbus kontroliuojant
lasteliu diferenciacija, o PPARy ligan-
dai gali modifikuoti uzdegima ir fibro-
zinius procesus. Tiriant PPARy-KO
peles ir peles be pasalinto PPARy ge-
no, nustatyta, kad PPARy-KO pelés
jautresnés BLM sukeliamai odos fib-
rozei [29], taigi PPARYy slopina fibroge-
neze.

Transkripcijos faktorius STAT-4
(angl. signal transducer and activator
of transcription-4) neseniai identifi-
kuotas kaip genetiskai jautrus fakto-
rius sergant SS. Jis pasiZymi stipriu
profibroziniu poveikiu, kontroliuoda-
mas T lasteliu aktyvacija ir prolifera-
cija bei citokiny iSsilaisvinima [30].
STAT-4 trukumas (stat4'/') apsaugo
abieju ly¢iu BALB/c peles nuo BLM
sukeltos odos fibrozés. Stat4” peléems
odos sustoréjimas yra 65 % mazesnis
negu statd”* pelémis. Mazesnés ir ko-
lageno sankaupos, pazeistoje odoje yra
sumazéjes hidroksiprolino ir miofib-
roblastu kiekis, mazesnis uzdegimas
bei T lasteliu kiekis (CD4 ir CDS8).
Statd” peléms, paveiktoms BLM, ma-
zesnis ir citokinu, susijusiu su uzdegi-
mu ir fibroze, kiekis: 58 % maziau
IFN-y, 71 % — TNF-a, 50 % — IL-6, ir
63 % — IL-2. Taciau, reikia pazymeéti,
kad STAT-4 stoka neturi reik§mingos
itakos fibrozei Tsk-1 peliu modelyje
[30].

IL-6 pasalintu genu (IL6-KO) pe-
les. C57BL/6 pelems su BLM sukelta
sklerodermija yra padidéjusi IL-6 kon-
centracija ir daug stipresné odos skle-
rozé nei IL-6KO peléms [31].

Atskirai reikéty aptarti CD19 defi-
citines peles. Nustatyta, kad odos ir
plaucdiu fibrozé su autoantiktnu ga-
myba, hiperpergamaglobulinemija,
padidéjusia serumo ir odos ivairiy ci-
tokinu raiska (iskaitant fibrogenini
1L-4, IL-6 ir TGF-B1 poveiki), kuri nu-
statoma laukinéms peléms, buvo slo-
pinama CD19 deficitinéms peléms.
BLM indukuotame sklerodermijos
modelyje CD19 reguliuoja odos ir
plaudiu fibroze per Toll-like recepto-
riaus veikla. Nustatyta, kad esant
CD19 truakumui slopinama fibrozé ir
antiktnuy gamyba [19]. BLM padidina
hialurono gamyba odoje, plauéiuose ir
serume. Hialuronas bei Toll-like4 re-
ceptoriaus aktyvumas stimuliuoja
B lasteles gaminti jvairius citokinus, o

esant CD19 trakumui §i stimuliacija
slopinama. Pazymétina, kad reikalin-
gos labai didelés BLM dozés norint su-
kelti plaudiy fibroze su lasteliniais in-
filtratais ir pazeista plauciu strukta-
ra. Sistemine ligg Siame modelyje at-
spindi antinukleariniai antikGnai, pa-
vyzdziui, anti-Scl-70, anti-U1 RNP, ir
antihistoniniai antiktnai [18, 19]. Tai-
gi, naudojant tik dideles BML dozes,
CD19 trukuma turinéiu peliu vidaus
organuose galima sukelti sisteminius
autoimuninius bei fibrozés pokycius,
kurie budingi sergant SS.

Eksperimentiniy sisteminés
sklerozés modeliy taikymas
gydymo tikslais

Antifibrozinis vaistu poveikis ikikli-
nikiniuose fibrozés modeliuose skirs-
tomas i tris irodymo lygius (lygiai nuo
Ciki A) [24]. Vaistai, kurie apibudina-
mi akivaizdziu C irodymo lygiu, pasi-
zymi antifibrozinémis savybémis tik
in vitro tyrimuose. Reikia pazymeéti,
kad teigiamas poveikis in vitro nebu-
tinai gali buti veiksmingas in vivo.
Akivaizdus B irodymo lygis — antifib-
rozinis efektas, kuris yra ivertinamas
in vivo, naudojant gyvanu SS mode-
lius. Taciau vaistai, priskiriami aki-
vaizdziam A irodymo lygiui, privalo
bati istirti naudojant maziausiai du
gyvanu modelius, atspindinéius skir-
tingus ligos aspektus. Geriausias at-
vejis, kai antifibrozinis poveikis iro-
domas skirtingiems organams, ku-
riuose vyksta pokyc¢iai sergant SS,
t. y. plauciuose ir odoje, nes organu
profibroziniai mechanizmai gali i$ es-
meés skirtis.

BLM-indukuotas SS modelis ga-
na placiai taikomas ieskant veiks-
mingu gydymo priemoniu. Kai gydy-
mas nukreiptas pries profibrozinj sti-
mula, vienas i§ preparatu gali bati
imatinibas, kuris yra maza tirozino
kinazés inhibitoriaus molekule, su-
gebanti selektyviai, dvejopai slopinti
TGFB ir PDGF kelius, mazinti ekspe-
rimentine fibroze. C3H/Hed veislés
peliu pateléems sukélus lokalia odos
fibroze BLM injekcijomis ir gydant
imatinibo mesilatu, kasdien jo su-
svirkscéiant po 50 mg/kg/d. ar
150 mg/kg/d. i pilvaplévés sriti, nu-
slopinamas BLM indukuotos odos
fibrozés progresavimas in vivo [32,
33]. Nurodoma, kad minétas prepa-
ratas slopina ECM batymu gamyba,
nemazina metabolinio SS fibroblastu
aktyvumo, nes nepasizymi toksiniu
poveikiu fibroblastams, neslopina
mikrokraujagysliniu endoteliniy las-
teliy proliferacijos, nesukelia apopto-
zés in vitro ir in vivo [33].
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Tsk-1/+ ir DBA peléms, kurioms
6 savaites buvo darytos BLM injekeci-
jos po gydymo imatinibu per paskuti-
nes 3 savaites, odos sustoréjimas buvo
reik§mingai maZesnis negu kontroli-
néms peléms, gavusioms BLM 3 savai-
tes. Taigi, imatinibas ne tik uzkerta
kelig fibrozés vystymuisi, bet ir gali
sukelti esamo fibrozinio pazeidimo re-
gresija [34].

Gydymas dasatinibu (3 ar
10 mg/kg) ir nilotinibu (12,5 ar
37,5 mg/kg) 100 ul du kartus per diena
per os sumazina BLM sukelta odos fib-
roze C57BL/6 peléms. Abu vaistai pri-
klausomai nuo dozés mazina odos su-
storéjima (dasatinibas sumazina 37 %
ir 64 %, o nilotinibas — 68 % ir 87 %),
visiskai sustabdo miofibroblasty dife-
renciacija (dasatinibas — 10 mg/kg, ni-
lotinibas — 37,5 mg/kg koncentracijos),
slopina kolageno proteino gamyba, ne-
keiCia pusiausvyros tarp tarplasteli-
nio uzpildo degraduojanéiu fermentu
bei ju inhibitoriu ir nesukelia lasteliu
zuties fibroblastuose [35]. Be to, dasa-
tinibas sumazina ECM baltymu
mRNR kiekius, o nilotinibas — ECM
baltymu gamyba.

Kadangi fibroblastu aktyvacija,
nulemta TGF-B, yra vienas i§ svar-
biausiu veiksniu SS patogenezéje,
TGF-B veiklos blokavimas naudojant
transkripcijos faktoriaus PPAR-y re-
ceptoriu (angl. peroxisome prolifera-
tor-activated receptor) galétu buti nau-
ja patologinés fibrogenezés gydymo
priemoné. Nustatyta, kad rosiglitazo-
nas yra stipriausias farmakologinis
PPAR-y agonistas, kurio 5 mg/kg dozé
slopina fibrozés vystymasi peliu BLM
sukeltame sklerodermijos modelyje
[36].

Kitas preparatas rapamicinas slo-
pino Tsk/+ peliu fibrozés vystymasi,
CD3+ lasteliu infiltracija bei mazino
citokinu (IL-4, IL-6, TGFp1, IL-17,
IL-10) raiska peliu odoje, fibroblastu
proliferacija ir TGFB1 mRNR raiska
fibroblastuose, slopino autoantikinu
gamyba [37]. Odos sustoréjimas ir
plauciu fibrozé, sukelta BLM, po gydy-
mo rapamicinu iSnyko C57/BL/6 pe-
léms, buvo slopinama leukocity infil-
tracija odoje ir plauciuose bei padide-
jusi citokinu gamyba serume ir miné-
tuose audiniuose.

Galimi sklerodermijos gydymo
taikiniai modeliuose. Kaip jau buvo
minéta, vidulasteliniai signalo perda-
vikliai, kurie lemia fibroblastu akty-
vacija ir kitus profibrozinius atsakus,
sukeliamus TGF-B in vitro, yra Smad
baltymai, atliekantys svarbu vaidme-
ni fibrozés patogenezéje. BLM sukelta
peliu sklerodermija susijusi su greita
ir ilgalaike TGF-f/Smad signalinio ke-
lio veikla odos fibroblastuose ir santy-



192

Diana Karpec, Laima Leonavi¢iené, Ruta Bradanaité, Algirdas Venalis, Gailuté Kirdaite

kiniu Smad/7 trakumu bei i$ to iSplau-
kianc¢iu vidulastelinés pusiausvyros
tarp aktyvuojanciu ir slopinanciu
Smad poky¢iu. Nustatyta, kad didelé
Smad/7 raiska susilpnina TGF-§ atsa-
kus ir uzkerta kelig fibrozei in vivo
[21]. Taigi, Smad baltymai yra svar-
bus fibrozés patogenezéje ir gali buti
selektyviu antifibroziniy intervenciju
taikiniai.

Sergant SS TGF-B reguliuoja ir se-
lektyvu baltymo 1 aktyvikli (activator
protein 1 (AP-1). Nustatyta, kad AP-1
slopiklis T-5224 selektyviai sumazina
kolageno sinteze serganciuju SS fib-
roblastuose ir efektyviai uzkerta kelig
eksperimentinei odos fibrozei, sukel-
tai BLM. Gydant T5224 reikSmingai
sumazéja odos sustoréjimas, hidrok-
siprolino kiekis, miofibroblastu skai-
¢ius pazeistoje odoje [38]. Taigi, AP-1
gali buti svarbus molekulinis taikinys
gydant SS.

Nustatyta, kad adhezijos faktorius
DNAM-1 yra kostimuliaciné moleku-
1é, kuri reikalinga visiSkai T lagsteliu
aktyvacijai. Sios molekulés raiska
ypac stipri SS serganéiy pacientu pa-
zeistoje odoje ir lemia fibrozés progre-
savima. Eksperimentiniai tyrimai ro-
do, kad Dnam1-/- pelés yra apsaugo-
mos nuo BLM sukeltos odos fibrozés:
joms sumazéja odos sustoréjimas, hid-
roksiprolino kiekis, miofibroblastu
skaicius, T lasteliu skaicius, pazeisto-
je odoje aptinkami mazesni TNF-o ir
IL-6 kiekiai [8]. Taigi, genu inaktyva-
cijos strategija rodo, kad DNAM-1 pa-
sizymi fibrozei palankiu poveikiu,
kontroliuodamas T lasteliy aktyvacija
ir citokinu issilaisvinima. DNAM-1
neutralizuojantys monokloniniai an-
tikinai (mAb) galetu buti naujas,
daug viléiu teikiantis SS gydymo ba-
das.

IL-6 receptoriui specifiniai mono-
kloniniai antiktGnai taip pat gali su-
mazinti sklerodermijos simptomus,
slopindami fibroblastu aktyvacija. Nu-
statyta, kad C57BL/6 peléms, sergan-
¢éioms BLM sukelta sklerodermija, yra
padidéjusi IL-6 koncentracija ir daug
stipresné odos sklerozé nei IL-6KO pe-
lems [31].

Nemedikamentinés gydymo
perspektyvos: sklerodermija ir
Sviesos poveikis. Mazos ultravioleti-
nés (UVAL) fototerapijos dozés pazei-
dzia lasteles in vitro, tadiau didelés
UVA1 fototerapijos dozés pasizymi
reik§mingu terapiniu poveikiu
BALBY/c peliu BLM sukeltame modely-

je. Ultravioletiné fototerapija 3 kartus
per savaite 10 savaiciu laikotarpiu
slopina fibroze, kolageno sinteze, su-
kelia kolageno degradacija, suzadina
T lasteliu apoptoze [20]. Kitoje ekspe-
rimentinéje studijoje, tyrusioje nuo
dozés priklausoma UVA1 spinduliu
poveiki BLM indukuotos sklerodermi-
jos peliu modelyje, nustatyta, kad fo-
toterapija pagerina odos elastinguma,
sumazina dermos sluoksnio storj ir
padidina CD34 raiska, kuri paprastai
bGna sumazéjusi sergant skleroder-
mija. Minéti pokyciai ypaé ryskus di-
deliy UVA1 doziu (100 J/cm2) grupéje
[39].

ISVADOS

1. BLM sukeltas peliu sklerodermijos
modelis neabejotinai atkartoja
zmogaus SS budinga odos skleroze
su visais uzdegiminiais, fibrozi-
niais ir autoimuniniu poky¢iu ele-
mentais, kurie budingi ankstyvai,
ypa¢ nuo uzdegimo priklausomai,
ligos stadijai.

2. Tsk /+ peliu modelis, kuris iSsivys-
to dél tam tikru genu defektu, at-
spindi fibrozines bei vélyvesnes ir
maziau nuo uzdegimo priklauso-
mas SS stadijas.

3. Tsk /+ ir BLM sukeltos peliu SS
modeliai atkartoja autoimuninius
ir (ar) fibrozinius SS pozymius, ta-
¢iau juose néra kraujagysliu pazei-
dimu, jokios periferinés vaskulopa-
tijos ir angiogenezés.

4. Hipochloro ragsties sukeltame mo-
delyje isryskéja visas spektras
zmogaus SS pozymiu (fibrozeé, uz-
degimas, autoimunitetas ir vasku-
lopatija).

5. Smulkiuju kraujagysliu pazeidi-
mui sergant SS tirti gali bati nau-
dojami inbrediniu viséiuku veisliu
UCD-200 ir UCD-206 ir transgeni-
niai Fra-2 peliu modeliai.

6. Eksperimentiniu SS modeliu pasi-
rinkimas priklauso nuo tyrimo
tikslo. Vaistai, priskiriami akivaiz-
dziam A irodymo lygiui, privalo ba-
ti iStirti naudojant maziausiai du
gyvunu modelius, atspindinéius
skirtingus ligos aspektus, o geriau-
sias atvejis, kai gydomasis povei-
kis nustatomas skirtingiems orga-
nams, kurie pazeidziami sergant
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ANIMAL MODELS OF
SCLERODERMA AND THEIR
APPLICATION FACILITIES

Diana Karpe¢, Laima Leonaviéiené,
Ruta Bradonaiteé, Algirdas Venalis,
Gailuteé Kirdaité

Relevant animal models are essential
tools to investigate in depth the patho-
genesis of systemic sclerosis and search
of new therapeutic interventions. Sev-
eral models of scleroderma are cur-
rently available but, unfortunately,
none of these reflects all features of the
human disease. Some of these models
present inflammation followed by fibro-
sis, whether some others primarily
mimic autonomous fibroblast activa-
tion. Only few models are available and
suitable to study small vessels vasculo-
pathy. Hence, we provide an overview
of the most important models of sys-
temic sclerosis. There are bleomycin-,
hypochlorous acid-, vinil chloride-,
topoisomerase I and complete Freund’s
adjuvant-induced systemic sclerosis
models, sclerodermatous chronic
graft-versus-host mice disease model,
with prevailing features of inflamma-
tion, autoimmunity and fibrosis. Re-
cently three new inducible animal mod-
els have been revealed: reactive oxygen
species-, angiotensin II- and topoisome-
rase I and complete Freund’s
adjuvant-induced scleroderma models.
Transgenic, spontaneous, and knock-
out gene mice models of scleroderma
also widely used. Only some models
such as UCD-200 ir UCD-206 chickens
model, ar Fra-2 mice model are rele-
vant for investigation of small vascular
damage. The choise of experimental
model of systemic sclerosis depends on
the aim of investigation. Drugs that ful-
fil evidence level A should be tested in
at least two of the animal models men-
tioned earlier addressing different as-
pects of the disease. Moreover, the
therapeutic effect should be shown in
different organs involved in systemic
sclerosis. In this article we discuss
about widely used animal models of
systemic sclerosis and its application
facilities for the search of therapeutic
tools.

Keywords: systemic sclerosis, experi-
mental animals, models of sclero-
derma.
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