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1. Tekste vartojamy trumpiniy sarasas

Bleo — bleomicinas

CD —diferenciacijos grupé (cluster of differentiation)

cDNR — komplementari DNR

dsDNR — dvispiralé DNR

dUTP — 2’-deoksiuridino 5’-trifosfatas

COL1A1 - kolagenas 1 Al

COL1A2 - kolagenas 1 A2

C, — ciklo slenkstis (cycle threshold)

CTGF — jungiamojo audinio augimo faktorius (connective tissue growth factor)
DMEM — Dulbecco modifikuota Eagle terpé (Dulbecco’s modified Eagle's
medium)

DMSO — Dimetilsulfoksidas

EL — endotelio Igstelés

ELM — ekstralgstelinis matriksas

Et-1 — endotelinas-1

FCS — embrioninio galvijy serumas (fetal calf serum)

FGF — fibroblasty augimo faktorius (fibroblast growth factor)

Fra-2 — su Fos susijes antigenas 2 (Fos-related antigen-2)

HLA — Zmogaus leukocity antigenas (human leukocyte antigen)

HMEC-1 — Zmogaus mikrovaskulinés endotelio lgstelés — 1

ICAM-1 — tarplasteliné adhezijos molekulé 1 (Intercellular adhesion moleculel)
IL — interleukinas

IM — imatinibo mezilatas

MMP — matrikso metaloproteinazeés

MTT - 3, (4,5-dimethyl thiazolyl -2) 2,5-diphenil-tetrazoliumo bromidas

NO — azoto oksidas



nonRT PGR — polimerazés grandziy reakcija be atvirkstinés tranksriptazés (non
reverse transcriptase polymerase chain reaction)

PDGF — trombocity iSskirtas augimo faktorius (Platelet derived growth factor)
PDGFr — PDGF receptorius

PGR — polimerazés grandziy reakcija

Pl — propidiumo jodidas

RA — reumatoidinis artritas

SD — standartinis nuoktypis

SSc — sisteminé sklerozé

sSS — antrinis Sjogreno sindromas

sSS+RA - antrinis Sjogreno sindromas esant RA

TdT — galine deoksinukleotidiltransferazé (Terminal deoxynucleotidyl
transferase)

TGF-B — transformuojantis augimo faktorius beta

TGFBRII — TGF-B receptorius Il

TNFa — naviko nekrozés faktorius alfa

Tsk-1 — storos odos mutacija 1(tight skin 1)

TUNEL — galinés deoksinukleotidiltransferazés dUTP liekanos galo Zymeéjimas
(Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling)

VCAM-1 — kraujagysliné lasteliy adhezijos molekulé (vascullar cell adhesion
molecule)

VEGF — kraujagysliy endotelio augimo faktorius

VEGFr — VEGF receptorius

aSMA - lygiyjy raumeny alfa aktinas
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2. Jvadas

Sisteminé sklerozé (SSc) — viena sunkiausiy ir fataliskiausiy autoimuniniy
sisteminiy reumatiniy ligy. Didelei daliai ligoniy sisteminé sklerozé pasireiskia
progresuojancia odos, plauciy, inksty, Sirdies, virskinamojo trakto fibroze.

SSc patogenezéje galima isskirti tris svarbiausius, tarpusavyje susijusius

komponentus: autoimuninj uzdegimg, fibroze ir vaskulopatija.

Autoimuninio uzdegimo pozymiai SSc eigoje dazniausiai blna mazai
iSreiksti. Juos bent kiek patikimiau galima uzfiksuoti tik ankstyvose SSc
stadijose, kuomet klinikinis ligos vaizdas dar nesusiformaves ir patikimai
nustatyti SSc diagnoze yra praktiskai nejmanoma. Turbut todél kontroliuoti
ligos eigg tradicinémis autoimuniniy ligy gydymo priemonémis — steroidiniais
hormonais ir imunosupresantais — daugeliu atvejy nepavyksta. Gydant kitas
autoimunines reumatines ligas — reumatoidinj artritg, ankilozinj spondilitg,
psoriazinj artritg, kai kuriuos vaskulitus pastaraisiais metais pasiekta esminé
paZanga, tuo tarpu apie SSc to negalima pasakyti. Klinikinéje praktikoje
biologiné terapija — anticitokinai, prouzdegiminiy citokiny receptoriy
blokatoriai, monokloniniai antiktnai pries CD20 ir kt. — daugeliu atvejy leidzia
efektyviai slopinti autoimuninj procesga. Deja, Sie vaistai SSc gydyti nepritaikyti.
Tai turbat dar kartg patvirtina, kad klasikiniai uzdegimo mediatoriai, budingi
kitoms sisteminéms reumatinéms ligoms, SSc metu atlieka tik antraeil;
vaidmen;.

Kur kas didesnis vaidmuo SSc klinikoje ir patogenezéje tenka
vaskulopatijai bei progresuojanciai fibrozei.

BUtent kraujagysliy sieneliy peraugimas jungiamuoju audiniu ir todél
atsirades spindzio susiauréjimas sglygoja kraujagyslines komplikacijas
(plautiné hipertenzija, inkstiné krizé, bei daugelio audiniy iSemijg). ISemija

atgalinio rySio principu stimuliuoja fibrozés procesgy. Susidaro ydingas ratas,



kurj labai sunku paveikti net naujausios terapijos priemonémis. Tai lemia ligos
fataliSkumga ir blogg prognoze. Todél ieSkant terapiniy sprendimy ir toliau
batina gilintis j Igstelinius ir molekulinius fibrozés veiksnius bei iesSkoti
specifiniy priemoniy Siam procesui stabdyti.

Jau gana seniai Zinoma, jog uz fibrogenezés procesg atsakingi aktyvuoti
miofibroblastai, o citokinai — transformuojantis augimo faktorius beta (TGF-B)
ir i$ trombocity kiles augimo faktorius (PDGF) — atlieka svarbiausius vaidmenis
Siame procese. Nors TGF-f laikomas pagrindinj vaidmenj fibrogenezés procese
atliekanciu citokinu, PDGF gebéjimas aktyvuoti fibroblastus ir inicijuoti
kolageno sinteze yra ne kg mazZesnis. Buta bandymuy blokuoti TGF-
monokloniniais antiklnais ar tirpiais receptoriais, deja, bet klinikinius SSc
pacienty tyrimus, laukto antifibrotinio efekto negauta.

Pastaruoju metu j onkologine praktikg buvo jdiegti tirozinkinaziy
inhibitoriai, tarp jy ir imatinibo mezilatas (IM). Pastebétas IM gebéjimas
blokuoti ne tik patologinés, Filadelfijos chromosomos sglygotos kinazés, bet ir
nepatologiniy tirozinkinaziy aktyvuma.

TGF-B intralgstelinis signalas lasteléje, nuo receptoriaus iki kolageno
sinteze inicijuojanciy transkripcijos faktoriy, perduodamas proteinkinaziy
déka, o centrinj vaidmenj atlieka Abelsono kinazé (c-Abl). ] c-Abl panasi kinazeé
yra ir PDGF receptoriaus sudedamoji dalis. Neseniai tapo Zinoma, kad
imatinibas gana selektyviai blokuoja c-Abl kinaze. Taigi buvo galima daryti
prielaidg, kad imatinibas, slopindamas c-Abl, slopins ir TGF- bei PDGF signalo
perdavimga fibroblastuose, taip pat fibrozés procesa. JH Distler et al pavyko
jrodyti, kad imatinibas slopino kolageno sinteze fibroblasty kulttrose, bei
salygojo fibrozés prevencijg SSc peliy modelyje. Taigi TGF-B ir PDGF
intralgstelinio signalo slopinimo fibroblastuose idéja pasiteisino, taciau iki
klinikiniy studijy fazés reikéjo iSspresti dar daugelj, praktiskai svarbiy

klausimuy.



Fibrozés prevencija aktuali tik ankstyvoje SSc stadijoje tiems pacientams,
kuriy ligos eiga agresyvi, vyksta aktyvi ekstralgstelinio matrikso (ELM)
akumuliacija audiniuose ir vystosi jvairiy organy fibrozé. Taciau klinikinéje
praktikoje SSc pacientai j reumatologo akiratj patenka ne pradiniuose ligos
etapuose, kai fibrozés procesas tik prasideda. Dazniausiai audiniy ir kai kuriy
organy fibrozé bina Siek tiek iSreiksSta. Tuo atveju klinicistui iSkyla uzduotis ne
tik sustabdyti tolesnj jungiamojo audinio iSbujojima, bet ir siekti fibrozés
regresavimo. Gydymas turéty panaikinti egzistuojancia fibroze bei galimai
sumazinti organy disfunkcijg. Tai yra labai svarbus reumatologijos uzdavinys.
Buvo neaisku, ar jj galima pasiekti j praktikg jdiegus imatinibg. Todél mums
buvo svarbu issiaisSkinti, ar imatinibas gali turéti jtakos jau susiformavusiai
fibrozei.

Esminiy abejoniy kilo ir dél to, kad imatinibo mezilato sglygotas TGF-B ir
PDGF intralgstelinio signalo slopinimas néra specifinis fibrogenezei, nei
fibroblastams. Zinoma, kad TGF-pB ir PDGF yra multipotentiniai, daugel;j Iasteliy
veikiantys citokinai. Tai reiskia, jog imatinibas galéty blokuoti TGF-B ir PDGF
vaidmenj ne tik fibrogenezéje, bet ir angiogenezéje, ne tik fibroblastuose, bet
ir endotelio Igstelése.

Neoangiogenezés slopinimas onkologijoje gali turéti svarbig teigiamg
reikSme, bet sisteminés sklerozés atveju tie patys procesai gali reiksti
vaskulopatijos — vieno svarbiausiy patogenezés veiksniy giléjima ir taip riboti
daug Zadancio fibrozés inhibitoriaus Imatinibo mezilato naudojimg gydant SSc.

Mums atrodé labai svarbu jvertinti imatinibo mezilato jtaka
susiformavusiai fibrozei bei patikrinti, ar antifibrozinis IM efektyvumas néra

lydimas proangiogenetiniy ir baziniy endotelio funkcijy slopinimo.



3. DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Tikslas

Jvertinti imatinibo mezilato poveikj fibrozés procesui ir endoteliui sisteminés

sklerozés eksperimentiniuose modeliuose ir Igsteliy kulttrose.

Uzdaviniai
1. Jvertinti imatinibo efektyvuma neuzdegiminiame SSc modelyje ir

patikrinti imatinibo mezilato efektyvuma gydant suformuotgq fibroze.

2. |Stirti, ar terapinés imatinibo mezilato koncentracijos daro neigiama

poveikj gyvybinéms endotelio funkcijoms in vitro ir in vivo.

3. )vertinti imatinibo mezilato poveikj angiogenezés etapams in vitro

Ginamieji teiginiai
1. Terapinés imatinibo mezilato koncentracijos daro priesfibrotinj poveikj

Tsk-1 ir bleomicino sukeltos, suformuotos fibrozés modelio peléms.

2. Terapinés imatinibo mezilato koncentracijos nedaro neigiamo poveikio

nei endotelio gyvybingumui, nei angiogenezei.

Mokslinis naujumas

1. Pirma kartg buvo jrodyta, kad IM ne tik slopina fibrozés formavimasi, bet
ir sglygoja jau susiformavusios fibrozés regresija.
2. Buvo gauti moksliniai jrodymai, leidZiantys teigti, kad IM nedaro neigiamo

poveikio nei bazinéms, nei proangiogenetinéms endotelio funkcijoms.
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Praktiné nauda

Atlikti tyrimai yra butinas etapas pries pradedant IM klinikines studijas.
Jeigu Sis vaistas bus vartojamas reumatologijos klinikinéje praktikoje, tai bus
svarbus Zingsnis sprendZiant labai sudétingas SSc gydymo problemas.

Baigiant rasyti disertacijg mus pasieké Zinia, kad musy atlikty projekty
pagrindu, pradétos net kelios klinikinés studijos, skirtos IM efektyvumo ir
toksiSkumo tyrimams, gydant SSc.

Net jeigu dél kuriy nors priezasciy (pvz. didelio toksiskumo) IM nebuty
jdiegtas j klinikg, musy tyrimas sukuria teorines prielaidas ieskoti kity, dvigubu
poveikiu (TGF-B ir PDGF) pasizyminciy, intralgstelines kinazes slopinandiy,

preparaty.

Darbo rezultatai buvo pristatyti SeSiose mokslinése konferencijose

Skaityti trys Zodiniai pranesSimai. Pristatyti du stendiniai pranesimai.

Disertacijos tema parengti 6 moksliniai straipsniai, i$ kuriy 5 paskelbti

Zurnaluose, jtrauktuose j Mokslinés informacijos instituto (I1SI) duomeny baze

Web of Sciense.
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4. LITERATUROS APZVALGA

4.1 Sisteminé sklerozé

Sisteminé sklerozeé (SSc) — viena i$ sudétingiausiy sisteminiy jungiamojo
audinio ligy, pazeidzZianti daugelj organy sistemy. SSc apibudina trys
patogenezés grandys (autoimuninis uzdegimas, endotelio pazeidimas, lydimas
vaskulopatijos, bei progresuojanti audiniy fibrozeé). Kliniskai stebimas daugelio
organy ir sistemy pazeidimas (odos fibrozé, plauciy hipertenzija, inksty krizés,
Sirdies fibrozé, mikro- ir makrovaskulopatijos). SSc yra sglyginai reta liga. SSc
paplitimas siekia 0,01 %., t. y. 1 atv. 10 000 gyv. Lietuvoje pacienty, serganciy
SSc, yra apie 200. Tai — tik sunkesnés eigos SS. Kai kurios ribotos SS formos gali
bUti lengvos eigos ir joms nebutinas gydymas, todél tikrasis SS paplitimas néra
Zinomas. Kitose pasaulio Salyse SSc paplitimas yra kiek didesnis. Manoma, kad
JAV paplitimas yra apie 2,4 atv. 10 000 gyv." Liga daZniau pasireiskia moterims
nei vyrams (4,6:1), juodaodzZiams nei baltaodziams (1,4:1). Vidutinis
iSgyvenamumas yra apie 11 mety. Pastaryjy mety studijos rodo, kad
iSgyvenamumas nuo diagnozés nustatymo yra 78 % — 5 metai, 55 % — 10
mety, 37 % — 15 mety, 27 % — 20mety. Nors inksty pakenkimas yra viena i$
svarbiausiy ankstyvo mirtingumo priezasciy, taciau plauciy hipertenzija yra
atsakinga uz dauguma letaliy baig¢iy.’

Nors gydant sistemine skleroze pasiekta tam tikra pazanga, taciau

baziniy vaisty stygius, palyginti su kitomis reumatologijos sritimis, itin didelis.
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4.1.1. Endotelio pazeidimas

Sisteminés sklerozés patogenezé aprépia obliteruojancia vaskulopatija,
uzdegima, autoimuninj procesg bei progresuojancia fibroze. Supaprastinta

patogenezés schema pavaizduota 1 paveiksle.

Tissue
. injury
ii
Inflammation
8 T cell and monocyte activation

Th2 cytokine production !
Progenitor cells / X P \ Vascular injury
Pericytes

Endothelial cell activation

BM-derived MSCs Recruftrint Fibroblast Leukocyte adhesion
Monocyte-derived MSCs i Vascular obliteration

Epithelial cells? A , . Defective vasculogenesis
Ml Autoimmunity / Tissue hypoxia
= =~ . Bcell activation
Autoantibodies
iii
Fibroblast activation
and differentiation

Myofibroblast o
\_'//""’“' .

v
ECM synthesis,
deposition, contraction,
and remodeling

Ediosis J.Varga, D.Abraham; J Clin Invest. 2007 March

1 pav. Sisteminés sklerozés patogenezés schema: kraujagysliy pazeidimas ir
autoimuninis procesas veda prie fibrogenezés. SSc patogeneze inicijuoja
kapiliary pazeidimas (i). Tai skatina uzdegima ir autoimuninj procesa(ii), kuris
daro tiesioginj ir netiesioginj poveikj fibroblasty aktyvacijai, esminiam jvykiui
fibrozés vystymesi (iii), miofibroblasty skaicius padidéja ir dél jy pirmtaky
migracijos, ir dél in situ diferenciacijos(iv). Aktyvuoti fibroblastai —
miofibroblastai pazeistame audinyje atlieka dugelj funkcijy vedanciy prie
fibrozés(v). MSC — mezenchiminés kamieminés lgstelés.

Kraujagysliy pazeidimas ir endotelio aktyvacija yra ankscCiausias ir galbut
pirminis jvykis sklerodermos patogenezéje.?

Histopatologiniai kraujagysliy pazeidimo pozymiai stebimi pries
atsirandant fibrozei ar vienam i$ pirmuyjy klinikiniy pozymiy — Raynoud
fenomenui. Kitos su skleroderma susijusios vaskulopatijos iSraiskos yra odos

teleangiektazijos, nagy volelio kapiliaroskopijos radiniai, plautciy arteriné
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hipertenzija, skleroderminio inksto krizés.* Vélesnése sklerodermos stadijose
stebimas ryskus mikrovaskulatiros nepakankamumas pazeistoje odoje ir
vidaus organuose. Kas atsakingas uz pirminj endotelio pazeidimg, tiksliai néra
Zinoma. Egzistuoja keletas, jrodymais pagrjsty, teorijy. Endotelio Igsteliy
pazeidimas gali buti sglygotas granzimy, endoteliui specifisky antikiny,
virusinés infekcijos, uzdegiminiy citokiny, iSemijos/reperfuzijos sglygoty
deguonies radikaly.’

Endotelio paZeidimas sukelia sekg procesy, kurie veda prie sisteminés
sklerozés patogenezés proceso iniciacijos. Pazeidimas sukelia endotelio
aktyvacijg ir disfunkcijg, kuri pasireiskia padidéjusiu kapiliary pralaidumu,
padidéjusia kraujagyslinés lgsteliy adhezijos molekulés-1 (VCAM-1) ir
tarplagstelinés adhezijos molekulés-1 (ICAM-1) ekspresija, padidéjusia
vazoaktyviy mediatoriy sekrecija, apoptoze™®. Aktyvuotos endotelio lastelés
sintetina ir atpalaiduoja endoteling-1, aktyvy vazokanstriktoriy, kuris didina
leukocity adhezijg, kraujagysliy lygiyjy raumeny proliferacija, fibroblasty
aktyvacija. Padidéjusi endotelino-1 koncentracija yra randama SSc pacienty
tiek kraujo plazmoje, tiek bronchoalveoliniame lavaze”?.

Egzistuoja ir kiti endotelio pazeidimo svarbos SSc patogenezéje jrodymai
- Kalifornijos universitete atlikti tyrimai su Davis-200 linijos (UCD-200)
visCiukais parodeé, kad Siame eksperimentiniame modelyje endotelio Igsteliy
apoptozé jvyksta anksciau, nei atsiranda perivaskuliné infiltracija ar ELM
akumuliacija.’ Sie radiniai patvirtinti ir eksperimentiniame modelyje, ir SSc
pacienty odos biopsijose. Autoantiklniai pries EC taip pat turi svarby
vaidmenj SSc patogenezéje. Jy Padidéjusios koncentracijos randamos tiek
UCD-200, tiek SSc pacienty serume.

Dél endotelio bei mikrovaskulatiros pazeidimo persitvarko kraujagyslés:
intima ir medija iSveséja bei adventicijos fibrozuoja, o tai sglygoja

progresuojantj spindio siauréjima ir obliteracija.'® Obliteracija bei
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suintensyvéjusi endotelio Igsteliy apoptozé veda prie rySkaus kraujagysliy
netekimo, stebimo vélyvos sklerodermos pacienty angiogramose.

Kraujagysliy netekimas sglygoja audiniy hipoksijg bei sekancig labai ryskia
VEGF ir VEGFr ekspresija."**?. Paradoksas yra tai, kad nepaisant stipriausiy
proangiogeniniy veiksniy (hipoksijos ir VEGF), sklerodermai budingas
angiogenezés neefektyvumas bei progresuojantis kraujagysliy netekimas.
Vaskulogenezés nepakankamumas gali buti sglygotas ir is kauly Ciulpy kilusiy
CD34+ cirkuliuojanciy progenitoriniy Igsteliy kiekio sumazéjimo bei sutrikusios

juy diferenciacijos j subrendusius endoteliocitus.”**.

4.1.2. Angiogeneze

Angiogenezé — naujos kraujagyslés formavimasis, atsiSakojimas nuo jau
egzistuojancios kraujagyslés. Tai svarbus bei sudétingas procesas,
reikalaujantis koordinuotos jvairiy lgsteliy bei gausybés citokiny veiklos (2
pav.).

Angiogenezé — pakopinis procesas. Pagrindiniai angiogenezés etapai: a)
vazodilatacija ir kraujagyslés sienelés laidumo padidéjimas, kraujagyslés
bazinés membranos degradacija, b) endotelio Igsteliy proliferacija, c)
endotelio migracija, d) tubuliy bei spindZio formavimas ir naujos kraujagyslés

stabilizavimas.
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2 pav. Pirmas angiogenezés Zingsnis yra vazodilatacija ir padidéjes endotelio
laidumas bei padidéjusi didelés molekulinés masés plazmos baltymy, tokiy
kaip fibrinogenas, eksudacija. Po kraujagyslés lygiyjy raumeny Igsteliy
atsiskyrimo (atsikabinimas), vyksta sienelés destabilizacija bei perivaskulinio
jungiamojo audinio degradacija. Tai leidZia pasidauginusioms endotelio
lgsteléms migruoti pagal chemoatraktanty gradientg j hipovaskuliarizuota
sritj. Ten endotelio Igstelés tarpusavyje sgveikauja ir formuoja tubules —
kraujagyslés pirmtakus. Galiausiai mezenchiminés lgstelés diferencijuojasi j
lygiyjy raumany lgsteles ar pericitus, Sios Igstelés apsupa endoteliocitus ir
stabilizuoja naujai suformuotg kraujagysle.

Pirmas angiogenezés Zingsnis yra kraujagyslés vazodilatacija. Siame
procese svarbiausig vaidmenj atlieka VEGF ir NO."> VEGF aktyvina NO sintaze,
padaugéjus intralgstelinio NO lygieji raumenys atsipalaiduoja, o tai leidzia
kraujagyslei iSsiplésti. Kita VEGF funkcija — didinti endotelio Igsteliy
pralaiduma. Tai vyksta del vesico-vakuoliniy organeliy sintezeés. Keletas tokiy
vesico-vakuoliniy organeliy jungiasi j vieng ir formuoja kanalélj, jungiant;j
endotelio lgstelés luminaline ir abluminaliné plazmine membranas. Per
susidariusj kanalélj vyksta plazmos baltimy ekstravazacija. Dalinai

ekstravazacija vyksta ir per tarpendotelines jungtis.™®
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Pries formuojantis naujai kraujagyslés atSakai, sienelés Igstelés turi bati
pasalintos, baziné membrana suskaidyta, perivaskuliné stroma remodeliuota.
Dalyvauja angiopoetinas-2 ir keletas proteaziy, jskaitant plazminogeno
aktyvatorius, chimazes'’, matrikso metalo proteinazes (MMP).'® Tik
suskaidzius bazine membrang ir perivaskulinj jungiamajj audinj, sudaromos
sglygos endotelio Igsteléms judéti j busimo kapiliaro vieta.

Kitas angiogenezés zingsnis yra endotelio proliferacija bei migracija. Tam
reikia daugybés citokiny ir jvairiy veiksniy. Vykstant angiogenezei
proangiogeniniai stimulai nusveria angiostatinius. Angiogeneziniams
faktoriams priskiriamas VEGF, angiopoetinas-1, angiopoetinas-2, PDGF,
chemokinai, TGF-B, FGF (3 pav.). Sie veiksniai ir sukelia endotelio proliferacija
bei migracija. Proliferave endoteliocitai migruoja pagal chemokiny gradienta

per suardytg bazine membrang j remodeliuotg perivaskuline srit;j.
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Angiogeniniai veiksniai

Angiostatiniai veiksniai

aktyvaroiai, adhezijos molekulés, EL
migracija, angiogenezé

Veiksnys I Funkcija Veiksnys I Funkcija

VEGF-Seima Pralaidumas”®, plazminogeno aktyvatoriai1, Endostatinas EL proliferacija,, EL apoptozé,
EL proliferacija, EL apoptozé,, EL EL migracija{/, angiogenzé,,
migracija, angiogenezé MMPs inhibavimas,

FGF-Seima EL proliferacija”?, plazminogeno TGF-B EL proliferacijal,, EL migracija,,

plazminogeno aktyvatoriai,,
TIMPs?, EL apoptozé

Angiopoetinas-1

EL Sakojimasis, kraujagysliy stabilizavimas

Angiopoetinas 2

Kraujagysliy destabilizavimas, EL
apoptozé,

Angiopoetinas-2

EL migracija, EL proliferacija,

TNF-a

EL proliferacijal/, EL apoptozé T,

PDGF

Tubuliy formavimasis, EL ir pericity
proliferacija, kraujagysliy stabilizavimas

Angiostatinas

EL proliferacijal,, EL apoptozéT,
EL migracijaJ,, angiogenzé,

Angiogeninas

EL proliferacija

Angiotropinas

EL migracija, tubuliy formavimas,
angiogenezé

MMPs

ELM degradavimas

NO

Pralaidumas”, EL proliferacija, FGF iSskyrimas

TGF-B Tubuliy formavimas, kraujagysliy stabilizacija, MMPs Angiostatino sintezse T
angiogenezé

TNF-a EL migracija, tubuliy formacija,

EGF EL proliferacija, angiogenezé

CSF EL proliferacija, EL migracija

3 pav. Pagrindiniai angiogeneze stimuliuojantys ir slopinantys faktoriai bei jy
reikSmé angiogenezés procesui.
EL — endotelio Igstelés; ELM — ekstralgstelinis matriksas; NO — azoto oksidas;
VEGF — kraujagyslinis endotelio augimo faktorius; MMPs — matrikso
metaloproteinazés; FGF — fibroblasty augimo faktorius; EGF — epiderminis
augimo faktorius; PDGF — trombocity iSskirtas augimo faktorius; TNF-a —
tumoro nekrozés faktorius a; TGF- — transformuojantis augimo faktorius B;
CSF — kolonijas stimuliuojantys faktorius; TIMPs — audiniy matrikso
metaloproteinaziy inhibitorius.

Endotelio Igstelés, pasiekusios sritj su mazu kraujagysliy tankiu pradeda

formuoti naujajj kapiliarg. Lastelés iSsidésto monosluoksniu bei pradeda

formuoti tubulines struktlras — blsimo kapiliaro pirmtaka ir galiausiai

stabilizuojasi susiformaves kraujagyslés pirmtakas. Aplinkoje esancios

mezenchiminés lastelés migruoja j naujai susidariusig kraujagysle ir

diferencijuojasi j pericitus, esancius bazinéje membranoje, ir lygiyjy raumeny

lasteles, supantias nauja kraujagysle."

Kaip matyti, angiogenezeé sudétingas, daugiapakopis procesas, o citokinai

TGF-B ir PDGF vaidina svarby vaidmenj ne tik fibrozés procese, bet ir

angiogenezéje. Kaip minéta, defektyvi angiogenezé bei angiopatija turi svarby
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vaidmenj SSc klinikoje bei iSeityse. TGF-B ir PDGF blokavimas galéty reiksti tiek
profibroziniy, tiek proangiogeniniy Siy citokiny funkcijy netekimga. Galimas
antiangiogeninis imatinibo poveikis apriboty Sio inhibitoriaus naudojima
klinikinéje praktikoje SSc gydymui. Tokia laboratoriné ir klinikiné patirtis,
kuomet fibrozeés inhibitorius slopina ir angiogeneze, jau Zinoma. Pavyzdziu
galéty bati masy tyrinétas Src kinaziy inhibitorius. Sis projektas placiau

aptartas diskusijy skyrelyje.

4.1.3. Autoimunitetas

Kaip Zinoma, SSc yra sisteminé autoimuniné liga. llgg laikg uzdegimas bei
autoimunintetas laikyti svarbiausiu SSc patogenezés momentu. Pastaruoju
metu klinikinéje praktikoje atsirado stipriu prieSuzdegiminiu efektu
pasizyminciy preparaty. Deja, Sie preparatai nepadaré pazangos gydant
skleroderma. Turbit todél pastaruoju metu uzdegiminis SSc komponentas
sulaukia mazesnio tyréjy démesio.

Sisteminés sklerozés patogenezéje svarbos turi tiek jgimtas, tiek jgytas
imunitetas. Ankstyvoje stadijoje stebima leukocity aktyvacija, tiek pazeistame
audinyje, tiek periferiniame kraujyje, o tai ir daro tiesioginj poveikj audiniy
pazeidimui. Perivaskuliniai infiltratai, daugiausia yra CD3+ ir CD4+
mononuklearinés lgstelés, turincios aktyvacijos Zymenis CD45, HLA-DR ir IL-2
receptorius bei sekretuojancios profibrotinius citokinus ir chemokinus.® T
lasteliy Zymenys leidZia jtarti oligoklonine aktyvacija??, taciau néra Zinoma ar
Sie klonai aktyvuoti nespecifiskai (citokinais, chemokinais), ar specifiskai
(nezinomas antigenas, virusas). Taip pat matyti disbalansas tarp Thl ir Th2
iSskiriamy citokiny. Sklerodermos pacientams vyrauja Th2 iSskiriami
citokinai.?**

Daugumos sisteminés sklerozés pacienty kraujyje randami itin specifiski

autoantiktnai. Stebima stipri antikliny ir ligos pasireiskimo, jy koncentracijos
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ir ligos aktyvumo asociacija. ** Autoantikiiny sinteze paaiskina keletas teorijy:
tai molekuliné mimikrija, Iétiné B Igsteliy aktyvacija bei padidéjusi
autoantigeny ekspresija.”> Nors autoantiknai itin svarbas sklerodermos
diagnostikoje, daugumos jy patogenetiné reikSmée islieka neaiski, nors kai
kuriy autoantiktny reikSmé SSc yra Zinoma. Fibroblastams, endoteliui ir PDGF
specifiski autoantikunai gali tiesiogiai aktyvuoti endoteliocitus ar fibroblastus,
taip prisidedant prie audiniy pazeidimo. Pvz. endoteliui specifiski
autoantikuniai sukelia adhezijos molekuliy ekspresija, o antikunai prieS PDGF

jungiasi PRGF receptoriumi, taip sukeldami kolageno geny aktyvacija.*®*"*®

4.1.4. Fibrogenezé

Audiniy fibrozé — svarbiausia sisteminés sklerozés patogenezés grandis.
Ji ypat idreikita difuzinés sisteminés sklerozes atveju.”® Progresuojantis
normalios audiniy architektiros keitimas kolagenu turtingu ekstralgstelinio
matrikso, veda prie pazeisty organy funkcijy sutrikimo. Fibrozé ryskiausiai
pazeidZia odg, plaucius, gastrointestinalinj trakta, Sirdj, sausgysles ir raiscius.
Perivaskuliné fibrozé irgi gana placiai iSreiksta, o tai prisideda prie vaskuliniy
SSc manifestacijy. Dél minéty organy pazeidimo atsiranda sudétinga klinika
bei mirtis.

Ekstralgstelinj matriksg sudaro Igstelinis bei jungiamojo audinio
komponentai. Jungiamasis audinys susideda is kolageno, proteoglicany,
fibrilino ir adhezijos molekuliy.®® Ekstralastelinis matriksas atlieka ir
rezervuaro vaidmenj, tokiems citokinams kaip TGFB, CTGF, taip dalyvaudamas
mezenchiminiy lasteliy diferenciacijoje, funkcionavime, gyvybingume.
Perteklinis jungiamasis audinys kaupiasi dél padidéjusios jo sintezés

fibroblastuose, kurie aktyvuojami autokrininiu ar parakrininiu budu, bei dél
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lgstelé-lgstelé ar Igstelé-ELM sgveikos. Sutrikusi jungiamojo audinio
degradacija taip pat prisideda prie ELM kaupimosi.*

Gausiausias jungiamojo audinio komponentas yra kolagenas. Kolageno
molekuliy Seimai priklauso 20-30 strukturiniy baltymy, dalyvaujanciy organy
vystymesi, augime, diferenciacijoje.

Fibroblastas — svarbiausia fibrogenezés procese dalyvaujanti lgstelé.
Trombocity, endotelio, uzdegiminiy Igsteliy iSskirti tirpus mediatoriai skatina
fibroblastus iSskirti kolageng ir kitas jungiamojo audinio makromolekules,
remodeliuoti aplinkinj jungiamajj audinj, iSskirti augimo faktorius,
diferencijuotis j miofibroblastus.>* Tai leidZia fibroblastams dalyvauti
efektyviai gyjant Zaizdoms. Normaliomis aplinkybémis fibroblastams bidinga
savireguliacija, bet patologinémis sglygomis gali jsivyrauti nuolatiné
fibroblasty aktyvacija. Neadekvati fibroblasty aktyvacija ir sukuria sglygas
audiniy fibrozei sklerodermos metu. Prie perteklinés jungiamojo audinio
sintezés prisideda ir fibroblasty proliferacija, ir migracija, bei kity
mezenchiminiy Igsteliy in situ diferenciacija, taip pat mezenchiminiy
progenitoriniy lasteliy antpladis i cirkuliacijos.*” Fibroblastai diferencijuojasi j
miofibroblastus veikiant TGF-B. Lygiyjy raumeny alfa aktino (a-SMA) buvimas
yra miofibroblstus skiriantis ir diferencijuoti leidziantis bruozas.*®

ELM sintezé priklauso nuo parakrininio/autokrininio tirpiy mediatoriy
poveikio, tarplasteliniy rysiy, hipoksijos, fibroblasty kontakto su aplinkiniu
ELM.>* Tarp daugybes fibrogenezés procese dalyvaujanciy citokiny TGF-B
laikomas svarbiausiu Sio proceso reguliatoriumi. TGF-B dalyvauja tiek
fiziologinéje (Zaizdy gyjimas, audiniy reparacija), tiek patologinéje (randas)
fibrogenezéje.40 Be to, TGF-B dalyvauja ir audiniy atsinaujinime,
angiogenezéje, imuninés sistemos reguliacijoje, Igsteliy proliferacijoje bei
diferenciacijoje.> $j citokina iéskiria trombocitai, monocitai/makrofagai, T
Igstelés ir fibroblastai. Dauguma Siy lgsteliy turi specifinj pavirSiaus receptoriy

Siam citokinui ir sekretuoja TGF-B kaip latentinj kompleksg, kuris
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inkorporuojamas j ekstralgstelinj matriksg, dalinai dél jungimosi su fibrilinu-
1.%° TGF-B sukeliamas efektas Iastelei priklauso nuo mikroaplinkos ir nuo
pacios Igstelés. Mezenchiminése lgstelése TGF-B veikia kaip profibrotinis
stimulas, didinantis kolageno sinteze, Igsteliy proliferacijg, migracijg, adhezija
ir diferenciacija j miofibroblastus.**

TGF-B jungimasis prie receptoriaus TGF-B RIl paleidzZia intralgstelinio
signalo perdavimo kaskada bei veda prie geno-taikinio indukcijos.?’ Egzistuoja
klasikinis (kanoninis) bei alternatyvusis intralgstelinio signalo perdavimo keliai.

Klasikinis yra nuo transkripcijos faktoriy — Smad Seimos priklausomas
kelias. Signalas perduodamas fosforilinant TGF-B receptoriy (dar vadinama
ALK5) — transmembranine serintreoninkinaze, kuri savo ruoztu fosforilina
Smad 2 ir Smad 3 (4 pav.). Tai leidZia jiems sudaryti kompleksg su Smad 4 ir
translokuotis is citoplazmos j branduolj. Branduolyje kompleksas, jungdamasis
su transkripcijos kofaktoriais, indukuoja geno transkripcijg. Taip indukuojami
kolageno |, plazminogeno aktyvatoriy inhibitoriaus 1, a-SMA ir CTGF genai. Sj,
nuo Smad priklausomg, procesg glaudziai reguliuoja endogeniniai inhibitoriai,

tokie kaip Smad 7.3%°®
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4 pav. Profibrotinio TGF- signalo perdavimas nuo Smad priklausomu keliu.
ELM vaidina TGF-B sandélio vaidmenj, kur Sis citokinas yra neaktyvioje
formoje sujsijunges su latentinj TGF-B risanciu proteinu (LTBPs). Aktyvuotas
TGF-B jungiasi su Igstelés pavirsiaus receptoriais ir paleidZia nuo Smad
priklausomg signalo perdavimo kaskada. Aktyvis Smad kompleksai kaupiasi
branduolyje, bei kartu su koaktyvatoriais inicijuoja geno transkripcija.
Inhibitorius Smad 7 blokuoja Smad 2,3 fosforilinimg, bei tolesnj signalo
perdavima.

Nuo Smad priklausomas signalo perdavimo kelias laikomas klasikiniu, taciau
egzistuoja ir alternatyvus — nuo Smad nepriklausomas kelias.>* Nuo Smad
nepriklausomame signalo perdavime dalyvauja jvairus intralgsteliniai
fermentai, tai proteinkinazés, lipidkinazés (5 pav.). Neseniai atlikti tyrimai
parodé vienos i$ tirozinkinaziy — Abelsono kinazés (c-Abl) svarbg nuo TGF-B
priklausomame profibrotiniame fibroblasty aktyvavime4°. Sie, nauijieji, signalo

perdavimo keliai sgveikauja ir tarpusavyje, ir su klasikiniu, nuo Smad

priklausomu, TGB-f intralgsteliniu signalo perdavimo budu.
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5 pav. Profibrotinio TGF-f signalo perdavimas nuo Smad nepriklausomu keliu.
Nuo Smad nepriklausomu keliu vyksta Igsteliy proliferacijos, citoskeleto
organizacijos, ELM sintezés, bei apoptozés reguliavimas. Lipidkinaziy ir
proteinkinaziy aktyvinimas veda prie transkripcijos faktoriy aktyvinimo bei
geno ekspresijos reguliavimo. Sie signalo perdavimo keliai gali susilieti su
kanoniniu signalo perdavimu ar veikti nepriklausomai nuo Smad.

Kitas svarbus, fibrogenezéje dalyvaujantis, citokinas yra PDGF. §j citoking
sintezuoja makrofagai, endotelis, fibroblastai, taip pat iSskiria ir trombocitai.
PDGF yra mitogenas bei chemoatraktantas fibroblastams ir pasizymi stipriu
profibrotiniu veikimu. Jis indukuoja kolageno, fibronektino, proteoglikany
sinteze, vercia fibroblastus sintetinti TGF-B, monocity chemoatraktantg
proteingl (MCP-1), IL-6. PDGF ir jo receptoriy kiekis yra padidéjes
skleroderminiuose fibroblastuose, bei pazeistame audinyje*’, taip pat
sklerodermos pacienty bronchoalveoliniame skystyje*’. Antikanai prie$ PDGF

receptoriy randami skleroderma serganciujy kraujyje. Sie antikiinai aktyvuoja



PDGF receptorius bei sukelia profibrotinj efekts. Yra dvi PDGF receptoriy rasys
— PDGF receptorius A ir B. Abiejy PDGF receptoriy intralgstelinés dalys yra
vienodos ir sudarytos i$ j imunoglobulinus panasiy baltymy bei fermento

tirozinkinazés.

4.2. Imatinibo mezilatas

Disertacijoje nagrinéjamas imatinibo mezilatas yra tirozinkinazes
inhibitorius. Jis jungiasi prie Abelsono kinazés (c-Abl) ATP kiSenés, taip
blokuodamas fermento aktyvuma. Todél Sios kinazés substratas neverciamas
produktu ir taip iSjungiama profibrotiné TGF-B funkcija. Be to, imatinibo
mezilatas blokuoja ir PDGF receptoriy tirozinkinaze (6 pav.), taip blokuojamas

PDGF citokino intralgstelinis signalo perdavimas.

substratas

Imatinibo
mezilatas

6 pav. PDGF receptoriaus schema. Matyti, kaip imatinibo mezilatas jungiasi
prie receptoriaus kinazés ATP kiSenés, taip sustabdydamas fermento
aktyvumag, bei tolesnj signalo perdavima.

Taigi, imatinibas selektyviai blokuoja dviejy sklerodermos patogenezéje
svarbiausiy citokiny profibrotines funkcijas. Nors klinikinéje praktikoje pradéti
sekmingai taikyti prostaciklino grupés preparatai, endotelino receptoriy
antagonistai, taciau vis dar islieka bazinés terapijos, veikiancios patj fibrozés
procesg, stygius. Imatinibo mezilatas dél savo antifibrotinio poveikio ir galéty

uzpildyti Sig spraga.
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5. Metodai

Metody schema

S
\ 4

5.1. Bendrieji metodai in vivo:

5.4. Bendrieji metodai in vitro:

5.1.1. Bleomicino odos fibrozés modelis
5.1.2. Susiformuotos Bleo fibrozés modelis

5.1.3. Tsk-1 modelis

5.1.4. Preparaty paruosimas

5.4.1. Lasteliy kultdra

5.4.2. Inkubacija su imatinibo mezilatu

= 5.2.Apoptozés eksp.: dazymas
TUNEL metodu

=P 5.3. Fibrozés eksperimentai:

5.5. Baziniy funkcijy eksperimentai:

5.5.1. Apoptozeés:1) kaspazés-3
2) aneksino-5

5.5.2. Gyvybingumo: 1) proliferacijos
2) MTT

5.5.3. Aktyvacijos/paZeidimo: PGR

5.3.1. Histologiné odos/paodzio
storio analizé

5.3.2. Miofibroblasty nustatymas
imunohistochemijos metodu

A 4

5.6. Angiogenezés etapy eksperimentai:

5.6.1. Proliferacijos: proliferacijos

5.6.2. Migracijos: 1) ,,Brézio”
2) Chemotaksio

6.3. Kapiliary morfogenezés
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5.1. Bendrieji metodai in vivo

5.1. Eksperimentiniai sisteminés sklerozés modeliai

Iki Siol nesukurta eksperimentinés sklerodermos gyviny modelio, kuris
atspindeéty visus Sios ligos aspektus ir tikty antifibroziniy medziagy
efektyvumui jvertinti. Zinomiausi yra bleomicino sukeltos odos fibrozés, peliy
Tsk-1 mutacijos, transplanto prie$ Seimininkg, TGF-B injekcijos sukeltos odos
fibrozés, UCD-200 linijos visc¢iuky modeliai. Kiekvienas modelis turi savy
trukumy ir privalumy. Praktiniame laboratoriniame darbe dazniausiai
naudojami laboratoriniy peliy modeliai.

Peliy transplanto pries$ Seimininkg (Graft versus host) ligos modelis
pasizymi iSreikSta odos fibroze, odos riebalinio audinio netekimu, paodzio

344 8io modelio naudojima riboja

atrofija, odos uzdegimine infiltracija.
sudétingumas bei mazas peliy iSgyvenamumas. TGF-f injekcijos sukeltos odos
fibrozés modelis pasizymi iSreikSta odos fibroze, miofibroblasty skaiciaus

454 §io modelio trakumas — TGF-B kastai.

padidéjimu.
Siame darbe buvo naudoti bleomicino sukeltos odos fibrozes, Tsk-1
mutacijos bei modifikuotas bleomicino sukeltos suformuotos odos fibrozés

modeliai.

5.1.1 Eksperimentinis bleomicino sukeltos odos fibrozés modelis

Eksperimentinis bleomicino sukeltos odos fibrozés modelis — klasikinis,
daZniausiai naudojamas sisteminés sklerozés modelis.

Seniai Zinoma, jog parenteralinis bleomicinas sukelia odos bei plauciy
fibroze. Histologiskai stebimi audiniy architektlros pokyciai, mononukleariné
infiltracija, fibroblasty akumuliacija, bei ilgainiui iSsivystanti audiniy

fibroze.**®
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Egzistuoja keletas mechanizmuy, aisSkinanciy profibrotinj bleomicino
efekty. Tai uzdegiminés infiltracijos sglygota fibrozé, paciy eksperimentiniy
gyvuny polinkis fibrozei, radikaly sukelta fibrozé. Né vienas minétas
mechanizmas bleomicino sukeltos fibrozés visiskai nepaaiskina. Tai leidzZia
jtarti, kad egzistuoja mums dar nezinomi bleomicino sukeltos fibrozés
mechanizmai.

Plauciy parenchimos infiltracija uzdegiminémis Igstelémis parodo, jog
fibrozeé iSsivysté ir dél Igstelinio imuniteto. Taciau fibrozés iSsivystymas
atyminiy peliy plauciuose rodo, kad Siuo atveju imuninis atsakas néra
vienintelis veiksnys.*® Taigi plautiy fibrozés i$sivystyme uzdegimas néra
vienintelis profibrotinis stimulas.

Yamamoto et al jrodé, jog vietiné bleomicino injekcija sukelia kolageno
kaupimasi bei uzdegimine infiltracijg odoje, infiltracijg bei fibroze plauciuose,
ANA ir padidéjusia TGF-B sinteze.>® Siuo atveju odos fibrozé yra nuo T-Iasteliy

51,52

priklausoma. Taciau firbrozés lygis yra priklausomas nuo eksperimentiniy

>>26 Taigi vien uzdegimo

peliy linijos>>* ir yra genetikai determinuotas.
buvimas neapsprendzia fibrozés lygio, tam reikSmeés turi ir genetiniai faktoriai.

Yamamoto et al parodé jog bleomicinu veikty gyviny odos fibrolastuose
yra padidéjusi lygiyjy raumeny alfa aktino (aSMA) ekspresija, o tai rodo jy
transformacija j miofibroblastus.”” Fibroblasty proliferacija skatina didelés,
mononukleary iSskirty tirpiy faktoriy (PDGF, bFGF, TGF-B, IL-1, IL-6),
koncentracijos.>®

Fermentas superoksido dismutazé ryskiai sumazino odos fibrozés lygj, o
tai taip pat parodo laisvyjy radikaly vaidmenj bleomicino sukeltoje odos
fibrozeje.>

Taigi bleomicino sukeltos odos fibrozés modelis savo uzdegiminiu

komponentu primena ankstyva sistemine skleroze, nes ankstyvose sisteminés

sklerozés stadijose matyti audiniy uzdegiminé infiltracija bei padidéjusi
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uzdegimo mediatoriy koncentracija. Vélesnése sklerodermos stadijose tiek
uzdegiminé infiltracija, tiek citokiny koncentracija ryskiai mazéja.
Eksperimentuose odos fibrozé buvo sukelta vietinémis bleomicino
injekcijomis 6 savai¢iy DBA linijos peléms.®° Bleomicinas tirpintas 0,9 % NaCl
tirpale, gauta 0,5mg/ml koncentracija. Bleomicinas j paodj leistas kas antrg
dieng, 24 dienas, j apibréztg odos zong laboratorinés pelés nugaros virsuje (7

pav.).

7 pav. Vietiné bleomicino injekcija pelei. Bleomicinas nuolat leidZziamas j
apibréztg odos zong pelés nugaroje. Odos méginiai imami tik i$ apibréztosios
zonos.

Dvi laboratoriniy peliy grupés veiktos imatinibo mezilatu. Imatinibas
tirpintas 0,9 % NaCl ir kartg per dieng leistas j pilvaplévés ertme(dozés 50
mg/kg/d ir 150 mg/kg/d). Imatinibas ir bleomicinas pradéti leisti vienu metu.
Eksperimento struktura bei injekcijy schema parodyta 8 pav. Pirmos grupés
peléms, kurios neveiktos imatinibo mezilatu, j pilvaplévés ertme leistas
fiziologinis tirpalas. Po 24 dieny laboratoriniams gyvinams jvykdyta CO,

asfiksija. Kiekvienoje grupéje buvo po 6 peles, is viso 18 peliy.
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G SRS S B! N W—

Grupe 3 Bleo + Imatinibas 150 mg/ki/d L
pes | T T I

8 pav. Bleomicino sukeltos fibrozés eksperimento dizainas.

Bleo — bleomicinas; DBA — DBA linijos pelés.
Siy peliy odos méginiai naudoti vertinant imatinibo mezilato poveikj endotelio

Igsteliy apoptozei in vivo — TUNEL metodu tyrimuose (aprasyta metody 5.2

skyriuje).

5.1.2. Eksperimentinis bleomicino sukeltos suformuotos odos fibrozés modelis

Norédami istirti imatinibo mezilato poveikj suformuotai fibrozei,
modifikavome bleomicino sukeltos odos fibrozés model;j taip, kad imatinibo
mezilatas buty leidZziamas peléms, odos fibrozei jau susiformavus.
Eksperimentuose odos fibrozé buvo sukelta 6 savaic¢iy amziaus DBA linijos
peléms, j apibréztg odos zong laboratorinés pelés nugaros virSuje leidziant,
kaip aprasyta ankstesniame skyriuje. Eksperimento struktira bei injekcijy

schema parodyta 9 pav.
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9 pav. Bleomicino sukeltos suformuotos fibrozés eksperimento planas.
DBA — DBA linijos pelés

Siekiant jvertinti imatinibo mezilato poveikj susiformavusiai fibrozei, 5
grupés peléms 6 savaites leistas bleomicinas ir lygiagreciai, paskutines 3
savaites, j pilvaplévés ertme, leista po 150 mg/kg/d imatinibo mezilato. Tai
reiskia, jog imatinibas pradéjo veikti, kai jau egzistavo odos fibrozé atsiradusi
per pirmas tris bleomicino leidimo savaites. Kad baty iSmatuotas jau
egzistavusios odos fibrozés lygis, 2 grupés eksperimentinéms peléms 3
savaites leistas bleomicinas. Jy odoje egzistavo tokio lygio fibrozé, kaip ir 5
grupés peliy, pries pradedant pastarosioms leisti imatinibo mezilatg. Trecios
grupés eksperimentinéms peléms 3 savaites leistas bleomicinas ir kitas 3
savaites — fiziologinis tirpalas. Jy oda vertinta dél galimos spontaninés fibrozés
regresijos. Ketvirtos grupés eksperimentinéms peléms 6 savaites leistas
bleomicinas. Pirmos ir SeStos grupiy peléms j odg leistas fiziologinis tirpalas,
Sios, kontrolinés, grupés naudotos vertinant bleomicino poveikj odos storiui.
Visoms 4 ir 6 grupiy eksperimentinéms peléms, kurios neveiktos imatinibo

mezilatu, j pilvaplévés ertme leistas fiziologinis tirpalas.
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5.1.3. Tsk-1 mutacijos odos fibrozés modelis

Jvertinti imatinibo mezilato efektyvumg nuo uzdegimo maziau
priklausomame sisteminés sklerozés modelyje, nei bleomicino sukelta odos
fibrozé, buvo pasirinktas storos odos (tight skin — Tsk-1) modelis.

Dél fibrilino 1 geno mutacijos heterozigotinéms Tsk-1 peléms budingas
padidéjes odos ir poodzio storis. Oda bei poodis yra tvirtai suauge su poodiniu

6162 §i mutacija jvyksta spontaniskai ir yra

bei giliuoju raumeniniu sluoksniu.
dominantiné.®® Esant $iai mutacijai homozigotiniai embrionai Zista 8-10
gestacijos diena. Fibrilinas-1 yra mikrofibriliy komponentas ir randamas
daugumoje organy. Jis atlieka svarby vaidmenj tarplgstelinio matrikso
sintezéje. Egzistuoja keletas teorijy aiskinanciy Tsk-1 mutacijos ir peliy
fenotipo rys;j:

1. Si mutacija turi jtakos nuo Ca** priklausomai proteino-proteino
sgveikai, tai veikia kolageny skaiduly formavimasi

2. Fibrilinas dalyvauja tropoelastinui virtant elastinu, Tsk-1 pelése
nustatomas elastiniy skaiduly pagauséjimas

3. Mutaves fibrilinas-1 sujungia/deponuoja daugiau svarbiausio
profibrotinio citokino — TGF-B.**

Tsk-1 yra sisteminis sklerodermijos modelis. Jam budingas plauciy bei
Sirdies pakenkimas, taciau ne vaskulopatija. Plauciy pakenkimas primena
emfizema bei fibroze ®, $irdyje stebima hipertrofija bei fibroze.*®

Eksperimente Tsk-1 pelés kryZzmintos su pa/pa pelémis, kuriy recesyvinis
pa genas lemia blysky peliy kailj, bei raudonas akis. Kadangi fibrilino-1 genas
susijes su pa genu, atsivestos naujos pelytés, turincios mutacijg, nesudétingai
atskiriamos pagal jy fenotipga. Visoms heterozigotinéms Tsk-1 mutacijg
turin¢ioms peléms (Tsk-1/pa) badingas juodas kailis ir juodos akys. O

homozigotinés (pa/pa) pelés Tsk-1 mutacijos neturi (10 pav.).
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10 pav. Tsk-1 mutacijg turinti (kairéje) ir pa/pa (desinéje) pelés.

Pa genas lemia tik kailio spalvg, o odos fiziologijos ar fibrogenezés

nekeicia. Eksperimentas atliekamas su heterozigotinémis Tsk-1/pa pelémis,

kurios paprastumo délei vadinamos - Tsk-1. Homozigotinés pa/pa pelés

naudojamos kontrolei. 0,9 % NaCl imatinibo tirpalas kartg per parg (150

mg/kg/d) leistas j pilvaplévés ertme. Analizuotos trys peliy grupés, is viso 27

pelés. Eksperimento planas parodytas 11 pav.

Laikas savaitémis ] 2 = f = {3 8 5
O (ossfoiin il ittt T
R Y Y N S S S
pafpa | I | I N Ta ________ [ — S I'T

11 pav. Tsk-1 mutacijos eksperimento planas

Pirmos Ggupés Tsk-1 peléms j pilvaplévés ertme leista 150 mg/kg/d

imatinibo mezilato dozé, 2 grupés Tsk-1 peléms j pilvaplévés ertme leistas

fiziologinis tirpalas. Trecios grupés pa/pa peléms ( kontroliné grupé), taip pat

leistas fiziologinis tirpalas. Imatinibas bei fiziologinis tirpalas pradétas leisti 5

savaiciy peléms, leistas 6 savaites.
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5.1.4. Preparaty ruosimas

Bleomicino sukeltos odos fibrozés modeliuose méginiams imta oda i$
apibréztos zonos, laboratorinés pelés nugaros virsuje, kur buvo leidziamas
bleomicinas.

Tsk-1 modelio eksperimentuose dalyvavusiy peliy méginiams oda imta
irgi iS pelés nugaros virsaus.

Odos méginiai buvo fiksuoti 10 % buferiniame formalino tirpale ir jlieti j
parafing. Pjaustyti 5 um storio pjlviais. Paruosti méginiai naudoti

histocheminiams, imunohistocheminiams ir tyrimams TUNEL metodu.

5.2. Apoptozés eksperimentai in vivo - tyrimas galinés

deoksinukleotidiltransferazés deoksiuridintrifosfato liekanos Zzymeéjimo

(TUNEL) metodu

Imatinibo mezilato poveikj endotelio Igsteléms vertinome ne tik in vitro,
bet ir bleomicino sukeltos odos fibrozés modelyje peléms, kurios buvo veiktos
imatinibu. Todél pelés, gavusios bleomicino injekcijas, bet imatinibu
neveiktos, pasirinktos kaip kontrolé.

Formaline fiksuoti ir j parafing jlieti bleomicinu veiktos peliy odos
meginiai naudoti apoptoziniy lgsteliy kiekiui nustatyti. Eksperimente naudoti
bleomicino sukeltos fibrozés modelio peliy odos méginiai (bet ne Bleo
sukeltos suformuotos fibrozés). TUNEL eksperimentas atliktas pagal gamintojo
rekomendacijas, naudojant In Situ Cell Death Detection Kit® (Roche,
Vokietija). TUNEL yra patikimas metodas DNR fragmentacijai nustatyti.

Vykstant lgsteliy apoptozei aktyvuojamos nukleazés, kurios branduolio
DNR skaldo j 200 baziy ilgio fragmentus. Vykstant DNR degradacijai,
atsidengia dideli kiekiai 3‘-hidroksilo liekany. Sios hidroksilo grupés yra
substratas fermentui — galinei deoksinukleotidiltransferazei (TdT), kuri

prijungia dezoksiribonukleotidines bazes atsitiktine tvarka. ] TdT reakcija
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pridéjus fluoresceinu Zyméto 2'-deoksiuridino 5’-trifosfato (fluoresceinas-
dUTP) pazymimos DNR fragmentacijos vietos. ]| DNR jstacius fluoresceino-
dUTP kompleksg pastarasis vizualizuotas atliekant standartinj
imunohistochemijos eksperimentg, panaudojus antiklnus pries fluoresceing.

Eksperimente vertinti peliy, veikty bleomicinu bei imatinibo mezilatu(
dozémis 50 mg/kg/d arba 150 mg/kg/d) odos méginiai. Peliy, veikty tik
bleomicinu, odos méginiai naudoti kaip kontroliné grupé.

Dazyti méginiai fotografuoti naudojant Nikon Eclipse 80i mikroskopa.
Kiekvienas méginys fotografuotas trijose vietose. Siuo metodu i$ry$kinamos
visos apoptozinés Igstelés. Nuotraukose skaiciuoti tik nusidaze kapiliarai
(struktdros su spindZiu ar matomu eritrocitu viduje).

Skaiciuoti kiekvieno méginio trijy nuotrauky kapiliarai bei apskaiciuoti

meéginio nusidaziusiy kapiliary vidurkiai.

5.3. Fibrozés analizés eksperimentai in vivo

5.3.1. Histologiné odos/poodZio storio analizé

Audinio struktdros iSrySkinimui odos pjaviai dazyti hemalaunu ir eozinu.
Atlikus deparafinizacijg pjuviai plauti, 5 min. dazyti hemalaunu, pakartotinai
plauti, dazyti eozinu dar 5 min. Po pakartotinio plovimo vandeniu skaidrés
dehidruotos 70 %, 96 % ir 100 % etanoliu ir skaidrintos ksilolu pries
padengiant jas stikleliu.

Dazyti méginiai fotografuoti naudojant Nikon Eclipse 80i mikroskopa.
Odos storis matuotas vertinant maksimaly atstumga tarp epidermio-dermos
jungties ir dermos-poodzio riebalinio sluoksnio.

Analizuoti kiekvienos pelés 4 odos pjuviai. PoodZio storis vertintas
matuojant poodZio jungiamojo audinio (po panniculus carnosus) storj

keturiuose odos pjuviuose.
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5.3.2. Miofibroblasty nustatymas imunohistochemijos metodu

Miofibroblastai vizualizuoti atlikus lygiyjy raumeny alfa aktino dazymus
(aSMA). aSMA yra randamas arterijy/aortos lygiyjy raumeny lastelése,
miofibroblastuose ir su karcinomom susijusiuose fibroblastuose.

Odos pjuviai deparafinizuoti ksilolu, 100 %, 96 % ir 80 % etanoliu, plauti
fosfato buferiniu fiziologiniu tirpalu (Phosphate Buffered Saline — PBS).
Endogeninés peroksidazés aktyvumas blokuotas (kadangi antriniai antiktnai
konjuguoti su peroksidaze) preparatus inkubuojant 15 min. vandenilio
peroksido 3 % PBS tirpale, plauta PBS. Serumu blokuota inkubuojant
preparatus 60 min. su 5 % galvijy serumo albuminu. Preparatai 2 h, kambario
temperaturoje inkubuoti su pirminiais — monokloniniais anti aSMA antiklnais
(klonas 1A4 Sigma-Aldrich, Vokietija). Su antriniais — ozkos pries triusj
peroksidaze Zymeétais antiktnais (Dako, Vokietija) preparatai inkubuoti 30
min. kambario temperaturoje.

Vizualizacija atlikta naudojant 3,3-diaminobenzidino tetrahidrochloridg
(Sigma-Aldrich).

Eksperimente naudoti Tsk-1 peliy odos pjuviai. Miofibroblastai skaiciuoti
kiekvieno meéginio trijose nuotraukose. Tsk-1 peliy, veikty imatinibo mezilatu,
preparatai lyginti su Tsk-1 peliy, negavusiy imatinibo, ir pa/pa linijos peliy

odos preparatais.
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5.4. Bendrieji metodai in vitro

5.4.1. Lasteliy kultira

Zmogaus smulkiy kraujagysliy endotelio Igsteliy naudojima
eksperimentuose riboja Siy Igsteliy apsunkintas iSskyrimas, sudétingos augimo
in vitro salygos, trumpa gyvavimo trukmé. Todél eksperimentuose buvo
naudotos ilgaamzés Zzmogaus mikrovaskulinés endotelio Igstelés
(Immortalized human microvascular endothelial cells — HMEC-1), iSskirtos is
Zmogaus odos, plauciy, kepeny.

Sios Igstelés imortalizuotos perkeliant j jas dalj polyomos viruso SV40
genomo. Tai suteikia Igsteléms ypatingy savybiy — po 50 pasazy HMEC-1
nerodo senéjimo pozymiy, tuo tarpu normalios endotelio lgstelés pradeda
senti po 8—-10 pasazy. Tai labai palengvina darbg su Siomis lgstelémis.

Nors ir prailginto amziaus HMEC-1 lgstelés sugeba islaikyti
mikrovaskuliniy endoteliniy lgsteliy charakteristikas. HMEC-1 turi tipingg
endoteliocity morfologija, kultlroje auga monosluoksniu, ekspresuoja ir
sekretuoja von Willebrand's faktoriy, kultivuojamos ant Matrigelio formuoja
tubules. HMEC-1 auga ir be Zmogaus serumo, ekspresuoja tik endoteliui
budingas ir adhezijos molekules.

Disertacijoje apraSomame projekte HMEC-1 kultivuotos Dulbecco
modifikuotoje Eagle‘o terpéje (Dulbecco’s modified Eagle's medium — DMEM)
su 10 % karsciu inaktyvuoto embrioninio galvijy serumo (fetal calf serum —
FCS), 25 mM HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfoniné rigstis),
100 U/ml penicilino, 100 pg/ml streptomicino, 2 mM L-glutamino ir 2,5 pg/ml

amfotericino B (Invitrogen, Karlsruhe, Vokietija).

5.4.2. Inkubacija su imatinibo mezilatu

Su imatinibo mezilatu HMEC-1 buvo inkubuojamos naudojant skirtingy

koncentracijy tirpalus (nuo 0,001 iki 1,0 pg/ml). Vertinant tiek trumpos, tiek
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ilgos inkubacijos poveikj endoteliui, Igstelés inkubuotos jvairiuose tyrimuose
nuo 24 iki 96 h. Minétosios koncentracijos atitinka imatinibo mezilato
koncentracijas |étine mieloleukemija serganciy pacienty kraujo plazmoje.
Naudojant 400 mg tabletes, po 24 h vidutiné Zmoniy plazmos koncentracija

yra 0,72 pg/ml.

5.5. Endotelio baziniy funkcijy eksperimentai in vitro

5.5.1. Apoptozés eksperimentai

5.5.1.1. Kaspazés-3 aktyvumo eksperimentas

Kaspazés Seimos proteazés yra identifikuotos kaip esminiai, sudétingy su
apoptoze susijusiy procesy, mediatoriai. IS jy kaspazés-3 — svarbiausio Sios
Seimos atstovo — atsirades aktyvumas reiskia neiSvengiamai jvyksiancia
apoptoze.

Kaspazés-3 aktyvumas buvo nustatytas naudojant ,,EnzChek® Caspase-3
Assay Kit (R-35100)“. Sis eksperimentas paremtas nefluorescuojancio
rodamino-110 bis-N-CBZ-L-aspartyl-L-glutamyl-L-valyl-L-aspartato ragsties
amino (Z-DEVD-R110) skaidymu j fluorescuojantj rhodaming-100. Skaidyma
atlieka j kaspaze-3 panasios proteazés. Fluorescencijai matuoti naudotas
skaiciuoklis Tecan GENios Microplate Fluorescence Reader® (Tecan, Salzburg,
Austrija). Fluorescencija matuota 485 nm bangy ilgyje. Eksperimente naudoti
HMEC lIgsteliy, 24 h inkubuoty su imatinibo mezilatu nuo 0.001 iki 1.0 pg/ml,
lizatai. Tik DMEM terpéje, be imatinibo, inkubuotos lgstelés naudotos kaip
kontroliné grupé. Su dimetilsulfoksidu (DMSO) inkubuotos Igstelés naudotos

kaip eksperimento neigiama kontrolé.

5.5.1.2. Apoptotiniy endotelio lasteliu, dazyty aneksinu V, kiekio skaiciavimas

Gyvybingoje Igsteléje membranos fosfolipidas fosfatidilserinas yra

vidinéje plazminés membranos puséje. Sio fosfolipido palaikymas lastelés
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viduje yra aktyvus ir energijos reikalaujantis procesas. Apoptotinése Igstelése
jvyksta membranos fosfolipido fosfatidilserino translokalizacija i vidinés
pusés j iSorine plazminés membranos puse, kur jis tampa pasiekiamu
aneksinui V.

Aneksinas V yra (veikia tik Ca®* turin¢ioje terpéje) fosfolipidus ridantis
baltymas, turintis didelj afinitetg fosfolipidui fosfatidilserinui, todél
naudojamas nustatant apoptoze. HMEC buvo dazytos izothiocyanatu Zzymétu
aneksinu V (BD Bioscience, Heidelberg, Vokietija). Dazymas aneksinu V be Ca**
buvo naudotas foninio Svytéjimo lygiui nustatyti (background). AneksinuiV
teigiamy Igsteliy kiekis skaiciuotas naudojant FACSCalibur tékmés citometra.

Eksperimente naudotos HMEC-1 Igstelés 24 h inkubuotos su imatinibo
mezilatu (koncentracijos nuo 0.001 iki 1.0 pg/ml). DMEM terpéje, be

imatinibo, inkubuotos lgstelés naudotos kaip kontroliné grupé. Su DMSO

inkubuotos (Zuvusios) Igstelés naudotos kaip eksperimento teigiama kontrolé.

5.5.2. Gyvybingumo eksperimentai

5.5.2.1. Proliferacijos kreiviy generavimas

HMEC buvo kultivuojamos 6 Sulinéliy I1ékstelése. | kiekvieng Iékstele
patalpinta 1,3 x 10* endotelio lasteliy. Lastelés inkubuotos su imatinibo
mezilatu (koncentracija nuo 0,1 iki 1,0 ug/ml). Nauja terpé bei imatinibas
buvo kei¢iami kas antrg dieng. Tik terpéje kultivuotos lgstelés naudotos kaip
kontroliné grupé. Vieno Sulinélio lgstelés (méginys) tripsino pagalba
»atkabintos” nuo léksteliy, po 48, 72 ir 96 h. Méginio lasteliy kiekis
skaiciuotas atliekant tékmeés citometrijg 20 s, naudojant FACSCalibur tékmés

citometrg (12 pav.).
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12 pav. HMEC-1 populiacija pazyméta méginyje, tékmés citometrijos metu.

5.5.2.2. MTT eksperimentas

Metabolinis HMEC-1 inkubuoty su imatinibo mezilatu aktyvumas
nustatytas 3, (4,5-dimetil thiazolil-2) 2,5-difenil-tetrazoliumo bromido metodu
(MTT).

Sis metodas paremtas gyvybingy lasteliy mitochondrijy dehidrogenaziy,
vercianciy MTT j formazano kristalus, aktyvumu. Formazano kristalai,
duodantys violetine spalvg, yra netirpls vandenyije. Kristalai tirpsta
paragstintame izopropanolyje, todél Igsteliy lizei sukelti naudotas
paragstintas izopropanolis (maiSyta 2 ml koncentruotos HCl su 500 ml
izopropanolio). Lizatai su izopropanoliu buvo inkubuoti 1 h. Lgsteliy lizatai
analizuoti MRX Microplate skaitytuvu esant 570nm bangy ilgiui.

Lastelés augintos 96 Sulinéliy lékstelése, kol visiskai padengs Sulinélio
dugnga. Tuomet pridéta imatinibo mezilatas (koncentracijomis nuo 0.001 iki
1.0 pg/ml) ir Igstelés inkubuotos 24 ir 96 h. Terpéje, be imatinibo, inkubuotos
Igstelés naudotos kaip kontroliné grupé. Su DMSO inkubuotos, Zuvusios,
Igstelés naudotos kaip eksperimento neigiama kontrolé. Po MTT pridéjimo

lgstelés papildomai inkubuotos 4h 37°C temperatiroje.
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5.5.3. Aktyvacijos ir pazeidimo Zymeny nustatymas realaus laiko polimerazés

grandininés reakcijos metodu

Siekiant jvertinti, ar imatinibas inicijuoja endotelio pazaidy ir aktyvacijos
Zymeny sinteze, atlikta realaus laiko polimerazés grandininé reakcija (PGR).

Pirmiausia izoliuota endotelio Igsteliy mRNR naudojant NucleoSpin RNA
Il extraction system (Machery-Nagel, Diiren, Vokietija). | méginius pateko visy
aktyvuoty geny mRNR. Mus, Siuo atveju, domino VEGF, VCAM-1, ICAM-1,
endotelino-1 mRNR lygis endotelio Igsteliy branduoliuose. ] izoliuotos mRNR
méginius, patenka nedaug mRNR. Kito etapo tikslas ir yra padidinti
ribonukleininiy ragsciy kiekj meéginiuose iki nesudétingai fiksuojamo lygio.

Antrame etape j izoliuotos HMEC-1 mRNR méginius buvo pridéta
atsitiktiniy heksamery bei atlikta atvirkstiné transkripcija j komplementarig
viengrande DNR (cDNR). Sio proceso metu ribonukleino rags¢iy kiekis
meéginiuose padidéja keletg karty. Pazymeétina, kad atvirkstiné transkripcija
vyko nuo visy méginyje buvusiy mRNR (tiek mus dominanciy, tiek ne).
Trecias etapas — pazaidos Zymeny geny ekspresijos kiekybinis vertinimas.
Tam atliktas realaus laiko PGR eksperimentas. Naudota: dazas SYBR Green,
ciklometras ABI Prism 7300 Sequence Detection System (Applied Biosystems,
Forster City, CA, JAV). Kiekvienam genui nustatyti buvo naudotos specifiniy
pradmeny (praimeriy) poros (adeninas (A), guaninas (G), citozinas (C) ir
timinas (T))

VEGF pirminiai pradmenys: 5-AGGAGG GCAGAATCAT CACG-3;
atvirkstiniai pradmenys: 5-CAAGGCCCA CAGGGATTT TCT-3

ICAM-1 pirminiai pradmenys 5'-GGC TGG AGC TGT TTG AGA AC;
atvirkstiniai pradmenys: 5'-ACT GTG GGG TTC AACCTC TG

VCAM-1 pirminiai pradmenys 5-CTCACCTTAATTGCTATG-3'; atvirkstiniai
pradmenys: 5-GTTTTTACCTTCTAAGAC-3';

Endotelinas-1, pirminiai pradmenys 5'-GATGCCAATGTGCTAGCCAA-3';
atvirkstiniai pradmenys: 5'-CTGATGGAAGCCAGTGAAGA-3'
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Atvirkstinés transkripcijos reakcijoje be enzimy (neturintys savyje cDNR)
inkubuoti (nonRT PGR) meéginiai naudoti kaip neigiama kontrolé.

Eksperimentai su konstitutyviniu 18s genu (PE Applied Biosystems)
atlikti kaip endogeniné kontrolé. Sio geno aktyvacija visose Igstelése yra
vienoda ir pastovi, todél véliau jis bus naudojamas kaip atskaitos taskas.

Vykstant polimerazés grandziy reakcijai naudojama meéginiy cDNR yra
komplementari pirmame etape izoliuotai mRNR. Polimerazés pagalba nuo
cDNR yra kopijuojama jai komplementarios trumpos dvispiralés DNR (dsDNR)
atkarpos. Kadangi reikalingi substratai (pradmenys), tai polimerazé kopijuoja
tik tas cDNR, kuriy specifinius pradmenis mes pridéjome. Dazas SYBR Green
jungiasi tik prie dsDNR ir duoda Svytéjima. Pagal Svytéjimo intensyvumag mes ir
nustatome dsDNR lygj méginyje, kitaip sakant, pradzZioje izoliuoto mRNR lygj
meginyje.

Kadangi j méginius galéjo patekti mRNR is nevienodo kiekio Igsteliy,
rezultatams vertinti taikytas lyginamasis fluorescencijos ribiniy verciy (C;)

2% metodu (2 pakeltas minus delta delta C,

metodas, dar vadinamas 2
laipsniu). PGR vyksta ciklais. Kiekvieno ciklo metu dsDNR kiekis padidéja
dvigubai. Siuo metodu, pirmiausia nustatoma dydis C.. Jis parodo ties kuriuo

ciklu dazo SYBR Green Svytéjimo kreivé kirto ribinj slenkstj (13 pav.)
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Pav.13 Polimerazés grandziy reakcijos cikly ir Svytéjimo grafikas. Kiekviena
linija paveiksle reprezentuoja vieng meéginj. Kiekviena kreive kerta slenkst;j
(horizontalus braksnys) ties tam tikru ciklu. Ciklas kurio metu méginio
Svytéjimo kreiveé kiro slenkstj ir duoda C; reikSme. A pazymeéti, su VEGF
pradmenimis inkubuoti, méginiai kerta slenkstj ties 20 ciklu. B pazymeéti,
non-RT PGR, neigiamos kontrolés méginiai kerta slenkstj ties 30 ciklu.

Méginiy C; reikSmés tiesiogiai lygintos nebuvo, nes mRNR izoliacijos
metu méginiuose galéjo buti nevienodas endoteliocity skaicius, tuo paciy ir
véliau gautas cDNR kiekis, kaip minéta, per kiekvieng PGR ciklg dsDNR kiekis
padvigubéja. Rezultaty lyginimui naudotas AC..

Sis dydis apskaiciuotas i§ méginio C, atémus konstitutyvinio(18s) geno C..

ACt = Cy(meginio) - Ct(18s)
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Rezultatai tarp grupiy lyginti naudojant formule:

—-AAC
2 t

Cia AAC; = ACq(meginio) — ACt(kontroles)- Naudojant §j budg dydZiai isreiSkiami

santykiniais vienetais, o kontroliné grupé prilyginama vienetui.

5.6.Angiogenezés etapy eksperimentai

5.6.1. Proliferacijos eksperimentas

Endotelio Igsteliy proliferacija yra pirmasis angiogenezés zingsnis.
Kadangi lgsteliy gebéjimas dalytis yra ne tik angiogenezés etapas, bet ir baziné
lgsteliy funkcija, todél proliferacijos eksperimentas aptartas baziniy funkcijy

skyrelyje —5.2.1Proliferacijos kreiviy generavimas.

6.2. Migracijos eksperimentai

6.2.1.,BréZio” eksperimentas

Siame eksperimente Igstelés augintos $ediy Sulinéliy lékstelése, kol
lékstelés dugnas visiSkai pasidengs viengubu Igsteliy sluoksniu. Tuomet
Igsteliy sluoksnyje, ant |ékstelés dugno, pipetés antgaliu padarytas brézis. Taip
suformuotas primityvus pjlvis (Zaizda). Eksperimento esmé — skaiciuoti, ar su
imatinibu kultivuotos lgstelés pjuvj padengs taip efektyviai, kaip ir lastelés,
kultivuotos tik terpéje. Atlikus brézj, terpé pakeista, pridéta imatinibo
mezilato.

Pradinis bréZis bei Igsteliy judéjimas stebéti naudojant Spot Insight QE
fotokamera. Fotografuotapo 0, 24 ir 48 h trijuose, tuose paciuose, kiekvieno

meéginio taskuose. Atstumas tarp pjuvio krasty buvo matuojamas nuotraukose

44



po 0 h, po 24 h paskaiciuota kiek lgstelés migravo pirmg eksperimento parg,
po 48 h — antrg parg. Eksperimente naudotos HMEC-1 Igstelés inkubuotos su
imatinibo mezilatu (koncentracijos nuo 0.1 iki 1.0 ug/ml). Terpéje, be

imatinibo, inkubuotos lgstelés naudotos kaip kontroliné grupé.

6.2.2. Chemotaksio eksperimentas

Imatinibo mezilato poveikis chemotaksiui vertintas transsulinélinio
chemotaksio eksperimentuose. Eksperimente naudotos 24 Sulinéliy |ékstelés,
bei jy jdéklai su 8 um pory polikarbonato filtrais. Jdéklai Sulinélj dalijo j dvi,

virsutine ir apatine, kameras (14 pav.).

|déklas

Virsutiné kamera

HMEC-1

iltras

Migravusi HMEC-1
Apatiné kamera

14 pav. Lékstelés Sulinélis su jdéklu. Jdéklas Sulinélj dalija j dvi dalis. ] virSutine
dalj patalpintos HMEC-1 Igstelés dél chemoatraktanty koncentracijy skirtumo
virsutinéje ir apatinéje kamerose migruoja didesnés koncentracijos link.

24 h prieS eksperimentg endotelio Igstelés kultivuotos 0,1 % FCS
turincioje terpéje, siekiant sukelti ,,serumo alkj“. Atliekant eksperimenta
apatinéje Sulinélio kameroje patalpinta terpé, turinti 30 % FCS, o virSutinéje —
0,1% FCS. ] virdutine kamera patalpintos 1,3 x 10" endotelio Igstelés. Siuo

atveju FCS koncentracijy skirtumas atliko chemoatraktanto vaidmenj ir verté
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Igsteles i virSutinés kameros migruoti j apatine. Eksperimente naudotos
HMEC lgstelés inkubuotos su imatinibo mezilatu (koncentracijos nuo 0,1 iki
1,0 ug/ml). DMEM terpéje inkubuotos Igstelés naudotos kaip kontroliné
grupé. Lasteléms leista migruoti 36 h. Apatinése kamerose esantis
(migravusiy) lasteliy kiekis skai¢iuotas naudojant FACSCalibur tékmés

citometra.

6.3. In vitro kapiliary morfogenezés eksperimentas

Siekiant jvertinti imatinibo mezilato efektg kapiliary tubuliy formavimui,
buvo atlikti kapiliary morfogenezés eksperimentai.

Eksperimentai atlikti ant medziagos, labai primenancios kraujagyslés
bazine membrang — Matrigel‘io (BD Matrigel™). BD Matrigel™ bazinés
membranos matriksas yra tirpus bazinés membranos preparatas ekstraguotas
is Engelbreth-Holm-Swarm‘o pelés sarkomos auglio, turtingo ekstralgstelinio
matrikso baltymy: lamininas, kolagenas IV, heparanasulfato proteoglikanas.
BD Matrigel™ savyje turi ir augimo faktoriy: TGF-beta, epidermio augimo
faktoriy, j insuling panasy (insulin-like) augimo faktoriy, fibroblasty augimo
faktoriy ir kt.

Endotelio Igstelés, kultivuojamos ant BD Matrigel™ bazinés membranos
matrikso, pradeda formuoti j kapiliarus panasias struktiras — tubules.

Eksperimente naudotos 24 sulinéliy lékstelés. Léksteliy dugnas buvo
dengiamas Matrigel™. ] $ulinélj buvo patalpinta po 5 x 10° endotelio lasteliy.
Eksperimente naudotos HMEC Igstelés inkubuotos su imatinibo mezilatu
(koncentracijos nuo 0,1 iki 1,0 ug/ml). Terpéje, be imatinibo mezilato,
inkubuotos Igstelés naudotos kaip kontroliné grupé.

Tubuliy formavimasis stebétas naudojant Spot Insight QE fotokamera.
Fotografuota po 24 ir 48 h. Rezultatai vertinti skaiCiuojant tubuliy kiekj,

Sakotumg ir didZiausig ilgj fotografijose.
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7. Statistika
Duomenys isreiksti, kaip vidurkis (x) standartinis nuokrypis(SD).
Patikimumo jvertis (P) laikomas statistiskai reikSmingu, kai P < 0,05. Statistiné

analizé atlikta naudojant MedCalc 11.3.1.0 programine jranga.

Visus minétus metodus jsisavinau ir eksperimentus atlikau asmeniskai.

47



6. Rezultatai

Rezultaty schema

Imatinibo Mezilato poveikis
suformuotai fibrozei

- 6.1. IM poveikis bleomicino
sukeltos, susiformavusios
fibrozés modeliui

|| 6.2. Imatinibo poveikis
Tsk-1 modeliui

A
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A 4

Imatinibo mezilato poveikis
endotelio Igsteliy funkcijoms

6.3.IM poveikis bazinéms
endotelio funkcijoms:
6.3.1. Apoptozei
6.3.2. Gyvybingumui
6.3.3. PaZaidai/aktyvacijai

—>

6.4. IM poveikis endotelio
apoptozei in vivo

—>

6.5. IM poveikis angiogenezés
etapams:

6.5.1 Proliferacijai

6.5.2 Migracijai

6.5.3 Kapiliary formavimuisi




6.1. Imatinibo mezilato poveikis bleomicino sukeltos suformuotos fibrozés
modeliui

Nors fibrozés prevencija yra pagrindinis sisteminés sklerozés gydymo tikslas,
taciau klinikinéje praktikoje dazniausiai pasitaikantys atvejai jau turi daugiau
ar maziau isreikstg fibroze. Todél antifibroziniams preparatams keliami
reikalavimai — sustabdyti fibrozés progresavima ir paskatinti jau

egzistuojancios regresavima.

Imatinibo mezilato poveikis jau egzistuojanciai fibrozei vertintas
modifikuotame bleomicino sukeltos odos fibrozés modelyje (9, 15 pav., 1

lentelé), naudojant histocheminius dazymo badus.

Pav.15 Bleomicino sukeltos suformuotos odos fibrozés modelio kiekvieng

grupe reprezentuojancios nuotraukos.
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1 lentelé. Bleomicino sukeltos suformuotos odos fibrozés modelio jvairiy

grupiy odos storis.

Pelés NacCl 6 sav. Bleo 6sav. Bleo Gsav. NaCl 3sav. Bleo 3sav. Bleo 3sav.
) ] +IM 3sav. . . +NaCl 3sav.
Nr. (grupé 6) (grupé 4) ] (grupé 1) (grupé 2) i
(grupe 5) (grupé 3)
1 57 9,1 6,9 5,2 7,4 7,9
2 55 9,5 7,2 5,2 8,7 8
3 6,8 8 6 5,2 8,1 8,1
4 6,6 9,6 6 57 7,8 8
5 6,7 9 6,2 5 8,2 8
6 57 9,6 7,3 53 8,6 7,6
7 58 8,6 7,2 6,3 8,1 8,4
8 6,6 9,5 6,3 57 8,5 8
Vidurkis 6,18 9,11 6,64 5,45 8,18 8,00
SD 0,54 0,57 0,57 0,42 0,43 0,22

Lenteléje pateikti visy suformuotos fibrozés eksperimento grupiy odos storiai.
Méginiy odos storis vertintas méginiy fotografijose, pateiktas centimetrais.
Pateikti méginio odos storio vidurkiai. Vertinti kiekvieno méginio 4 pjuviai,
skaiciuotas meéginio visy pjuviy odos storio vidurkis.

SD - standartinis nuokrypis; Bleo — bleomicinas; NaCl — fiziologinis tirpalas;

sav. — savaité; IM —imatinibo mezilatas dozémis 150 mg/kg/d

Suformuotos odos fibrozés modelyje stebéjome, kad po 3 savaiciy bleomicino
injekcijy, oda pastoréjo 50% * 5,3%, palyginti su kontroline grupe, kuriai 3
savaites leista NaCl (P < 0,0001)( 2 irl lentelés, 15 pav.). Galima teigti, kad po
3 savaiciy veikimo bleomicinu, odos fibrozé yra susiformavusi. Sis fibrozés
lygis bus atskaitos taskas vertinant imatinibo mezilato poveikj suformuotai

fibrozei — tokiai, kuri jau egzistavo priesS pradedant gydyti imatinibu.
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2 lentelé. Bleomicino per tris savaites sukeltas odos sustoréjimas.

Pelés Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 IProcentai SD%

NaCl3sav. (grupe1) | 52 | 52 | 52 | 57 | 5 | 53 | 63 | 57 | 100% | 778%

Bleo3sav. (grupe2) | 74 | 87 | 81 | 78 | 82 | 86 | 81 | 85 | 150% | 530%

Méginiy odos storis vertintas méginio fotografijose, pateikta centimetrais.
Pateikti méginio odos storio vidurkiai. Vertinti kiekvieno méginio 4 pjuviai,
skaiciuotas méginio visy pjuviy odos storio vidurkis. 1 grupé — kontroliné, jos
odos storio vidurkis prilygintas 100%.

SD - standartinis nuokrypis; NaCl — fiziologinis tirpalas; Bleo — bleomicinas

Grupé peliy, gavusiy imatinibo mezilatg, eksperimente dalyvavo is viso 6
savaites. Norédami jsitikinti, jog per 6 savaites nevyksta savaiminé fibrozés
regresija, palyginome peliy, kurioms 3 savaites leistas bleomicinas ir peliy,
kurioms 3 savaites leistas bleomicinu, bei kitas 3 savaites fiziologinis tirpalas,
ody storius (3 lentelé). Skirtumo negavome(P = 0,3595). IS to sprendéme, kad

savaiminé odos fibrozés regresija, per 6 savaites nejvyksta.

3 lentelé. Grupiy peliy, gavusiy 3 sav. bleomicing ir 3sav. Bleomicing + 3 sav.

fiziologinj tirpalg, palyginimas.

Pelés Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 IProcentai SD%

Bleo 3sav.+NaCl 3sav.

. 7,9 8 8,1 8 8 7,6 8,4 8 98% 2,75%
(grupeé 3)

Bleo3sav. (grupe2) | 74 | 87 | 81 | 78 | 82 | 86 | 81 | 85 | 100% | 530%

Méginiy odos storis vertintas méginio fotografijose, pateikta centimetrais.
Pateikti méginio odos storio vidurkiai. Vertinti kiekvieno méginio 4 pjuviai,
skaiciuotas méginio visy pjuviy odos storio vidurkis.

SD - standartinis nuokrypis; Bleo — bleomicinas;

NaCl — fiziologinis tirpalas; sav. — savaite
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Dél tolimesnio bleomicino leidimo odos storis didéjo. LeidZiant bleomicing

dar 3 savaites (iS viso 6 savaités) oda pastoréjo palyginti su kontroline, 6

savaites gavusia fiziologinio tirpalo, grupe(P < 0,0001) bei su 3 savaites

bleomicing gavusia grupe (P = 0,0025) (4 lentelé, 16 pav.). Tai rodo, jog ilgesnj

laikg veikiant bleomicinu, odos storis didéja. Per 6 savaites susiformaves odos

storis bus atskaitos taskas vertinant imatinibo poveikj fibrozés progresijai.

4lentelé. Grupiy peliy, gavusiy 6sav. bleomicing ir 3 sav. bleomicing + 3 sav.

fiziologinj tirpalg ir kontrolinés grupés peliy, gavusiy 6sav. fiziologinj tirpalg,

palyginimas.
Pelés Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8
Bleo 6sav. (grupe4) | 9,1 | 9,5 8 | 96 9 | 96 | 86 | 95 |147,40% |111,40%
Bleo 3sav.+NaCl 3sav.

cossavalatl=savVil 29 | 8 | 81 | 8 8 | 76 | 84 | 8 100%
(grupé 3)
NaCl 6sav. (grupe 6) | 57 | 55 | 68 | 66 | 67 | 57 | 58 | 66 | 100%

Méginiy odos storis, vertintas méginio fotografijose, pateiktas centimetrais.

Pateikti méginio odos storio vidurkiai. Vertinti kiekvieno méginio 4 pjuviai,

skaicCiuotas meéginio visy pjuviy odos storio vidurkis.

SD - standartinis nuokrypis; Bleo — bleomicinas;

NaCl — fiziologinis tirpalas; sav. - savaiteé
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16 pav. Odos storio didéjimas jvairiose suformuotos fibrozés eksperimento
grupeése. ISreikSta santykiniais vienetais. Kontrolé — 3 savaites fiziologinj tirpalg

gavusi grupé (prilyginta 1).

Peliy, paskutines 3 eksperimento savaites veikty ir imatinibo mezilatu (5
grupé), oda buvo 27% * 6% plonesné, nei peliy, 6 savaites veikty tik
bleomicinu(4 grupé) (P<0,0001) .Tai rodo, jog 3 savaiciy gydymas imatinibu
sustabdé tolesne fibrozés progresija.

Peliy, 6 savaites veikty bleomicinu ir 3 paskutines savaites imatinibo
mezilatu(5 grupé), oda buvo taip pat plonesné nei peliy, 3 savaites veikty
bleomicinu (3 grupé) (P <0,0001 ) (5 lentelé ir 17 pav.). Tai rodo, kad 3
savaites gydant imatinibu odos storis regresavo Zemiau pradinio (to

momento, kai pradétas leisti imatinibas) lygio.
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5 lentelé. Odos storio regresija veikiant imatinibu.

Pelés Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 Vidurkis SD
Bleo 3sav.

. 74 | 87 | 81 78 82 | 86 | 81 | 85 8,18 0,43
(grupeé 2)
Bleo 6sav.

. 91| 95 8 9,6 9 96 | 86 | 9,5 9,11 0,57
(grupé 4)

Bleo 6sav.+IM 3sav.

. 6,9 7,2 6 6 6,2 7,3 7,2 6,3 6,64 0,57

(grupé 5)

Lenteléje pateiktas peliy, 3 ir 6 savaites veikty tik bleomicinu, bei peliy, 6
savaites veikty bleomicinu ir 3 paskutines savaites imatinibu, odos storiai.
Méginiy odos storis, vertintas méginio fotografijose, pateiktas centimetrais.
Pateikti méginio odos storio vidurkiai. Vertinti kiekvieno méginio 4 pjuviai,
skaiciuotas meéginio visy pjuviy odos storio vidurkis.

SD - standartinis nuokrypis; Bleo — bleomicinas; NaCl — fiziologinis tirpalas;

sav. — savaité; IM — imatinibo mezilatas (dozé 150 mg/kg/d).
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17 pav. Odos storio regresija Zemiau pradinés-suformuotos fibrozés lygio.

ISreikSta santykiniais vienetais. Kontroliné — 3 sav. fiziologinj tirpalg gavusi

grupé (prilyginta 1).

IS odos tyrimy histocheminiu metodu matyti, kad Imatinibo mezilatas ne tik

sustabdeé fibrozeés vystymasi Bleomicino sukeltos odos fibrozés modelyje, bet

ir paskatino jau egzistuojancios fibrozés regresija.

6.2. Imatinibo mezilato poveikis Tsk-1 mutacijos odos fibrozés modeliui

Tyrime siekta jvertinti imatinibo mezilato efektyvumg ir nuo uzdegimo
nepriklausomame suformuotos odos fibrozés modelyje in vivo. Todél buvo
vertintas imatinibo poveikis fibrilino-1 heterozigotine mutacijg turin¢ioms —

Tsk-1 peléms. (11, 18 pav. ir 6 lentelé).
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18 pav. Eksperimentinio Tsk-1 mutacijos modelio, kiekvienos grupés
reprezentatyvios nuotraukos, atspindincios odos ir poodzio fibroze. (odos ir

poodzio storis pazymetas vertikaliomis linijomis).

6 lentelé. Visy Tsk-1 mutacijos eksperimento grupiy, peliy odos storis.

. pa/pa Tsk-1 | Tsk-1+IM
Pelés Nr. , . :
(grupé 3) | (grupé2) | (grupél)
1 8,1 12,1 7,9
2 6,8 10,4 6,5
3 8,1 10,6 6,9
4 7,3 10,1 6,7
5 7,5 10,2 7,8
6 8,2 10,7 6,6
7 8,7 10,6 7,3
8 6,8 10,8 8,3
Vidurkis 7,7 10,7 7,2
SD 0,69 0,63 0,69

Méginiy odos storis, vertintas méginio fotografijose, pateiktas
centimetrais. Pateikti méginio odos storio vidurkiai. Vertinti kiekvieno méginio
4 pjaviai, skaiCiuotas meéginio visy pjuviy odos storio vidurkis.

SD — standartinis nuokrypis; IM — imatinibo mezilatas (dozé 150 mg/kg/d)
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Tsk-1 mutacijg turinciy peliy odos storis yra 39 % didesnis nei Sios mutacijos

neturinciy pa/pa peliy (P < 0,0001) ( (Lentelé 6 ir 7).

Lentelé 7 Tsk-1 mutacijos sglygotas odos sustoréjimas. Tsk-1 ir pa/pa peliy
odos storio palyginimas (%). Kontrolinés grupés peliy odos storio vidurkis

100%. SD — standartinis nuokrypis.

Meéginio Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 |0dos storis SD
pa/pa 1,05 | 0,88 | 1,06 | 0,95 | 0,97 | 1,06 | 1,13 | 0,89 100% +9%
Tsk-1 1,58 | 1,36 | 1,38 | 1,31 | 1,33 | 1,39 | 1,38 | 1,41 139% +8%

Dél imatinibo mezilato poveikio Tsk-1 peliy odos storis sumazéjo iki normalaus
lygio ir nesiskyré nuo kontrolinés grupés peliy (P =0,1693) (8,6, lentelé ir 19

pav.).

8 lentelé. Imatinibo poveikis Tsk-1 mutacijos sukeltam odos storiui. Tsk-1,
veikty imatinibo mezilatu ir pa/pa peliy odos storiai(%). Kontrolinés grupés

peliy odos storio vidurkis — 100%.

Pelés Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 |odosstoris| SD
pa/pa (grupé3) 1,05 | 0,88 | 1,06 | 095 | 0,97 | 1,06 | 1,13 | 0,89 | 100% +9%
Tsk-1+IM (grupé 1) | 1,03 | 0,84 | 0,90 | 0,87 | 1,02 | 0,86 | 0,94 | 1,08 93% +9%

IM — imatinibo mezilatas (dozé 150 mg/kg/d); Tsk-1 — fibrilino-1 mutacija

turinCios pelés.
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19 Pav. Odos storio regresija iki normalaus lygio. ISreiksta santykiniais

vienetais. Kontroliné pa/pa grupé prilyginta 1.

Tsk-1 peléms bldingas padidéjes ne tik odos, bet ir poodzZio storis. Poodis
ryskiai iSstoréjes ir tvirtai suauges su poodiniu bei giliuoju raumeny
sluoksniais. Tai aiSkiai matyti reprezentatyviose nuotraukose (poodzio storis
pazymetas vertikaliu bruksniu) palyginus, Tsk-1 mutacijg turinciy (2 grupés) ir
kontrolinés grupés peliy poodZio storj, bei atlikus poodZio storio matavimus

(18 pav., 9 lentelé).
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9 lentelé. Visy Tsk-1 mutacijos eksperimento grupiy peliy poodzio storis.

Pelés Nr. pa/p.a Tsk—-l Tsk-1 + IM
(grupé3) | (grupeé2) (grupée 1)
1 1,7 4,3 2,7
2 1,9 4,6 3,0
3 1,9 5,2 3,6
4 1,9 5,1 2,5
5 1,3 4,1 2,5
6 1,7 5,5 2,6
7 1,3 4,8 2,9
8 1,6 4,6 2,7
Vidurkis 1,65 4,77 2,81
SD 0,24 0,46 0,36

Méginiy odos storis, vertintas méginio fotografijose, pateiktas centimetrais.

Pateikti méginio odos storio vidurkiai. Vertinti kiekvieno méginio 4 pjuviai,

skaiciuotas méginio visy pjuviy odos storio vidurkis.

SD — standartinis nuokrypis; Tsk-1 — fibrilino-1 mutacijg turincios pelés

IM — imatinibo mezilatas (dozé 150 mg/kg/d).

Tsk-1 peliy poodis yra 190 % didesnis nei mutacijos neturinciy pa/pa peliy

(P<0,0001) (10 lentelé).

10 lentelé. Tsk-1 mutacijos sukeltas poodzio sustoréjimas Tsk-1 ir pa/pa peliy

poodzio storis(%). Kontrolinés grupés (pa/pa) vidurkis prilygintas 100 %.

Pelés Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 Vidurkis | SD
a/pa

pa/p 103 | 115 | 123 | 122 | 79 | 100 | 79 | 97 | 100% | +14%
(grupeé 3)

Tsk-1

, 261 | 279 | 314 | 310 | 249 | 331 | 292 | 279 | 290% |+9,6%
(grupe 2)

SD - standartinis nuokrypis; Tsk-1 — fibrilino-1 mutacijg turincios pelés.
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Tsk-1 peliy poodzio storis veikiant imatinibo mezilatui sumazéjo 41%

(P<0,0001) (lentelél11, pav.20).

11 lentelé. Imatinibo mezilato poveikis Tsk-1 mutacijos sukeltam poodzio

sustoréjimui. Tsk-1 peliy ir Tsk-1 peliy, veikty imatinibo mezilatu, poodzio

storis(%). Tsk-1 peliy poodzio storio vidurkis prilygintas 100 %.

Pelés Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 Vidurkis SD
Tsk-1

. 90,23 | 96,52 |108,59( 107,02 86,03 | 114,36 100,72| 96,52 100% 9,60%
(grupé 2)
Tsk-1+IM
(grupé 1) 56,66 | 62,60 | 76,07 | 52,81 | 52,98 | 54,30 | 59,80 | 57,18 59% 7,66%

Tsk-1 — fibrilino-1 mutacijg turincios pelés; IM —imatinibo mezilatas (dozé

150mg/kg/d).
Imatinibo poveikis poodzio storiui
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20 pav. Poodzio regresija imatinibo poveikyje. ISreikSta santykiniais vienetais.

Kontroliné pa/pa grupé prilyginta 1.
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Miofibroblastai — pagrindinés efektorinés, fibrogenezés procese
dalyvaujancios, Igstelés. Tai is fibroblasty besidiferencijuojancios Igstelés,
esancios fibrogenezés Zidiniuose. Imatinibo mezilatas ryskiai sumazino
fibroblasty diferenciacijg j miofibroblastus Tsk-1 pelése (P < 0,0001 2 grupé vs.
1 grupé) (12 lentelé, 21 pav.).

12 |lentelé. Imatinibo mezilato poveikis miofibroblasty skaiciui.

Pelés Nr- pa/p'a Tsk-'l Tsk-1 + [M
(grupé 3) | (grupe 2) | (grupél)
1 1,7 4,3 1,3
2 1,3 5,3 1,3
3 1,3 4,3 1,3
4 1,3 3,8 1,5
5 1,3 3,8 1,0
6 1,8 4,0 1,8
7 1,3 3,8 1,3
8 1,4 4,1 1,3
Vidurkis 1,4 4,1 1,3
SD 0,21 0,50 0,22

Pateiktas mifibroblasty skaicius Tsk-1, pa/pa ir imatinibu veikty Tsk-1 peliy
odos pjuviuose. Miofibroblastai skai¢iuoti kiekvieno méginio pjavio trijose
nuotraukose. Lenteléje pateikti méginio odos pjuvio miofibroblasty skaiciaus
vidurkiai.

Tsk-1 — fibrilino-1 mutacijg turincios pelés; IM —imatinibo mezilatas (dozé 150

mg/kg/d).

61
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Pav.21 Miofibroblasty skaicius Tsk-1, pa/pa ir imatinibu veikty Tsk-1 peliy
odos pjuviuose, santykiniais vienetais. Kontrolinés grupés (pa/pa)

miofibroblasty skaicius prilygintas 1.

Fibrilino-1 mutacija turinciy Tsk-1 peliy odos tyrimai histochemijos ir

imunohistochemijos (dazant pries alfa-SMA) metodais rodo, kad imatinibo

mezilatas ryskiai sumazino poodzio storj, visiSkai normalizavo Tsk-1 peliy odos

storj, taip pat normalizavo fibroblasty diferenciacija j miofibroblastus.
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6.3. Imatinibo mezilato poveikis bazinéms endotelio_funkcijoms

6.3.1. Imatinibo mezilato poveikis endotelio lasteliy apoptozei in vitro

Imatinibo mezilato poveikis endotelio Igsteliy apoptozei buvo analizuotas

kaspazés-3 aktyvumo kiekybinio vertinimo ir dazymo aneksinu-5 tyrimuose.

Po 24 h trukusios endotelio Igsteliy inkubacijos su imatinibo mezilatu
(koncentracijos nuo 0.001 iki 1.0pug/ml), kaspazés-3 aktyvumo pokyciai,
palyginti su kontroline grupe, fiksuoti nebuvo(P=0,88 kontroliné vs. 1,0ug/ml
grupe), o DMSO paveikty, jau Zuvusiy, lgsteliy grupéje kaspazés-3 aktyvumas

buvo kur kas mazesnis (13 lentelé ir 22 pav.).

13 lentelé. Jvairios koncentracijos imatinibo mezilato jtaka kaspazés-3

aktyvumui endotelio Igstelése optiniais vienetais.

Méginio | Kontrolé Imatinibo mezilato koncentracija

Nr. DMSO | Terpé 0.001pg/ml | 0.01pg/ml | 0.1pg/ml | 1pg/ml

1 1857 41375 41043 42647 37441 38683

2 1997 39476 39824 36544 34858 37874

3 2172 34085 39991 35775 41128 40673

4 2215 41222 37684 36998 36555 40128

5 1986 39847 38687 41862 39754 36989

6 2125 36778 40335 38652 41235 39589
Vidurkis 2059 38797 39594 38746 38495 38989
SD 135 2841 1211 2887 2613 1402

SD — standartinis nuokrypis, DMSO — dimetilsulfoksidas .
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22 pav. )vairiy koncentracijy imatinibo mezilato jtaka kaspazés-3 aktyvumui

endotelio Igstelése (santykiniais vienetais), palyginti su kontroline grupe.

Fermento kaspazés-3 aktyvumas rodo apoptozés iniciacijg, pacig pradzia.
Imatinibas galéty inicijuoti apoptoze gana staiga, tuomet per keliolika
valandy turétume visiSkai apoptavusias lgsteles. Todél atlikti ir aneksino-5
tyrimai, kurie atspindi jau pazengusig apoptoze.

HMEC-1 24 h inkubacija su imatinibo mezilatu (koncentracijos nuo 0.001 iki
1.0pg/ml), nepadidino aneksinui V teigiamy Igsteliy skaiciaus, palyginti su
kontroline grupe — tik terpéje inkubuotomis Igstelémis (P=0,23 kontroliné vs.
1.0pg/ml grupe) (14 lentelé, 23 pav.). Su DMSO inkubuoty lgsteliy grupéje,

aneksinui teigiamy Igsteliy skaicius buvo gerokai didesnis.
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14 lentelé. Jvairios koncentracijos imatinibo mezilato jtaka aneksinui V

teigiamy endotelio Igsteliy skaiciui. Rezultatai iSreiksti aneksinui V teigiamy

lasteliy procentais nuo viso méginio Igsteliy skaiciaus

Meginio [Kontrolineé grupé | Imatinibo mezilato koncentracija
Nr. DMSO | Terpé |0.001pg/ml | 0.01pg/ml | 0.1pg/ml | 1pg/ml
1 31,39 3,24 4,49 5,14 4,15 4,02
2 35,71 3,69 4,54 4,31 4,21 3,82
3 34,12 4,60 3,32 3,63 3,05 3,58
4 42,97 3,99 4,07 3,70 3,04 3,86
5 37,47 3,93 3,60 4,36 3,39 3,50
6 32,07 4,18 4,49 3,43 3,74 3,14
Vidurkis | 35,62 3,94 4,09 4,10 3,60 3,65
SD 4,25 0,46 0,52 0,64 0,52 0,32
SD - standartinis nukrypis, DMSO — dimetilsulfoksidas .
Aneksinui-5 teigiamos Igstelés
1,40
P=0,23
1,20 [
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23 pav. Jvairios koncentracijos imatinibo mezilato jtaka aneksinui V teigiamy

endotelio Igsteliy skaiciui santykiniais vienetais, palyginti su kontroline grupe.
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IS tyrimy kaspazés-3 aktyvumo ir aneksino V. metodu duomeny matyti, kad

terapinés imatinibo mezilato koncentracijos neinicijavo apoptozés endotelio

lastelése in vitro.

6.3.2. Imatinibo mezilato jtaka endotelio lasteliy gyvybingumui

Potencialus imatinibo mezilato efektas endotelio lgsteliy metaboliniam
aktyvumui ir proliferacijai vertintas MTT eksperimentuose ir generuojant
augimo kreives.

Tyrimas MTT metodu atspindi Igsteliy mitochondrijy fermentinj aktyvuma.
MTT eksperimente endotelio Igsteliy, kultivuoty 24 ir 96h su imatinibo
mezilatu (koncentracijos nuo 0.001 iki 1.0 pg/ml). metabolinis aktyvumas
iSliko kaip ir kontrolinés grupés (po 24h P=0,7 kontroliné vs. 1,0ug/ml grupe ir
po 96h P=0,8 kontroliné vs. 1,0ug/ml grupe) (15 ir 16 lentelés).
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15 lentelé. Jvairios koncentracijos imatinibo mezilato jtaka MTT skaidymui

endotelio lgstelése, inkubuojant 24h, optiniais vienetais.

Meéginio| Kontroliné grupé |24h inkubacija su imatinibu
Nr. DMSO Terpé [0,001ug/ml|0,01pg/ml| O,1ug/ml | 1ug/ml
1 0,042 0,101 0,116 0,132 0,110 0,115
2 0,042 0,112 0,108 0,102 0,107 0,122
3 0,042 0,115 0,094 0,095 0,096 0,107
4 0,041 0,124 0,105 0,093 0,092 0,090
5 0,047 0,096 0,094 0,090 0,093 0,097
6 0,046 0,067 0,098 0,098 0,094 0,091
7 0,048 0,076 0,071 0,090 0,080 0,094
8 0,042 0,095 0,088 0,108 0,086 0,102
9 0,043 0,086 0,071 0,094 0,074 0,088
10 0,045 0,093 0,093 0,066 0,096 0,083
11 0,046 0,079 0,070 0,083 0,094 0,088
12 0,045 0,091 0,072 0,070 0,086 0,087
13 0,045 0,076 0,095 0,095 0,091 0,072
14 0,042 0,120 0,106 0,093 0,097 0,095
15 0,042 0,102 0,100 0,093 0,100 0,088
16 0,041 0,108 0,103 0,090 0,102 0,087
Vidurkis | 0,044 0,096 0,093 0,093 0,094 0,094
SD 0,002 0,017 0,015 0,015 0,009 0,012

SD - standartinis nuokrypis, DMSO — dimetilsulfoksidas,
MTT — [3, (4,5-dimethyl thiazolyl -2) 2,5-diphenil-tetrazoliumo bromidas].
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16 lentelé. Jvairios koncentracijos imatinibo mezilato jtaka MTT skaidymui

endotelio lgstelése, inkubuojant 96 h, optiniais vienetais.

Méginio| Kontroliné grupé |96h inkubacija su imatinibu
Nr. DMSO Terpé |0,001ug/ml| 0,01pg/ml [ 0,1ug/ml| 1ug/ml
1 0,031 0,102 0,106 0,104 0,096 0,102
2 0,031 0,123 0,110 0,097 0,091 0,089
3 0,036 0,106 0,104 0,099 0,100 0,094
4 0,044 0,090 0,089 0,086 0,077 0,099
5 0,034 0,088 0,070 0,083 0,092 0,085
6 0,043 0,082 0,086 0,086 0,080 0,091
7 0,037 0,094 0,111 0,101 0,097 0,102
8 0,039 0,125 0,119 0,100 0,106 0,107
9 0,037 0,098 0,104 0,088 0,091 0,097
10 0,036 0,096 0,087 0,081 0,077 0,087
11 0,034 0,093 0,089 0,094 0,104 0,113
12 0,043 0,093 0,071 0,080 0,084 0,073
13 0,034 0,087 0,071 0,084 0,084 0,080
14 0,032 0,100 0,111 0,099 0,094 0,112
15 0,033 0,090 0,117 0,096 0,102 0,101
16 0,032 0,105 0,101 0,090 0,099 0,116
Vidurkis | 0,036 0,098 0,097 0,092 0,092 0,097
SD 0,004 0,012 0,016 0,008 0,009 0,012

SD — standartinis nuokrypis, DMSO — dimetilsulfoksidas,
MTT — [3, (4,5-dimethyl thiazolyl -2) 2,5-diphenil-tetrazoliumo bromidas].

Tai, jog endotelio mitochondrijy aktyvumas isliko nepakites rodo, kad

imatinibas nesukelé nei Gimaus (per 24 h), nei létinio (per 96 h) toksiSkumo.
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Inkubuojant endotelio Igsteles su imatinibo mezilatu (koncentracijos nuo 0,1
iki 1,0ng/ml) iki 96 h Igsteliy proliferacijos inhibicijos nenustatyta (17 lentelé,
24 pav.).

17 lentelé. Jvairios koncentracijos imatinibo mezilato jtaka endotelio Igsteliy

proliferacijai inkubuojant iki 96 h, iSreiksta absoliuciu lgsteliy skai¢iumi

meginyje.
Méginio 48h inkubacija su IM 72h inkubacija su IM 96h inkubacija su IM
Nr. Terpé |[0.1pg/ml| 1pg/ml]| Terpé |(0.1ug/ml| 1ug/ml| Terpé [0.1pg/ml| 1ug/ml
1 13795 17343 | 16745 29683 29051 | 25566 27936 29047 | 39542
2 16204 16967 | 13496 27233 27638 | 27213 34200 38580 | 35574
3 14754 15425 | 17024 | 23346 23772 | 22872 25112 31418 | 29163
4 15245 13807 | 15399 23736 27038 | 20748 28750 31168 | 26723
5 14956 15569 ([ 14932 27053 27886 | 26747 28985 22017 | 24238
6 15156 16056 | 15009 24946 29733 | 28893 29014 31824 | 27535

Vidurkis | 15018 15861 | 15434 | 26000 | 27520 | 25340 | 29000 30676 | 30463

SD 781 1261 1299 2428 2082 3011 2945 5333 5858

SD — standartinis nukrypis, IM — imatinibo mezilatas.
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24 pav. Jvairios koncentracijos imatinibo mezilato jtaka endotelio Igsteliy

proliferacijai santykiniais vienetais. Lyginta su pradiniu lgsteliy skai¢iumi.

IS MTT eksperimenty ir augimo kreiviy duomeny matyti, kad terapinés

imatinibo mezilato koncentracijos nedaré neigiamo poveikio endotelio

metabolizmo aktyvumui, bei proliferacijai in vitro.
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6.3.3 Imatinibo mezilato jtaka endotelio lasteliy aktyvacijos bei pazeidimo

zymeny sintezei

ICAM-1, VCAM-1, endotelinas-1 bei VEGF ekspresuojami endotelio Igstelése
sisteminés sklerozés metu ir yra klasikiniai endotelio aktyvacijos bei pazaidos
zymenys. HMEC inkubacija su imatinibo mezilatu nepaveiké ICAM-1, VCAM-1,
endotelino-1 ir VEGF mRNR ekspresijos (25, 26, 27, 28 pav.).

Aktyvacijos bei pazeidimo Zymeny ekspresija vertinta mRNR lygiu,

polimerazeés grandziy reakcijos metodu.

VEGF mRNR ekspresija
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25 pav. Jvairios koncentracijos imatinibo mezilato jtaka VEGF mRNR
ekspresijai endotelio Igstelése, palyginti su kontroline grupe. (P=0,45

kontroliné vs. 1,0ug/ml grupe).
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26 pav. Jvairios koncentracijos imatinibo mezilato jtaka Et-1 mRNR ekspresijai
endotelio Igstelése, palyginti su kontroline grupe. (P=0,35 kontroliné vs.

1,0ug/ml grupg).
Tai, jog imatinibo mezilatas neinicijavo suintensyvéjusios VEGF ir endotelino-1
MRNR sintezés, rodo, kad imatinibas nedaro poveikio vaskulinéms endotelio

funkcijosm, tokioms kaip vazokonstrikcija, angiogenezés iniciacija, apoptozé.

ICAM-1 mRNR ekspresija
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27 pav. )vairios koncentracijos imatinibo mezilato jtaka ICAM-1 mRNR
ekspresijai endotelio Igstelése, palyginti su kontroline grupe. (P=0,55
kontroliné vs. 1,0ug/ml grupe).
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28 pav. Jvairios koncentracijos imatinibo mezilato jtaka VCAM-1 mRNR
ekspresijai endotelio Igstelése, palyginti su kontroline grupe. (P=0,79

kontroliné vs. 1.0ug/ml grupe).

Imatinibo mezilatas neinicijavo adhezijos molekuliy ICAM-1 ir VCAM-1 mRNR
sintezés. Tai rodo, jog imatinibas nedaro poveikio prouzdegiminéms endotelio

funkcijoms.

Polimerazés grandziy reakcijos eksperimenty duomenys rodo, kad imatinibo

mezilatas nesukelia endotelio aktyvacijos ar pazeidimo.
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6.4. Imatinibo mezilato poveikis endotelio Igsteliy apoptozei

eksperimentinés odos fibrozés modelyje in vivo

Imatinibo mezilato poveikj endotelio Igsteliy apoptozei in vivo, fibrozés

sglygomis vertinome bleomicino sukeltos odos fibrozés modelyje.

Eksperimente naudoti bleomicino sukeltos odos fibrozés modelio peliy odos

meéginiai (bet ne bleomicino sukeltos suformuotos fibrozés). Apoptoziniy

lgsteliy kiekis vertintas TUNEL metodu (29 pav.). Peliy, neveikty bleomicinu

(sveiky), odoje apoptoziniy Igsteliy buvo maziau nei bleomicino sukeltos odos

fibrozés modelio pelése, todél tarpusavyje lygintos tik bleomicinu veikty peliy

grupés. Peliy, veikty bleomicinu ir imatinibo mezilatu (dozés 50 mg/kg/d ir

150 mg/kg/d), bei kontrolinés (Bleo) grupés peliy odoje buvo vienodas kiekis

apoptoziniy endotelio Igsteliy (P=1 1 grupé vs. 1,0ug/ml 3 grupe) (18 lentelé).

18 lentelé. Jvairiy imatinibo mezilato doziy jtaka apoptoziniy endotelio

lgsteliy skaiciui, eksperimentinés bleomicino sukeltos odos fibrozés modelyje

in vivo. Pateikiami vienos pelés (trijy pjlviy) apoptotiniy endotelio lgsteliy

skaiciaus, matomo nuotraukose, vidurkiai.

Pelytes Bleo Bleo +IM Bleo +IM
Sveikos _ 50mg/kg/d | 150mg/kg/d
Nr (1grupé) _ _
(2 grupe) (3 grupe)
1 0,67 1,33 2,00 1,33
2 1,00 2,00 1,33 1,67
3 0,33 2,00 1,33 2,00
4 1,00 1,67 2,00 2,00
5 0,33 1,33 1,33 1,33
6 0,67 1,67 1,67 1,67
Vidurkis 0,67 1,67 1,61 1,67
SD 0,30 0,30 0,33 0,30

Bleo — bleomicinas, SD — standartinis nuokrypis, IM — imatinibo mezilatas
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Svarbu atkreipti démes;j j tai, jog Sitame tyrime kontroliné grupé yra

bleomicinu veiktos pelés, kitaip sakant, lyginame imatinibo poveikj endotelio

lgsteliy apoptozei patologinémis sglygomis.

29 pav. Apoptozinés endotelio Igstelés (rodyklés) eksperimentinés bleomicino

sukeltos odos fibrozés modelyje. Dazyta TUNEL metodu.

IS TUNEL tyrimo duomeny matyti, jog imatinibo mezilatas nesukelia endotelio

Igsteliy apoptozés eksperimentinés bleomicino sukeltos odos fibrozés

modelyje in vivo.
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6.5. Imatinibo mezilato jtaka angiogenezés etapams

6.5.1. Imatinibo mezilato jtaka endotelio proliferacijai

Endotelio Igsteliy proliferacija yra pirmasis angiogenezés etapas. Kadangi
Igsteliy gebéjimas dalytis néra tik angiogenezés etapas, bet ir bazineé Igsteliy
funkcija, todél proliferacijos eksperimento rezultatai aptarti baziniy funkcijy
rezultaty skyrelyje — 3.2 Imatinibo mezilato jtaka endotelio lgsteliy

gyvybingumui

6.5.2. Imatinibo mezilato jtaka endotelio migracijai

Siekiant jvertinti, ar imatinibas slopina endotelio migracijg, buvo atliktas
bréZio eksperimentas. Skirtumo endoteliocity migracijoje per 24 ir 48 h tarp
pjuvio krasty kontrolinéje (tik terpéje kultivuoty EL) ir su imatinibu inkubuoty
lgsteliy grupése, nenustatyta (po 24 h ir 48 h, atitinkamai P=0,46 ir P=0,17
kontroliné vs. 1,0ug/ml grupe) (19 lentelé, 30 pav.).
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19 lentelé. Jvairios koncentracijos imatinibo mezilato jtaka endotelio Igsteliy

migracijai tarp brézio krasty.

Meéginio 24h inkubacija 48h inkubacija
Nr. Terpé |0,1ug/ml | 1pg/ml Terpé 0,1pg/ml| lpg/ml
55 53 75 60 65 60
1 59 52 73 58 61 63
51 51 74 59 59 65
55 50 60 60 60 65
2 58 49 59 63 57 61
52 49 58 57 61 67
64 60 60 75 50 70
3 64 59 59 71 51 69
63 61 57 77 49 68
65 60 70 60 65 63
4 65 55 69 63 63 66
65 57 65 59 66 67
45 50 45 55 75 63
5 49 53 49 52 75 63
45 55 49 57 71 65
60 52 60 60 73 70
6 55 49 59 60 69 69
65 47 56 59 62 69
Vidurkis | 57,50 53,44 | 60,94 | 61,39 62,89 | 65,72
SD 6,96 4,38 8,67 6,56 7,98 3,10

Pateikiamas judéjimo per parg nuotolis trijuose méginio taskuose,
matuota nuotraukose, iSreikSta milimetrais. Kontroliné grupé — tik terpéje

kultivuotos Igstelés. SD — standartinis nuokrypis.
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Kontrolé

Imatinibas
1.0 ug/ml

Oh 24h 48h

30 pav. Endotelio Igsteliy, inkubuoty su imatinibo mezilatu (1,0pg/ml), bei
kontrolinés grupés migracija, uzdengiant pjuvj per 48 h. Atstumas tarp pjlavio

krasty pazymeétas rodykle.

,Brézio” eksperimentu bandome pakartoti Zaizdg ar pjuvj primenancia
situacijg, kuomet endotelio lgstelés netenka sglycio su Salia buvusia Igstele.
Tuomet endotelio Igstelés turéty migruoti j endoteliu nepadengta zong, taip
uzpildydamos plysj. ,,Brézio” eksperimentas parodé, kad imatinibo mezilatas

nedareé poveikio endotelio lgsteliy migracijai.
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Imatinibo mezilato efektui endotelio Igsteliy migracijai vertinti atliktas
transsulinélinis chemotaksio eksperimentas. VirsSutinéje Sulinélio dalyje
patalpinta 1,3 x10* endotelio Iasteliy. Endotelio Iastelés migravo 36 h per
jdéklus su 8 um pory polikarbonato filtrais. Jdéklai Sulinélj dalijo j dvi
kameras. Imatinibas nemazino migravusiy HMEC-1 skaiciaus(20 lentelé, 31

pav.).

20 lentelé. Jvairios koncentracijos imatinibo mezilato jtaka endotelio I3steliy

migracijai per polikarbonato filtrus chemotaksio eksperimentuose.

Méginio Imatinibo mezilato koncentracija
Nr. Terpé 0.1ug/ml 1ug/mi
1 809 674 1013
2 941 1019 854
3 876 798 869
4 798 983 763
5 969 1002 965
6 887 720 896
Vidurkis 880 866 893
SD 69 154 88

ISreiksta absoliuciais migravusiy Igsteliy skaiciais. Kontroliné grupé — tik

terpéje kultivuotos Igstelés. SD — standartinis nuokrypis.

Sis eksperimentas labiau atspindi ne nuo tarplasteliniy kontakty, o nuo
chemoatraktanty (musy ekperimento atveju — FCS) priklausoma migracijg. Per
polikarbonato filtrus migravusiy lasteliy kiekis buvo vienodas imatinibo

mezilatu veikty ir neveikty lgsteliy grupése.
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31 pav. Jvairiy koncentracijy imatinibo mezilato jtaka endotelio Igsteliy
migracijai per polikarbonato filtrus chemotksio eksperimentuose, palyginti su

kontroline grupe (P=0,78 kontroliné vs. 1,0ug/ml grupe).

IS transsulinélinio ir brézio eksperimenty in vitro matyti, jog imatinibo

mezilatas neslopina endotelio Igsteliy migracijos ar chemotaksio.

6.5.3. Imatinibo mezilato poveikis endotelio lasteléms in vitro kapiliary
morfogenezés eksperimente

Imatinibo mezilato poveikis endotelio lgsteliy gebéjimui formuotis j
mikrokapiliary pirmtakus — tubules vertintas kapiliary morfogenezés
eksperimente. Su imatinibo mezilatu kultivuotos Igstelés formavo tubules taip

pat efektyviai, kaip ir kontroliné grupé (21,22,23 lentelés, 25 pav.).
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21 lentelé. Jvairios koncentracijos imatinibo mezilato jtaka tubuliy skaiCiui
kapiliary morfogenezés tyrime. Pateikiamas absoliutus tubuliy skaitius matyti

méginio nuotraukose (P=0,93 kontroliné vs. 1,0ug/ml grupe).

Meéginio IM koncentracija
Nr kontrolé 0.1pg/ml 1pg/ml
1 17 18 20
2 19 14 16
3 18 21 19
4 18 22 18
5 15 18 14
6 17 14 18
7 15 21 14
8 19 18 18
9 16 15 17
10 18 14 19
11 17 13 15
12 16 17 14
13 19 19 14
14 15 18 19
15 18 14 21

Vidurkis 17,13 17,07 17,07
SD 1,46 2,94 2,40

IM — imatinibo mezilatas, SD — standartinis nuokrypis.

Standartizuota metodika, kaip vertinti kapiliary morfogenezés eksperimentus,
neegzistuoja. Daznai naujai suformuoti kapiliarai vertinami ad oculum.
Kadangi aiSkaus skirtumo tarp jvairiose grupése suformuoty kapiliary ad

oculum mes nematéme, pasirinkome objektyvesnj metodg tyrimo rezultatams
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vertinti. Buvo skaiciuota tubuliy, bei jy atsiSakojimy kiekis ir méginyje

didzZiausio kapiliaro ilgis.

22 lentelé. |vairios koncentracijos imatinibo mezilato jtaka tubuliy
atsisSakojimy skaiciui kapiliary morfogenezés tyrime. Pateikiamas absoliutus

tubuliy skaicius matyti méginio nuotraukose. (P=0,71 kontroliné vs. 1,0ug/ml

grupeg)
Méginio IM koncentracija
Nr kontrolé 0.1pg/ml 1ug/ml
1 23 24 28
2 27 23 24
3 21 27 21
4 26 25 23
5 21 22 22
6 24 24 24
7 24 28 21
8 22 26 24
9 25 26 21
10 26 22 26
11 24 24 23
12 22 25 21
13 24 21 22
14 25 24 24
15 21 18 25
Vidurkis 23,67 23,93 23,27

SD 1,95 2,52 2,05

IM — imatinibo mezilatas, SD — standartinis nuokrypis.
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IS skai¢iavimy matyti, jog imatinibo mezilatas neturéjo jtakos nei paciy tubuliy
ar jy atsiSakojimy kiekiui, nei didziausio kapiliaro ilgiui. Net ir vertinant ad

oculum (32 pav.) matyti, kad imatinibas neveikia tubuliy formavimosi.

23 lentelé. Jvairios koncentracijos imatinibo mezilato jtaka didziausios tubulés

ilgiui kapiliary morfogenezés tyrime.

Méginio |M koncentracija
Nr kontrolé 0.1pg/ml 1pg/ml
1 73 61 80
2 75 75 60
3 78 74 70
4 85 77 80
5 68 70 75
6 88 61 68
7 59 72 75
8 77 54 72
9 60 52 67
10 69 79 73
11 74 67 95
12 73 70 83
13 59 72 73
14 79 64 77
15 76 90 66

Vidurkis 72,87 69,20 74,27
SD 8,71 9,84 8,33

Pateikiamas didZiausios tubulés ilgis matyti méginio nuotraukose, iSreiksta
milimetrais. (P=0,65 kontroliné vs. 1,0ug/ml grupe).

IM — imatinibo mezilatas, SD — standartinis nuokrypis.

83



Kontrolé Imatinibas 0.1 ug/ml Imatinibas 1.0 yg/ml

= S <

32 pav. Endotelio lgstelés kultivuotos ant Martigel™ su imatinibo mezilatu
(koncentracijos 0,1-1ug/ml) formuoja tubules taip gerai, kaip ir tik DMEM

terpéje kultivuotos Igstelés.

IS kapiliaru morfogenezés eksperimento matyti, jog imatinibo mezilatas

neturéjo neigiamos jtakos endotelio tubuliy formavimuisi.
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7. REZULTATY APTARIMAS

Yra Zzinoma, jog imatinibo mezilatas slopina pagrindiniy ELM baltymy
kolagenol a1(COL1A1), kolagenol a2(COL1A2), fibroenektinol sinteze odos
fibroblastuose tiek mRNR, tiek baltymy lygyje. Jrodyta, jog imatinibas ryskiai
sumazino ELM akumuliacijg bei sinteze de novo bleomicino sukeltos odos
fibrozés modelyje. Siam odos fibrozés modeliui biidinga gausi uzdegiminé
infiltracija paZeistoje odoje. Dél profibroziniy citokiny sintezés uzdegiminés
Igstelés ir yra atsakingos uz pradine fibroblasty aktyvacijg. Todél bleomicino
sukeltos peliy odos fibrozés modelis primena ankstyvg SSc, bet néra
reprezentatyvus vélesnei SSc stadijai, kai uzdegiminé infiltracija nebéra tokia
gausi67.

Imatinibo mezilato efektyvumui vélesnése sklerodermijos stadijose
vertinti mes panaudojome Tsk-1 peliy modelj, kuriam budinga nuolat
padidéjusi ELM sintezé neuzdegiminéje aplinkoje. Pademonstravome
antifibrotinj imatinibo efektyvuma histologiniuose odos pokyciuose bei
slopinant fibroblasty diferenciacija.

Kaip minéta, imatinibo poveikis ankstyvai SSc stadijai buvo jrodytas.
Mums pirma kartg pavyko jrodyti, jog imatinibas yra efektyvus ne tik fibrozés
prevencijai ankstyvoje, uzdegiminéje SSc fazéje, bet ir vélesnése SSc stadijose,
kuomet uzdegiminis komponentas nebéra taip ryskiai iSreikstas. Tsk-1
modelio duomenys bei ankstesné bleomicino sukeltos odos fibrozés studija
rodo, kad imatinibas yra efektyvus fibrozés prevencijai jvairiuose

preklinikiniuose SSc modeliuose.
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Fibrozés prevencija aktuali tik ankstyvoje SSc stadijoje tiems pacientams,
kuriy ligos eiga agresyvi, vyksta aktyvi ELM akumuliacija audiniuose ir vystosi
jvairiy organy fibrozé. Taciau klinikinéje praktikoje j reumatologg kreipiasi
pacientai ne pradinéms ligos stadijoms, bet jau daugiau ar maZiau pasireiskus
fibrozei. Todél egzistuojancios fibrozés gydymas Siems pacientams ir yra
pirmos svarbos reikalas. Gydymas turéty panaikinti egzistuojancia fibroze, bei
kuo labiau sumazinti pazeisty organy disfunkcijg. Todél mums buvo svarbu
iSsiaiskinti, ar imatinibas gali turéti jtakos jau susiformavusiai fibrozei.
Pasinaudojus bleomicino sukeltos fibrozés modeliu, kai veikimas bleomicinu
buvo pailgintas, o gydyti pradéta vélai, mums pavyko parodyti, kad imatinibo
mezilatas ne tik sustabdo odos fibrozés progresa, bet ir sumazina jau
egzistuojancig odos fibroze, odos storj sugrgzindamas Zzemiau pradinio tasko,
nepaisant toliau skiriamo profibrotinio stimulo — bleomicino. I$ Siy duomeny
matyti, kad imatinibas ne tik sustabdo odos fibrozés progresavimg, bet ir gali
sukelti jau egzistuojancios fibrozés regresavima. Taigi imatinibas gali praversti
klinikiniams tyrimams su pacientais, turinciais ilgg SSc stazg ir egzistuojantj
organy pakenkima.

Tiek musy darbe, tiek kity autoriy darbuose buvo parodytas imatinibo
poveikis fibroblastams ir fibrozés procesui. Turint omenyje, jog imatinibas yra
tirozinkinaziy inhibitorius, galima daryti iSvadg, jog antifibrozinis efektas
pasiekiamas blokuojant intalgstelinj signalg. Taciau kiti autoriai yra jrode, jog
fibroze galima slopinti ir sukeliant fibroblasty apoptoze. Sukelus fibroblasty
apoptoze pavyko i$vengti inksty fibrozés® bei plautiy fibrozes
eksperimentiniuose modeliuose.® Siekdami jsitikinti, jog Imatinibo mezilato
antifibrozinis poveikis yra tik dél intralgsteliniy kinaziy slopinimo, Distler et al.
ankstesniuose tyrimuose vertino imatinibo poveikj fibroblastams. Buvo
jrodyta, jog imatinibas nedaro poveikio fibroblasty medziagy apykaitai MMT
bandymuose, nesukelia apoptozés in vitro aneksino V bei in vivo kaspazés-3

aktyvumo eksperimentuose.
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Tuomet, atsizvelgiant j itin ilgg odos kolageno skilimo pusperiodj, kyla
klausimas, kokiu mechanizmu imatinibo mezilatas lemia egzistuojancios
fibrozés regresija.

ELM depozicijg odos ir kity organy jungiamajame audinyje lemia
balansas tarp kolageno neosintezés ir degradavimo. Uz pastargjj procesg
atsakingos audiniy matrikso metalo proteinazés (MMPs). Sisteminés sklerozés
metu gaminama daug ELM baltymy. Distler et al. yra pademonstrave, jog
dviguba c-Abl ir PDGFR inhibicija slopina ELM baltymy sinteze 80 %, o
imatinibo mezilatas efekto MMPs bei Siy proteinaziy inhibitoriams (TIMPs)
neturi.”®”*

Imatinibo poveikis MMPs ir TIMPs vertintas mRNR lygiu ir buvo
parodyta, jog dél imatinibo poveikio MMP-1, MMP-2, TIMP-1, TIMP-2, TIMP-
3, TIMP-4 mRNR kiekiai sveikuose ir SSc fibroblastuose nekinta.

Egzistuojancios fibrozés regresijg lemia ne tiesioginis imatinibo poveikis
ELM degradacijai, o balanso tarp sintezés ir degradacijos poslinkiui
degradacijos link. Taigi galima teigti, kad imatinibo mezilatas tiesioginio
poveikio ELM degradacijai nedaro, bet sukelia didesne reliatyvig ELM
degradacija.

Musy darbe vertinome imatinibo mezilato poveikj odos fibrozei.
Sklerodermija — sisteminé liga, pazeidzianti daugelj organy. Taip pat Zinoma,
kad fibroblastai, isskirti i$ skirtingy organy, pasizymi sintetinamo
ekstralgstelinio matrikso specifiSkumu, t. y. sintetina tam tikram organui
bldingo jungiamojo audinio komponentus tam audiniui budingu santykiu.
Sitame darbe imatinibo mezilato poveikio kitoms organy sistemoms
nevertinome, nes imatinibo poveikis kity organy fibrozei jau Zinomas.

Imatinibas slopino ELM kaupimasi plauciy fibrozés modelyje, ELM
kaupimasi inksty obstrukcines nefropatijos modelyje’*”*"*.

Imatinibo mezilato poveikis egzistuojanciai fibrozei eksperimentiniuose

modeliuose iki Siol neanalizuotas. Nedidelése klinikinése studijose yra
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parodyta, jog |étine mielogenine leukemija serganciyjy gydymas nulémé ligg
lydin&ios kauly ¢iulpy fibrozés regresija.”>’® Paeiliui atliktos kauly ¢iulpy
biopsijos atskleidé patologiniy retikulino skaiduly kiekio mazéjima.
Pazymeétina, kad Sis antifibrozinis efektas yra nepriklausomas nuo Filadelfijos
chromosomos teigiamy véziniy lgsteliy supresijos.

Nors Imatinibas yra daug Zadantis preparatas SSc gydyme, sklerodermija
néra vienintelé potenciali jo taikymo sritis. Savo darbe fibrogeneze vertiname
kaip nepageidaujama patologinj procesg, taciau kai kuriais atvejais jis
pageidautinas ir itin svarbus. Padidéjusi fibrogenezé yra esminis procesas
gyjant Zaizdomes. Kiti autoriai yra parode, jog imatinibo mezilatas slopina peliy
Zaizdy gijima. Po 7 dieny gijimo peliy, veikty imatinibo mezilatu, Zaizdos
krastai buvo maziau suartéje, o odoje miofibroblasty kiekis buvo sumazéjes.

Lasteliy kultlrose imatinibas slopino svarbius Zaizdy gijime procesus —
miofibroblasty diferenciacijg, migracijg (33 pav.)

Sistemine skleroze serganciyjy ELM baltymy sintezé yra padidéjusi, todél
galima spéti, kad nors imatinibas ir slopina Zaizdy gijima, tai neturéty bati

vaisto vartojima ribojantis veisknys sklerodermos pacientams.

33 pav. Imatinibo poveikis fibroblasty kulttrai “brézio” eksperimente
A. Fibroblastai veikiant 10% FCS , brézj“ visisSkai uzdengia per 72h.
B. Imatinibas slopina fibroblasty, kultivuoty su 10% FCS, migracija.
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Suintensyvéjes Zaizdy gijimas veda prie patologinés buklés — rando. Tai,
be abejonés, nepageidaujamas efektas, todél vertinant imatinibo poveikj
Zaizdy gijimui ir musy jrodytg poveikj jau egzistuojanciai fibrozei, galima
nuspéti, kad imatinibo mezilatas bus tiriamas ir kaip potencialus
medikamentas randams gydyti.

Kita imatinibo taikymo sritis, reikalaujanti papildomy tyrimy, galéty bati
reumatoidinis artritas(RA). TGF-B, kaip minéta, yra multipotentinis citokinas,
dalyvaujantis daugybéje procesy, jvairiy susirgimy patogenezéje. Esame
pademonstrave TGF-B serumo koncentracijos bei klinikiniy parametry rysj
reumatoidiniu artritu, bei antriniu Sjogreno sindromu sergantiems

pacienta ms.””"®

Tyréme TGF- koncentracijas reumatoidiniu artritu, antriniu
Sjogreno sindromu RA (sSS+RA) serganciy ir sveiky Zzmoniy serumuose. TGF-8
serumo koncentracija RA grupéje buvo Zymiai didesné nei sSS+RA ar sveiky
Zmoniy. RA ir sSS+RA grupése TGF- koncentracija koreliavo su radiologiskai

nustatytu sgnario destrukcijos lygiu (34 pav.).
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34 pav. A. TGF- serumo koncentracijos RA, sSS+RA ir sveiky Zmoniy grupése.
B. TGF-B serumo lygio ir sgnariy pazeidimo koreliacija bendroje RA ir
sSS+RA geupéje.
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Musy duomenis papildo kita studija, kuria buvo jrodyta jog imatinibo
mezilatas daro slopinamajj poveikj osteoklasty formavimuisi bei sgnario
destrukcijai kolageno sukelto Ziurkiy artrito modelyje.”® Imatinibas,
priklausomai nuo dozés, slopino osteoklasty prekursoriy bei paciy
osteoklasty proliferacijg. Be to 150 mg/kg per dieng imatinibo slopino
radiologiSkai nustatomga Ziurkiy sgnariy destrukcijg, nors poveikio uzdegimo
procesui ir nedaré (sumazinti sgnariy tinimo nepavyko).

Sie tyrimai rodo platy TGF-B funkcijy spektra bei terapines imatinibo
galimybes, be to leidZia jtarti, jog intralgstelinés kinazés, kurias slopina

imatinibas, yra specifiskos ne tik fibroblastams ar sklerodermai.

Patologinio citokino ekspresijos bei aktyvumo blokavimas, naudojant
tirpius receptorius ar antiktnus, jau taikomas klinikinéje praktikoje. TNFa
blokavimas gydant reumatoidinj artritg, buvo itin sékmingas. Buta bandymy
Sig praktika taikyti ir gydant sistemine skleroze, nusitaikius j TGF-B liganda.
Laboratoriniai bandymai su antiktnais prieS TGF-B ar tirpiais jo receptoriais
buvo gana sékmingi keliuose preklinikiniuose SSc modeliuose. Peles gydant
monokloniniais antiktnais pries TGF- buvo iSvengta inksty fibrozés
iSsivystymo, gydymas buvo gana gerai toleruojamas ir efektyvus.80 Peliy
Morfano sindromo modelyje, naudojant anti TGF-B antiklinus, pavyko iSvengti
plaugiy, bei $irdies pazeidimy.®

Pirmame klinikiniame tyrime su anti TGF-B antiktnais buvo naudoti
Zmogaus rekombinantiniai IgG antikiniai (metelimumab) specifiski Sio
citokino TGF-B1 izoformai. SSc pacientai buvo randomizuoti intraveniniai
antikiny ar placebo injekcijai 18 savaiciy periodui. Deja, klinikinio efekto
nenustatyta. Sio tyrimo triikumas buvo izotipinis antikiiny specifi$kumas (tik
pries TGF-B1, o ne TGF-B2 ar TGF-B3).

Zinomas TGF-B daugiafunkcikumas ir itin svarbus vaidmuo jvairiuose

fiziologiniuose procesuose leidZia jtarti, jog visiSkas TGF-B blokavimas turéty ir
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neigiamy padariniy. TGF-B yra imunomoduliatorius, visiSkas TGF-p
blokavimas galéty iSprovokuoti spontanine T ar B Igsteliy aktyvacija,
reguliaciniy T lgsteliy slopinima, uzdegimg ir autoimuniskumga. Dél TGF-
ligando blokavimo gali atsirasti tam tikro toksiSkumo, todél batinas ilgalaikis
bei atidus klinikiniy tyrimy stebéjimas yra.

Imatinibo mezilato koncentracijos naudotos musy atliktuose studijose,
nesunkiai pasiekiamos ir Zmogaus organizme, peroraliai skiriant standartine
vaisto doze. Vidutiné plazmos piko koncentracija buvo matuojama
pacientams, sergantiems Bcr-Abl teigiama létine mieloidine leukemija. Siems
pacientams skirta 400 mg imatinibo mezilato per para. Jy vidutiné plazmos
piko koncentracija buvo 2,3 pg/ml. MaZiausia imatinibo plazmos koncentracija
—0.72pg/ml nustatyta praéjus 24h po vaisto suvartojimo (standartiné dozé
400mg per parg). Disertacijoje apraSytuose in vitro eksperimentuose
didZiausios naudotos koncentracijos — 1.0 ug/ml. Tos vaisto koncentracijos yra
pakankamos, kad uzslopinty in vitro kolageno sinteze fibroblastuose 92 %.

Yra zZinoma, kad klinikinéje onkologijos praktikoje naudojant imatinibo
mezilatg pastebétas tik mazo laipsnio Salutinis poveikis bei gera vaisto
tolerancija. Tai, ko gero, susije su gana selektyvia c-Abl kinazés ir PDGF
receptoriaus inhibicija.

Dauguma klasikinéje chemoterapijoje naudojamy preparaty veikia

82,83 Kai kurie $iy preparaty, prisijungdami

Igstelés replikacijos mechanizmus.
kovalentine jungtimi ar slopindami topoizomeraziy aktyvuma, ZeidZia DNR.
Kiti slopina nukleotidy sinteze. Didelé dalis chemoterapijos preparaty veikia
kaip antimetabolitai ir slopina ribonukleortgsciy neosinteze.

Sisteminei sklerozei gydyti kartais vartojamas coklofosfamidas. Tai yra
neabejotinai stipriausias ir efektyviausias imunosupresantas, naudojamas
reumatologijoje, bet tai pakankamai toksiskas, daugeliu aspekty pavojingas

vaistas, todél gali buti skiriamas tikgydant sunkios eigos sklerodermija.

Gydant ciklofosfamidu yra daznos, net iki 50 %, komplikacijos. Tai
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mielosupresija, amenoréja arba azoospermija, teratotoksiskumas,
onkologiniai (ypac Slapimo puslés) susirgimai, hemoraginis cistitas,
imunosupresija, infekcijos, alopecija, pykinimas bei vémimas.

Kitaips nei klasikiniai chemoterapiniai preparatai, imatinibo mezilatas
neslopina pagrindiniy Igsteliy funkcijy, tokiy kaip proliferacija ar DNR sinteze.
Be to, imatinibu paveiktoms lgsteléms, ne fiksuota ir mutageninio poveikio.
Imatinibo efektyvumas gydant Bcr-Abl teigiamga Iétine mieloidine leukemijg
gristas selektyviu patogeninés kinazés slopinimu, nuo kurios ir priklauso
leukemijos lasteliy piktybiskumas.®* #

Gastrointestinaliniy stromos augliy terapijoje imatinibo poveikis
paremtas selektyviu patologiskai aktyvios c-Kit transmembraninio
receptoriaus kinazés slopinimu. Imatinibas selektyviai slopina patologinj
signala neveikdamas kity intralastelinio signalo perdavimo keliy.2®®’
Imatinibo selektyvus poveikis kinazéms ir lemia Zema toksiskumo lygj.

Mausy ir ankstesnése studijose imatinibo mezilatas, naudojant koncentracijas,
kurios labai sumazino ELM sinteze, nedidino apoptoziniy ar nekroziniy lgsteliy
skaiciaus, neslopino proliferacijos, nesukélé lasteliy toksiSkumo.

Klinikinés studijos parode, kad imatinibas yra is$ principo saugus ir gerai
toleruojamas preparatas. DaZniausiai pasireiske Salutiniai poveikiai buvo
pykinimas, mialgijos, periferinés edemos. Klinikiné patirtis ir negausus
Salutiniai efektai daro $j preparatg pranasesniu uz kai kuriuos klasikinius,
reumatologijoje naudojamus vaistus, pvz., ciklofosfamida.

Tacdiau, neseniai pasirodes pranesSimas apie 10 pacienty, kuriems
iSsivysté kardialinis nepakankamumas gydant imatinibu, rodo, jog batinas
akylas rety $alutiniy efekty monitoravimas.®

Kaip Zinia, kraujagyslinés SSc komplikacijos sudaro svarbig
sklerodermijos klinikos dalj ir yra atsakingos uz komplikuotg bei letalig Sios
ligos baigtj. Naujy vaskuliniy komplikacijy sukélimas ar esamy pablogéjimas

baty vienas svarbiausiy imatinibo Salutiniy efekty. Todél gydant SSc imatinibo
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mezilatas turéty ne tik pasizyméti antifibrozinémis savybémis, bet ir nedaryti
neigiamo poveikio kraujagysléms.

Kadangi imatinibo slopinami profibrotiniai citokinai TGF-B ir PDGF yra
multipotentiniai, galima jtarti, kad slopindamas juos imatinibas slopins ir
proangiogenezines jy funkcijas, bei turés neigiamos jtakos endoteliui. Tas
bity ypac nepageidautina, nes neigiamas poveikis endoteliui, galéty riboti
imatinibo taikyma gydant SSc.

Imatinibo mezilato poveikio endotelio Igsteléms projekte, parodjme, kad
imatinibo mezilatas nesukelia apoptozés bei neslopina endotelio Igsteliy
proliferacijos in vitro ir in vivo. Imatinibas taip pat neveiké endotelio
aktyvacijos, neslopino migracijos bei chemotaksio, nemazino kapiliary
formavimosi in vitro. 1S to matyti, kad imatinibas neveikia pagrindiniy
endoltelio Igsteliy funkcijy, taigi gydymas imatinibu neturéty apsunkinti jau
egzistuojanciy ar sukelti naujy SSc vaskuliniy komplikacijy (pvz. pirsty galy
0pos).

Paskutiniu metu aiskinant sisteminés sklerozés patogeneze matyti ryski
pazanga. Eksperimentiniame lygyje atrandami vis nauji fibrogenezés
inhibitoriai. Mes nagrinéjome ir Src kinaziy vaidmenj SSc patogenezéje.

Src kinazés yra tirozinkinaziy Seima, sudaryta i$ 9 atstovq.89 Sias kinazes
aktyvuoja jvairus citokinai, tarpe jy ir PDGF™ bei TGF-B.91'92'93 Src kinazés
siejamos su fibrozés procesu per centrine adhezijos kinaze (FAK). FAK skatina
fibroblasty diferenciacija j miofibroblastus®, o jos slopinimas stabdo
eksperimentine plautiy fibroze.”> Mums pavyko jrodyti, jog Src kinaziy
inhibicija (naudojant inhibitoriy SU6656) sumazino ECM sudedamuyjy daliy
sinteze mRNR bei baltymuy lygiu in vitro, taip pat odos storj eksperimentiniame

SSc modelyje(35 pav.) in vivo.®

93



175

L " -
: \ \ AV 150
125
8
o
s
. ©
=
Qo
il T = 100
v -
D AN
75 - |
{
S 50 - |

/ Ao 2 it ~— - controls  bleomycin  SUB656  SU6656
o -Sue656 2 mORABIE" '  d  Su6b56 6 Mg/kg/bid” e 2mghohid mgkghid
35 pav. Bleomicino sukeltos odos fibrozés prevencija Src kinaziy inhibitoriumi
SU6656. SU6656 slopino ELM akumuliacija nuo dozés priklausomai. a—d,
reprezentatyvios odos nuotraukos a, kontrolés, b, peliy veikty tik bleomicinu,
¢, peliy veikty bleomicinu ir 2 mg/kg SU6656 d, peliy veikty bleomicinu ir 6
mg/kg SU6656. e, Odos storis kontrolinése, tik bleomicinu veiktose, veiktose
bleomicinu ir 2 arba 6 mg/kg SU6656 pelése. SU6656 slopino ELM
akumuliacija nuo dozés priklausomai. Duomenys isreiksti % nuo kontrolés.

Taciau Weis et al. Jrodé, jog per Src savo signalg perduoda ir VEGF, o Src
inhibitoriai blokuoja nuo VEGF priklausoma kraujagysliy laiduma bei
angiogenezé.?” Onkologijoje Src inhibicija tiriama kaip galima
antiangiogeneziné terapija.”® Yl et al. jrodé neigiama Src kinaziy inhibitoriy

poveikj kai kuriems angiogenezés (36 pav.) etapams.”.
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36 pav. Src kinazés inhibitoriaus kv11 poveikis endotelio funkcijoms. A:
inhibitorius kv11 slopina endotelio migracijg brézio eksperimente. B:
inhibitorius kv11 slopina endotelio tubuliy formavimasi kapiliary
morfogenezés eksperimente.

Jei imatinibo mezilatas pasizyméty panasiu poveikiu angiogenezei, kaip ir
musy naudotas SU6656, tai, ko gero, klinikiniai IM efektyvumo gydant SSc,
tyrimai nebuty atliekami.

Musy iSvadas, jog imatinibas neturi neigiamo efekto endotelio Igsteléms,
patvirtina ir klinikiniai duomenys. IS 100000 imatinibu gydyty, létine
mielogenine leukemija ar gastrointestinaliniais tumorais serganciyjy,

100

vaskulinés kilmés Salutiniy poveikiy nenustatyta.” Sklerodermos metu

endotelio Iasteliy pazeidima paaiskina keletas mechanizmy. Tai ir virusinés

191 Nors ir

infekcijos, ir prieS endotelj nukreipti autoantikunai, ir mikrodalelés.
nekonstatuojame neigiamo imatinibo poveikio endoteliui, bet neneigiame,

kad imatinibas galéty slopinti jau pazeisty endoteliocity funkcijas. Taciau
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dzZiugina tai, kad aprasyti pirmieji sisteminés sklerozés gydymo imatinibu
atvejai vaskulinés patologijos atsiradimo ar jau egzistuojancios pablogéjimo
neuzfiksavo.'*

Disertacijoje apraSomuose eksperimentuose naudojome bleomicino
sukeltos odos fibrozés ir Tsk-1 mutacijos sklerodermos modelius. ISreiksta
odos fibroze Sie modeliai ganétinai artimai primena sistemine skleroze, todél
yra labai tinkami antifibroziniy priemoniy paieskaii. Taciau jie neatspindi visy
sklerodermos aspekty. Siems modeliams nebidinga vaskulopatija bei
endotelio pazeidimas. Viename i$ projekty (,,The Transcription Factor Fra-2
Regulates the Production of Extracellular Matrix in Systemic Sclerosis®),
nagrinéjome transkripcijos faktoriaus Fra-2 vaidmenj SSc patogenezéje. Mums
pavyko jrodyti transkripcijos faktoriaus Fra-2 aktyvumo ir audiniy fibrozés tiek
transgeniniy peliy modelyje, tiek Zmoniy odos méginiuose rysj *°.

Fra-2 transkripcijos faktoriui transgeninéms peléms budinga ir odos fibrozé, ir
padidéjes miofibroblasty skaicius (37 pav.). Sie odos poky¢iai atsiranda 12

savaiciy pelémes.

Increased skin-thickness in Fra-2' mice Increased number of myofibroblasts
in Fra-2'%-mice
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37 pav.Odos storio ir miofibroblasty skaiciaus didéjimas transkripcijos faktoriui Fra-2
transgeninése pelése. WT — kontrolinés pelés, Fra-2tg — pelés transgeninés
transkripcijos faktoriui Fra2.
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Odos fibrozeés aspektu ir Fra2 modelis, ir musy naudoti modeliai yra panasus.
Taciau Fra2 modeliui, be fibrozés budinga ir vaskulopatija. Musy kolegos
nagrinéjo vaskulopatija Fra2 transgeninése pelése.'® Dabar Zinoma, kad Fra2
transgeninéms peléms vystosi rySkus odos smulkiyjy kraujagysliy netekimas,
paraleliai besivystanciai 12 savaiciy peliy odos fibrozei. Kaip ir sisteminés
sklerozeés atveju, Fra2 peléms vystési endotelio Igsteliy apoptozeé dar pries
pasireiSkiant vaskulopatijai ir fibrozei, mazdaug 9 gyvenimo savaite.

Aktyvuotas Fra2 transkripcijos faktorius taip pat mazino endotelio
lgsteliy migracijg, chemotaksj bei tubuliy formavimasi.

Odos fibrozeé bei vaskulopatija daro §j modelj itin tinkamu bandant
preparatus, veikiancius tiek fibroze, tiek vaskulopatijg, bei ieSkant galimo
Salutinio preparaty poveikio endoteliui. Disertacijoje, vertindami imatinibo
poveikj endoteliui, nenaudojome peliy transgeniniy transkripcijos faktoriui
Fra2, nes disertacijoje aprasyti projektai atlikti anksciau, nei Fra2 projektas.
Ateityje, tiriant preparaty poveikj endoteliui, deréty naudoti §j SSc modelj,
nes, kaip ir pacientams, sergantiems skleroderma, Siame modelyje endotelis
yra pazeistas dar pries paskiriant preparata.

Kapiliarai susideda i$ dviejy tipy Igsteliy, endotelio ir pericity. Pericitai
irgi svarbus kai kuriuose angiogenezés etapuose, kapiliarams brestant.
Disertacijoje nenagrinéjome imatinibo poveikio pericity funkcijoms.

Kitaip nei endotelis, pericitai SSc metu suaktyvéja bei jy padaugeja.'®>*%®
Manoma, kad aktyvus pericitai gali prisidéti prie audiniy fibrozés SSc metu.
Pericitai geba transdiferencijuotis j miofibroblastus, jie turi neigiama jtaka
endoteliui (sukelia apoptoze) ir prisideda prie progresuojancios

197 sklerodermos terapijos objektu taréty bati ir pernelyg

vaskulopatijos.
aktyvuoty pericity slopinimas. Pericity aktyvacija ir proliferacija yra nuo PDGF

priklausomi procesai. Kadangi imatinibas blokuoja PDGF receptoriaus
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tirozinkinazés aktyvumg, imatinibas galéty normalizuoti pericity funkcijas ir

taip didinti endotelio Iasteliy i¥gyvenamuma sisteminés sklerozés metu.'®
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8. ISVADOS

1. Imatinibo mezilatas ne tik sustabdé fibrozés vystymasi uzdegiminiame,
bleomicino sukeltos suformuotos odos fibrozés modelyje, bet ir paskatino

jau egzistuojancios fibrozés regresija.

2. Gydymas imatinibo mezilatu visiSkai normalizavo odos ir poodzio storj,
bei miofibroblasty skaiciy neuzdegiminiame fibrilino-1 mutacija turinciy

peliy sisteminés sklerozés modelyje.

3. Terapinés imatinibo mezilato koncentracijos neturéjo poveikio endotelio
lgsteliy gyvybingumui, aktyvacijos markeriy ekspresijai ir neinicijavo

apoptozés in vitro.

4. Imatinibo mezilatas neinicijavo endotelio Igsteliy apoptozés bleomicino

sukeltos odos fibrozés modelyje in vivo.

5. Endotelio Igsteliy inkubacija su terapinémis imatinibo koncentracijomis
nedaré neigiamo poveikio pagrindiniams angiogenezés etapams:

proliferacijai, migracijai, kapiliary formacijai.
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