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Tekste naudojamy trumpini y sarasas
AlA — antigenu indukuotas artritas
ALA — aminolevulino figstis
CRB - C reaktyvus baltymas
DKS — desSinieji kelio gnariai
ENG - eritrocity nusdimo greitis
FA — Froido adjuvantas
FDT — fotodinamig terapija
FS — fotosensibilizatorius
IL — interleukinai
KKS — kairieji kelio ginariai
MMP — matrikso metaloproteinéz
OA — ovalbuminas
PpIX — protoporfirinas 1X
RA — reumatoidinis artritas
TNF — naviky nekrozs faktorius

UFB —iimios fazs baltymas



1. JVADAS

Reumatoidiniu artritu (RA) —¢tiné uzdegimine gnariy liga serga apie 1-3% pasaulio
gyventoj; [33]. Vilniaus mieste Zmonisu negalia daliséal RA sukely pazaid, sudaro net
55%. Remiantis statistiniais tyrimais buvo parodid po deSimties menuo ligos pradzios
50% sergatiy reumatoidiniu artritu neiSvengiamai tampagadiaisiais, ir daugiau nei 50%
ligoniy yra priklausomi nuo savo artigy [8].

Jau daugiau nei deSimtmgiasauligje klinikingje praktikoje, o taip pat ir Lietuvoje,
kai kuriy onkologiniy susirgimy gydymui €kmingai taikomi fotodinamiés terapijos (FDT)
metodai [4]. Pastaraisiais metais susidtamartrito gydymui taikyti FDT, nes uzdeginiin
reumatoidig membrana pasizymi daugeliu pozynbiadingy neoplaziniams audiniams —
padictjusiu metaboliniu aktyvumu, aktyvia vaskuliarizagijnekontroliuojama sinovioait
proliferacija. Chirurginis uzdegimés kremzés Salinimas yra skausmingas ir traumuoja
sanal, o fotodinamii terapija yra neinvazyvus, netraumuojantisasio gydymo metodas
[14]. Australy mokslininky tyrimai parod, kad sensibilizatoriai kaupiasi uzdegiminiuose
sinovijos audiniuose, o pritaikyta FDT sukelia siektomip gyviny reumatoidinio artrito
modeliuose [3].

Mokslininkai savo tyrimams stengiasi parinkti lals&i pana$ eksperimentin
model, kuris pagal pakenit sanariy pohid; atitikty reumatoidin artrita (RA), baty
pakankamai iSreikStas pagal savo Klinikinius iroka@torinius rodiklius. Labiausiai panasus
Zmogaus reumatoidirartrita yra antigenu indukuoto artrito (AIA) modelis. Tyrams buvo
pasirinkti triusiai, nesyj kelio ssnario sandara yra artima Zmogaus maZzojo pirgtarsui, be
to sinarys yra pakankamai didelis, palyginus su grauigikicl patogus tirti. Antigenu
indukuotas artritas tai monoartritas, kuris suteigalimyle palyginti to paties gywno koju
sanarius [35].

Reumatoidinio artrito metu vyksta sinovijos uzdeggnkurio mastuivertinti yra
nustatomi uzdegiminiai rodikliai geriausiai atspimgls uzdegimo aktyvum([38].

Sio darbo tikslas: Sprendziant uzdegiminio procesoariuose lokalaus gydymo
problemas, numatoma iSanalizuoti fotodinaésinerapijos poveikantigenu sukeltai artrito
eigai.

Siam tiksluijgyvendinti buvo ikelti uzdaviniai:

1. [vertinti AIA modelio vystyasi ir tinkamuna eksperimentui:
1.1.Bendujy kraujo rodikly dinamiky, kino mags pokyius.
1.2.Monoartrito klinikinius pozymius.

2. ISanalizuoti fotodinami#s terapijos povejkuzdegiminiam procesui



2.1.Bendriesiems kraujo rodikliamsiiko mags pokyiams.
2.2.Klinikiniams AlA eigos parametrams.
2.3.Galutiniams histologiniams keliasariy audiny pokyiams.

Darbas atliktas VU Eksperimenémir klinikinés medicinos institute vadovaujant daktarei

Gailutei Kirdaitei.



2. LITERAT UROS APZVALGA

2.1. Reumatoidinis artritas

Reumatoidinis artritas yratiné sistemig autoimunii liga, kuriai ldingas étinis
daugelio snariy uzdegimas. Pazeistiemsanariams kdinga sinovijos hiperplazija ir
hipertrofija su padiéjusiu sinovinio skysio kiekiu, elesrese stadijose — krem& ir kauliniy

strukfiry pazeidimas [33] (2.1.1 pav.).

Eremszles desirukeija

Kaulas —

UzZdegiminé sanario
kapsulé -1
Eremzlés pazeidimas

2.1.1 pav Reumatoidinio artrito pazeistsariai [41].

RA kilmé iki Siol nenustatyta, nors Zinoma, kad tai yreoauatinine liga, pasireiskianti
antigenui specifiniu imuniniu atsaku. Artritogersrsukéléjas taip pat tiksliai nezinomas, bet
tai gali kuti infekcinés kilmés agentas: bakterija, bakterijos komponentas aisas. Jis gali
buti gydomas operacijos metu pasSalinant sirgpyginovektomija) arba lokaliai suleidziant
radionuklidy; ar kity citotoksini medziag (sinovioartez), tfiau pastaruosius du gydymo
metodus ribojaaariy dydis ir jie ne visada veiksmingi [25, 24]

Reumatoidinio artrito gariui bidingos Sios histopatologia savyls: imuniniai
kompleksai snhario kremzts sluoksniuose irivairus makrofag bei T limfocity kiekis
sinovijoje, o taip pat fibrazir sinovijos hiperplazija [35].

Skirtingi signaliniai ir efektoriniai keliai reumaidinéje sinovijoje, kurie prasideda
ikiklinikin ¢je ligos stadijoje, ved prie patofiziologini jvykiu kaskados, kuri pasibaigiai
progresyvia ir negftama sgnario destrukcija. Reumatoidinio sinovito vystymuis



persistavimui reikalingagvairiu lasteliy bendradarbiavimasjskaitant sinovijos asteles
(fibroblastus, endotelines ir perivaskuliarinestéles), makrofagus, dendritinegsteles, ir
kitas efektorines imunigs sistemos akteles. Rreumatoidinio artrito sinovijos fibrobkast
(RASF), kurie sveikamegsaryje dalyvauja sinovijos homeostgg, manoma yra pagrindiniai
veikéjai, lemiantys gnario destrukcijos patogengkartus su kitomis mezenchingmis ir
imunokompetentiémis lastekmis [23]

Tyrimai rodo, kad makrofagai ir fibroblastai formagarakrinin ir autokrinin tinkla
ir tokia lasteliy saveika skatinadtinio sinovito vystymasi [10]. (2.1.2 pav.)

Penki pagrindiniai faktoriai: vidgsteliniai signalai ir proliferacija, adhezija,
uzdegimas, angiogenear matrikso degradacija yra susigtiairiais uzdegimini lasteliy
mediatoriais (TNF, IL-1, IL-6, matrikso metaloprotazs, katepsinai) .
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2.1.2 pav.Uzdegimo ir pazeidimo mechanizmai reumatoidiniaamaryje [23]



IS uzdegiminy citokiny, kurie padidina destrukGirRASF potencial, ypa: domimasi
IL-1p ir TNF. Sie citokinai daugiausiai gaminami makgifése hstekse, kurios iSkloja
sinovija ir ekspresuoja daugyb kity citokiny, chemokim ir prostaglandin. Be to, IL-18 ir
TNF tiesiogiai stimuliuoja matriks degraduojatiy ferment, tokiu kaip matrikso
metaloproteinazs (MMP) produkcij [23]

Uzdegiminei sinovijai, yp& sinovinei membranai, tdinga didele T, B dsteliy,
plazminy, NK, dendritiniy lasteliy infiltracija. Saveikaujant Sioms abktelebms ir
makrofagams, atsipalaiduoja chemokinai bei pgdicchemokim recepton; ekspresija. T
lasteliy susikaupim skatina sinovijos fibroblastai [29].

Reumatoidinio artrito metu patobiologiniai vyksngaili biti suskirstyti tokia seka: 1)
sinovinis uzdegimas; 2) pak#t humoralinis ir 4stelinis imuninis atsakas; 3) sinovijos
hiperplazija bei panus formavimasis [30]. Nenormlaktek-lastek, lastek-matriksas ir
vidulasteline saveika, kintanti @l jvairiy tirpiu mediatory, suformuoja 3i proces pagrind ir
skatina étinj sanario uzdegim, sistemig manifestacy bei sukelia jungiamojo audinio ir
sanario strukiiry pazeidim RA metu. Sinovijos uzdegimas ir pajgt imuninis atsakas
salygoja snario skausmo vystyssi ir tinima. Daugelis mediatogi ir mechanizm,
dalyvaujatiy RA, réra specifiniai Siai ligai aramario uzdegimui, betyjsaveika turi didziuj
poveiki uzdegimui ir gnario destrukcijai RA metu [31].

Uzdegimo mediatoni prigimtis, u stabilumas, aktyvumas, difuzijos bei iSbuvimo
audinyje ir skystoje fage paggumas, gali taip pat kritiSkaiakoti ju vaidmern. Uzdegiminio
sanario aplinka yra agstine ir hipoksire. Sinovinio skysio klampumas suméjp cl
hialurono fgsties degradacijos, kremgl maitinimas susilpija, be to yra randamos
mikroskopires ir makroskopiés auding nuolauzos bei fibrino nuédos [31].

Sanarys yra uzdara sistema, kuri pati neiSsivalo. Kadegimo nuolauzosiby
pasSalintos, IS pradgijos turi kiti degraduotos, fagocituotos ar kitokididu eliminuotos.
Taigi mikroaplinka pati gali nulemti ir skatinti dgef biologiniy efeky nuo gem indukcijos
iki sanario audin formuojargiy makromolekuly pokyciy [31].

Umios fazs atsakas, tai terminas daZniausiai naudojamasidiptb bendriems
jvairiems sisteminiams ir lokaliems pakgms, kurie lydi uzdegimo procesitsirandug dél
audiniy pazeidimo. Nepaisant to, kad atsakas vadinaimégs fazs, pokyiai pasireiskia tiek
imaus, tiekdtinio uzdegimo metu [31].

Uzdegimo sistemini reakcip spektre du fiziologiniai atsakai yra swsigu tmiu
uzdegimu. Pirmasis sus§ su temperatos pakitimais veikiant pagumbiuikurio poveikyje
kargiuojama. Kitas apima metabolizmo ir gereguliacijos pokyius kepenyse [39] (2.1.3

pav.).



SISTEMIINIS THMIOS FAZES UZDEGINMO ATSAKAS
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4 pav. Sisteminiamios fazs uzdegimo atsakas [40].

Svarbu aptartiimios fazs atsal kaip dinamiin homeostatipproces, kuris jtakoja
visas didzisias organizmo sistemas: imuagirkardiovaskulig ir centrirg nerwy sistena.
Normaliomis glygomisamios fazs atsakas trunka tik kelias dienagida esantdtiniam ar
pasikartojatiam uzdegimui, netipiSkas kai kuriimios fazs atsako uZzsjsimas, gali
prisicdéti prie audinio pazeidimo. Tokiutlu gali liti skatinamos tolesis komplikacijos,
pavyzdziui baltym nusdimo ligos tokios kaip amiloid@Z31].

Kita svarbiumios fazs atsako iSraiSka yra radikaliai pakeistas kepeosintetinis
vaidmuo. Normaliomis gygomis kepenys sintetinaatingas plazmos baltym grupes
palaikydamos pastoviasy jkoncentracijas. Daugelis wSibaltymy pasizymi svarbiomis
funkcijomis ir didesnis § amios fazs baltymy (UFB) lygis plazmoje yra reikalingas
vykstantaumios fazs atsakui [31].

Pagrindiniai parametrai dazniausiai naudojammios fazs atsakuijvertinti yra
eritrocity nusdimo greitis (ENG), plazmos klampumagimios fazs baltym; koncentracijos
plazmoje nustatymas [31].

Umios fazs baltymai uZzdegimo metu nespecifiSkai jungiasie peritrocit;, tuo
didindami jy nussdimo greii. Sis reiSkinys yra sus§ su bet kokios kilds uzdegimu,
piktybiniu procesu arba sistemine reakcija. ENGigis yra nespecifinis, d&u jis visuomet
padeda diferencijuoti uzdegiminio proceso kijnbe to jis yra gana patikimas rodiklis
vertinant gydymo veiksminguar{1].

ENG apibtziamas kaip kraujo formini elemeni nusdimas per laiko takp
autologireje plazmoje tam tikromis tiksliai apigttomis glygomis [21]. Eritrocity nusdimo
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greitis yra paprastas ir nebrangus laboratorirsgatedaznai naudojamasiios fazs atsakui
ivertinti. Eritrocity agregacija vykstaédl eritrocity pavirSiaus Kiviy ir jégu esagiu aplink
lasteles. Eritrocitai yrakrauti neigiamai, toél stumia vienas kit Dideks molekulirtss mags
teigiamai jkrauti baltymai skatina agregatformavimasi, tokiu mdu padidindami ENG.
Fibrinogenas turi didZiausipoveii ENG padidjimui, palyginus su kitaisimios fazs
baltymais. @l Sios priezasties plazmos klampunwvertinimas koreliuoja su ENG, betna
toks patikimas kaip ENG, nes jis yra nezymiai vaikas trumpalaiki pokyiy imaus atsako
metu [28].

Reumatoidinio artrito metu, ENG yra naudojamas kpamalbinis ligos stadijai
vertinti, jis atspindi klinikin ligos intensyvura [37] ENG tiikumas yra tas, kad sveikstant,
Sis rodiklis gali Iti padickjes kelet savatiu po Kklinikiniy, laboratoring pozymi

normalizavimosi [38].

2.2.Eksperimentiniai artrito modeliai

Artrito eksperimentiniai modeliai naudojami tirteksnius iSprovokuojatius leting
artrita, létini proceg reguliuojagius mechanizmus ir audinipaZzeidimus. Sukus mode],
svarbujrodyti, kad tokios reakcijos vyksta ir Zmogausittatveju [35].

Reumatoidinio artrito tyrimuose g@lausiai naudojami eksperimentiniai modeliai yra
Sie: adjuvantu sukeltas artritas, kolagenu sukedid@stas, antigenu indukuotas artritas ir
streptokoko 4steliy sieneliy pagalba sukurti artrito modeliai, taip pat protd@nu sukeltas
artritas. T limfocitai visuose artrito modeliuostieka svarbiausia vaidmgnKitas svarbus
veiksnys yra dtinis stimulas, kuriuo gali idi pastovus antigenas arba autoantigenas pries
sanario strukiiras. Pastoys antigenai yra nedegraduojamos bakiesjenets sinovijos
audinyje ar antigenai esantys kolagenu turtinguasdiniuose, tokiuose kaip raidi ir
sanario kremzt. Fagocitoz Siuo atveju nevyksta. Kita nuolatinveiksniy kategorija yra
suformuojama autoantigenu priefhario kremz. Siuo atveju autoantigenas gaiitbll tipo
kolagenas ir proteoglikanai. Adjuvantu ir streptlko sieneliy indukuotuose artrito
modeliuose kremgltaip pat gali funkcionuoti kaip autoantigenas, dasig su strukiriniu
supanagimu tarp bakteriy peptidoglikam ir kremzks proteoglikan. T&iau, turi kit
galutinaijrodyta, kad Sis kryzminio reaktyvumo atsakas tikmasideda prie artrito sekmo
[35].

Eksperimentini modeliy mikrobiniai komponentai, tient mikroorganizm lasteliy
sienelyy fragmentai, bey sugeljimo sukelti artrit, d¢l tiesiogires lokalizacijos snario

audinyje, gali sukelti artetdél molekulines mimikrijos su ghario strukiromis. Yra gausu
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gali bati susig[35].

2.2.1. Adjuvantu indukuotas artritas

Siam artritui sukelti daroma pilno Froido adjuvangu kardiu uZmus$tomis
mikobakterijomis injekcijai dermy. Jautrioms ziurki linijjoms (Lewis linijos Ziurkms)
artritas iSsivysto per 2 savaites. Adjuvantu sukaltrito pasireiSkimas ir imlumas priklauso
nuo gywvino linijos [35].

Histopatologigs adjuvanto artrito savygb atspindi periartrait su periostitu vietoj
sinovito ir masyyv uzdegim kauly ciulpuose. Imunini kompleks nusdimas kremzje néra
budingas, o kremzbk destrukcija ankstyvoje ligos eigoje yra ribotd][3

Adjuvanto artrito modeliai pasizymi spontaénms remisijomis ir imlumo pakartotinei
indukcijai stygiumi. Sis atsparumas yra specifiaigigenui. Tai susij su reguliaciniais T
limfocitais, kurie atpa@ta antigenui specifinius receptorius ant T limfigckurie skatina
artrita, ir gali uzblokuoti ai Iasteliy aktyvumy. Reguliacigs lasteks paios nrera
artritogenires [35].

Nesteroidiniai prieS uzdegiminiai vaistai yra efgkis kremzés ir kaulo destrukcijos
inhibitoriai Siame modelyje, prieSingai negu zmpneéumatoidinio artrito atveju. Teéd Sis
modelis kelia abejonidél jo tinkamumo [35].

2.2.2. Kolagenu indukuotas artritas

Artritas sukeliamas natyviuasario kremzts komponentu - 1l tipo kolagenu. Kiti
sanario kremz¢ sudarantys kolagenai, taip pat gali funkcionuaipkartritogenai, pavyzdziui
IX ir XI tipo kolagenai. Lemiamas elementas Sioritot patogenege yra imuniSkumo
indukcija svetimam Il tipo kolagenuiéhau kryzminis reagavimas su homologisku Il tipo
kolagenu. Taip pat galititi naudojama paprasta imunizacija su homologinitiplh kolagenu
[7].

Artritas Ziurkems pasireiksSkia per 14 dignT&iau peéms ligos ekspresija yra labiau
laipsnisSka, prasideda po 3-4 savai[35].

PrieSingai adjuvantu indukuotam artritui, kolageratritas yra lokalizuotas
periferiniuose snariuose. Kolageno artrito histopatologija rodokaigimy sinovia su

granuliociy gausa ir kaulo erozija bei panus formavimusi. 3kas gnario kremzs
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sunykimas stebimas po 2 salraiir artritas baigiasi ankiloze su ribotu uzdegirRagrindiré
artrito remisijos priezastis Siuo atveju yra trumpatigeno issilaikymas [35].

Kolagenu indukuoto artrito mechanizmas paremtaserdviprincipais: turi Bti
antikolageniniai antifnai ir T limfocity imuniSkumas pries Il tipo kolagenNors antikinai ir
vieni gali sukelti artrig, taciau reikalingos didék jo koncentracijos, o sukeltas artritama
trumpalaikis. Kolageno sukelto artrito ekspresigi ¢piti sustiprinta papildomais antikais
pries Il tipo kolages nespecifiniais uzdegiminiais stimulais, tokiaaklipopolisacharidai
ar pavieny uzdegimo mediatogi IL-1, TNF-a ar transformuojafio augimo faktoriau§
(TGF3) papildymu [15].

2.2.3. Proteoglikanu indukuotas artritas

Proteoglikanu sukeltas artritas palyginti naujasdetis. Proteoglikanas yra vienas
pagrindiniyy sanario kremzts sudedangu komponeni. Artritogeninis epitopas yra baltynsin
Serdis [22].

Proteoglikano modelis atitinka poliartjit su stipria kremzk erozija ir Zymia
ankiloze. Taip pat buvo pastdl, kadj proceg itraukiami juosmenié stuburo dalis ir disko
regionai, todl modelis gali lati taikomas ir spondilitui tirti [35].

Didziausia ir stipriausia proteoglikanu indukuotdrigo iSraiSka yra antiknai ir T
limfocity imuniSkumas proteoglikanui. Antiproteoglikprantikinai patys sugeba sukelti
Zzymy proteoglikam kiekio sumagjima kremzEkje be aiSkaus sinovito [35].

Deja, ieSkant tokio antiproteoglikan imuniSkumo pacientams sergantiems
reumatoidiniu artritu nepavyko gauti patikimezultat;, kurie paremt jo vaidmen Zzmogaus
artrite [35].

2.2.4. Streptokoko sienék sukeltas artritas

Sis modelis sukeliamas atliekant sistegni grupss streptokol sienets fragmeni
injekcija. Buvo naudojami ir kif bakteriy, tokiy kaip Lactobacillus casear Eubacterium
aerofaciens sieneliy fragmentai artritui sukelti. Principas paremtas Zmafragmeni
degradacijos laipsniu, téd sukuriamas ilgalaikis stimulas. Lactobacillus eubakteriy
modeliai sukurti norint nustatyti;jijmanonm poveik Zzmogaus sveikatai, nes Sios bakterijos
yra dalis normalios gastrointestinaigfloros [35].

Per 24 h nuo siend fragmeni jvedimo, tmus uzdegimas iSsivysto periferiniuose
sanariuose ir sutampa su baktergienets fragmeni pasklidimu sinovijos kraujagyse ir
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subchondrini kauly ¢iulpuose. Sisimus nuo komplemento priklausomas uZdegimas
nushgsta per ki savait, po to, per 2 savaites, atsirandtinis erozinis poliartritas, kuris
apima daugiausiai periferiniugrerius. létinéje fazje Sis artritas yra panasugmogaus RA,
nes pasireiSkia ligos pméjimais ir remisijomis. Yra tik kelios pejilinijos imlios Siai artrito
formai [35].

Ankstyviems histopatologijos rezultatamsdngas stiprus mononuklearinis sinovitas,
su negausia eksudacijanario ertn¢gje bei ribotu proteoglikan netekimu iS gnarinés
kremzks. Tik wlesrese Etinio artrito stadijose buvo pastebimas Zymus pdomeavimasis ir
ryskios kremzls bei kaulo erozijos [34].

Pagrindire priezastis, koél Sis modelis ribotai naudojamas tyrimams, yraked yra

sudttinga paruosti artritogenines baktetimsteliy sieneles [35].

2.2.5. Antigenu indukuotas artritas (AlA)

Sis modelis gali i sukeltas daugeliui gyny rasiy (pekms, Ziurkms ir jaros
kiaulytems, triuSiams). PrieSingai poliartritiniams modelsg Sis artrito tipas iSlieka ribotas
viename gnaryje (monoartritas), tai leidzia lyginti su totiea gyvuliuko kitos kojosamariu
[35].

Dazniausia naudojami antigenai yra ovalbuminasiigaserumo albuminas ir fibrinas.
Preimunizacija yra atliekama antigenu pilname Fyoatjuvante, tokiu ddu sukeliamas
stiprus humoralinis beiastelinis imuniSkumas. Artritas dazniausiai indulamogs po 3
savatiy atlikus lokala didelio kiekio antigeno injekciji kelio snar. TriuSiams étiné ligos

forma gali trukti ne vienerius metus [35].

Histopatologinis vaizdas — granuliagiturtingas eksudatagrsario ertngje, sinovinio
sluoksnio iSvedimas, \lesrese stadijose — daugiausiai infiltracija mononuldégrkartu su
gausiu T limfocit, skatiumi ir plazminiy lasteliy grupemis. Intensyvus imunini kompleks
formavimasis stebimas iSoriniuosgario kremzts pavirSiuose, tai skatina krerézlardymo
proces. Budingas ankstyvas proteoglikanetekimas, po tpanus formavimasis bei krengl
ir kaulo erozijos. Siais pozymiais AIA modelis yeatimiausias zmogaus reumatoidiniam
artritui [35].

Du svarliis veiksniai paaiSke tiriant antigenu sukeltus artritus yra: 1étiné forma
randama tik tada, kai antigenas pakankamaingbsnario audiniuose bei yra reikiamas T
limfocity hiperjautrumas; 2. Kremg| rai€iai ir sausgysls yra nevaskuliarizuoti audiniai,

todkl antigenas iSsilaiko ilgiau, tokiuadu palaikomasélinis artritas. Antigenas suleistas

13



sanai sukelia &tinj artrita. Létiné artrito eiga yra susijusi su lokaliomigihémis padi@jusio
jautrumo reakcijomis. Nors sukelti artritui reikadi palyginti dideli antigeno kiekiai, ¢&au
ligos palaikymui pakanka net makiekiy [35].

Antigenu indukuoto artrito modelis yra tinkamiawssigrinéti kremzks bei sinovijos
pazeidimo mechanizim svarbu, kad yra Zinomas tikslus artrito pradZaiisas, kelio gnarys

yra gerai prieinamas tyrimams irgalima lyginti su to paties gymo kitos kojos gnariu [35].

2.3. Fotodinaminreg terapija ir jos taikymas reumatoidinio artrito gyd ymui

Fotodinamig terapija pagsta Sviesai jautyi medziag selektyviu susikaupimu
navikiniuose bei kituose greitai proliferuofjamose audiniuose, po to Sios stiiukis
apsSvitinamos fotosensibilizatoriaus absorbcijos simakimy atitinkatia Sviesa. FDT principas
gali bati suskirstytag du etapus: | etapas fotosensibilizatoriaus (F&idimasi organizm,
jo susikaupimas mitotiSkai aktyviosgstekse ir audiniuose, Il etapas — FS Siose siinoisie
yra aktyvinamas tam tikro ilgio monochromatine l@aéanga [11].

Patekusios; organizm fotosensibilizatoriaus molekid yra neaktyvios ir negali
inicijuoti fotocheminy vyksmy. Tokias molekules apSvitinus tinkamo bangos il§uesa,
ivyksta fotosuzadinimas, t.y. molekslperSoka suzadingja didesrs energijos tisery. Dél
suzadinimo energijos pernasos susidmisvieji radikalai yra labai aktys ir inicijuoja
biomolekuly oksidacijos reakcijas, sukeli&as hsteliy zatj. Suzadinta deguonies molekul
taip pat yra chemisSkai labai aktyvi, oksiduoja badekules ir, sutrikdydamaasteliy
metabolizm, sukelia 4steliy zatj (2.3.1 pav.). Pazaidvieta priklauso nuo to, kur susikap
sensibilizatorius, nes suzadintos molékugyvuoja labai trumpai ir negali toli nukeliauti.
Daugelis fotosensibilizatari gali generuoti tiek laisvuosius radikalus, tiek aktyvias

deguonies formas [27].

Monochromating .
lazerio Sviesa Ll

! T

Fotosensihilizatorius Toksiskas
produlias
' 4
Akityvintas 5N 0 ~ 1p
fotosensihilizatorius 7 ~1 < 2

2.3.1 pav. Fotodinamés terapijos principas [18].
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Vidulastelirés strukiiros - taikiniai yradsteks membrana, mitochondrijos, lizosomos,
ir branduolys. FDT poveikyjeasteks membranos pazeidimas/ksta po kel minwiy [13],
aktyvintas deguonis reaguoja sisteks citoplazmoje bei organelimembranose eséomis
medZziagomis, prasideda fotochegsmeakcijos, lemianos 1y stukiiry pazeidimus [11]

Biosubstrato oksidacija vyksta jam reaguojant smguitiniu deguonimi ‘),
saveikaudamas su substratu singuletinis deguonisrgudestabilius ciklinius peroksidus,
kurie wliau terminiy ir fermentiniy reakcijy metu suyra'O, nuo oksiduojam substrai gali
atpksti elektror ir sudaryti superoksidinius radikalus ,"O Taip susidarantys laisvieji
radikalai irgi dalyvauja fotochemise reakcijose [27].

FDT naudojami fotosensibilizatoriai tamsoje yra @eksmingi, tdiau &l ju
nepakankamai selektyvios lokalizacijos navikiniuesgliniuose ir ganato pasisalinimo is
organizmo neiSvengiama pasSalinio poveikio — pgdglo Zmogaus jautrumo Sviesai. Ebd
tobulindamai FDT metadir ieSkodami veiksmingesmiir mazesnius pasalinius reiskinius
sukeliartiy fotosensibilizatori, mokslininkai susidogjo vidiniais Zmogaus organizmo
iStekliais. Organizme yra endogeninimolekuly, galintiy atlikti fotosensibilizatoriaus
vaidmen [27]. Buvo pastetia, kad navikiniai audiniai pasizymi didesne flusrencija
raudonojoje spektro srityje, o juos apsSvitinus nal Sviesa, nors ir nesant egzogeninio
sensibilizatoriaus ¢tiau auga navikinis darinys ir padig eksperimentini gyvinu gyvenimo
trukme [12].

Zmogaus organizme i§ hemo sir®zpirmtako — aminolevulinotagsties (ALA)
sintetinamos porfirinies prigimties molekuis. [SvirkStus i organizm ALA |astekse ir
audiniuose pradeda kauptis daugiau endogenpuorfiriny, Kkuriuos apSvitinus galima
inicijuoti fotosensibilizacin efekt, sukeliant lasteliy zat;. PaaiSkjo, kad, esant organizme
ALA pertekliui, navikiniuose audiniuose susikaupitugiau endogenini porfiriny nei
sveikuose [27].

IS keturip 5-aminolevulino @igSties molekuli lasteliy citoplazmoje sintetinamas
protoporfirinas IX (PpIX). Kai kuriosakteks, esant didelei egzogeasALA koncentracijai,
pasizymi savybe sintetinti didelius kiekius PplXadangi hemo sintéziS PpIX vyksta
santykinai ¢tai, tokios hsteks savyje akumuliuoja didelius fotosensibilizatosa(PplIX)
kiekius ir gali iti veikiamos FDT [16].

Histologiniai RA pozymiai yra apildinami sinoviociy proliferacija sinovigje
membranoje, padiusia vaskuliarizacija, uzdegiminilasteliy sankaupomis (limfocitai,
plazmires lasteks, makrofagai, neutrofilai), kurios susijusios sadiokjusia citokiny,
imunoglobuling ir uzdegiminipy mediatony gamyba. Kadangi uzdegiminei reumatoidinei

membranai Bdinga daug pozymi kuriais pasiZzymi neoplaziniai audiniai, tai yra
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hipermetabolinis aktyvumas, aktyvi vaskuliarizacif@d:| fotodinamire terapija galima
gydyti ir reumatoidif artrita [18]. FS susitelkia uzdegimije sinovijoje, o paveikus tam tikro
ilgio Sviesa, FS aktyvinasi. Susidaktyviis deguonies radikalai sukelia citotoksines reakcija
uzdegimirese hstekse. FDT ir FS poveikio tyrimams pasitelkiami ekspentiniai gyviny

artrito modeliai [26].
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3. TYRIMO METODAI IR APIMTIS

3.1.Tyrimo medziaga

Bandymams panaudota 17 4-%mm SinSily veisks triusyy (Imunologijos Instituto
veislynas, Vilnius, Lietuva), kugi vidutineé kino mag buvo apie 3 kg. Gyvuliukai buvo
patalpinti VU Eksperimentiss ir klinikinés medicinos instituto vivariume ir naudojami
laikantis Europos direktyvos 86/609/EEC. Jie buaikdmi po viem nemdijancio plieno
narvuose, gaudavo standartigranuliuog triuSiu maist (UAB Kédainiy gradai) ir
vandentiekio vanden Eksperimentams atlikti gautas etikos komisijoslileas Nr. 0105
(2004.01.05).

3.2.Tyrimo metodai

Eksperimentiniai reumatoidinio artrito fotodinaresnterapijos galimyli tyrimai buvo
atliekami trimis etapais:

l. Antigenu indukuoto artrito (AIA) sutimas bei jo, kaip monoartrito, tinkamumo
vertinimas lokaliam artrito gydymui.

II.  Aminolevulino rgsSties injekcijos ir fotosensibilizatoriaus kaupsno
uzdegiminiuose ir kontroliniuosearsariuose vertinimas bei lokalus fotodinagsnterapijos
(FDT) pritaikymas eksperimentiniame AIA modelyje.

lll. Eksperimentinio monoartrito eigos, kraujo rkidiy ir kino mass pokyiy

stelejimas dviej savatiu laikotarpyje po FDT. Galutinhistologire sanario audini analiz.

3.2.1. Antigenu indukuoto artrito (AIA) sukélimas

TriuSiai buvo 3 kartus (kas dvi savaites) imunizwetalbumino (OA) pilname Froido
adjuvante (FA) miSiniu. Kiekvienos imunizacijos mehugaros srityje po oda buvo
suleidziamas 1 ml OA ir FA miSiniq 4 vietas po 0,25 ml): pirmosioms dviem imunizagifo
po 10 mg OA/1 ml, o tk@ai imunizacijai 5 mg OA/1 ml. Emulsija pirminei @&ntrinei
imunizacijai tugjo 0,5 ml FA ir 20 mg/ml OA (Sigma-Aldrich) tirpal steriliame
fiziologiniame tirpale. Injekcijos vietos buvo mdsajamos, kad emulsija gerai pasiskirgtyt
ir sumazty zaizd; ir poodiny granulony susiformavimo rizika Siose vietose. Eus 5
dienoms po tr@os imunizacijos, triusi kelio sinariai buvo nudepiliuoti, oda sterilizuota
spiritu ir | deSires kojos gnario ertng suleistas 1 ml (5 mg/ml) OA tirpalo, idkairés kojos
sanario ertne — sterilus fiziologinis tirpalas. AIA sikmo schema pavaizduota 3.2.1.1
lentekje [5].
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3.2.1.1 lent&d. Antigenu indukuoto artrito sgékmas

) ) ) Suleidimo lmdas
Dienos Proceila Ovalbuminas Adjuvantas _
(vieta)
0 Pirmire imunizacija 10 mg FA Po oda (nugara)
14 Antriné imunizacija 10 mg FA Po oda (nugara)
28 Tretire imunizacija 5mg FA Po oda (nugara)
32 Intragnarire injekcija 5 mg Nra [ sanario ertng

Antigenu indukuoto artrito gyainuose vystymuisivertinti buvo stebima kelioagariy
patinimo apimtis, matuojamasiko svoris, iS ausies venos imamas kraujas ENGptatukir
eritrocity skatiui nustatyti.

Eritrocity nusdimo gretiui jvertinti buvo taikomas P&enkovo metodas, kad tyrimui
reikéty kuo maziau kraujo. Kraujas prisiurbiamascitruoty Partenkovo pipe, paskui
specialiame indelyje sumaiSomas su natrio citraftykiu 4:1 ir prisiurbiamas graduog
Partenkovo pipet. Pipet statoma vertikaliai stow, 0 rezultatas vertinamas po valandos
(mm/h).

Leukocity (10°L) ir eritrocity skatiaus (10°L) nustatymui buvo naudojamas
hematologinis analizatorius PICOSCALE PS-4 (Vemgrij

3.2.2. Fotodinamires terapijos metodika

Tirpalo paruoSimasAminolevulino figsties (ALA) tirpalas (40 mMol) injekcijoms
buvo paruostas tirpinant 5-aminolevulingysties hidrochlorg (Sigma-Aldrich) 0,9% NaCl
tirpale.

Gywiny fotosensibilizacija.Eksperimentiniai gy@nai, prajus 3 dienoms po artrito
indukcijos (OA suleidima desin kelio sinari (DKS)), buvo sugrupuoti 5 grupes (3.2.2.1
lentek). Dviem grugms buvo taikoma fotodinaminterapija, o kitos trys buvo kontrolines.
Pirmai grupei AIA triusi n=5 buvo suleista 1ml 40 mMol ALA tirpalasdeSiniuosius
uzdegiminius keli sanarius (DKS), antrai grupei 1ml 40 mMol ALA injek&ii DKS ir
intravenirt 1ml 40 mMol ALA injekcijai ausies ves (n=4). Kontroliniams gywnams
atitinkamai buvo suleista: 1ml fiziologinio tirpal@éml 40 mMol ALA ir 2ml 40 mMol ALA
(po 1mli DKS ir ausies vey).
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3.2.2.1 lente. TriuSiy grupss

Triusiy Triusiy Suleistas tirpalas Inkubacija ir Sviesos
grupes skatius fluorescentiniai doz
(n) matavimai

Kontroliné 3 1ml fiziologinioj DKS Po 3val. _
grupe 3 1ml 40 mMol ALA| DKS Po 3val. _
2 1ml 40 mMol ALA| DKS Po 3val. _
+1ml 40 mMol ALA| ausies
very
Gydomoji 5 1ml 40 mMol ALA Po 3val. 18 J/cm
grups 4 1ml 40 mMol ALAj DKS Po 3val. 18 J/cm
+1ml 40 mMol ALA| ausies
very

Fotodinamire terapija (FDT). Sensibilizuoi gyvinu uzdegiminiai deSis kojos
sanariai  buvo Svitinami diodiniais Sviesos Saltiniai@maks 635 nm) panaudojant
nuskausminatias priemones 1% lidokaino tirpalSvitinimo truknmé 15 min. Svitinimo dog
18 J/cr.

Fluorescenciniams tyrimams buvo surinktas specifllugrescencias diagnostikos
stendas (3.2.2.1 pav.). Zaditas Sviesos 3altiniu buvo naudotaglynos Sviesos diodinis
Saltinis A=405 nm).

Sviesos
Saltinis PK

LeSis 1 e 1 “d

| Filtras 1 [ — ‘_‘ Spektrofluorimetras
LeSis 2
LeSis3 [ LeSis4
Sviesolaidis

Sviesolaidir Filiras 2

pyne

Bandinys

3.2.2.1 pav. Fluorescencijos registravimo stentiesa.
GlaudziamaisiaiscBiais Zadinimo Sviesa buvo fokusuojaifaiesolaidig pyre, kuria

sudaro du tarpusavyje sujungti Sviesolaidziai. Ekispente buvo naudotas “saulsit tipo
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Sviesolaidis, kuriame viena Sviesolaidzio gija saei centn, 0 kitos — iSsidste ratu.
Zadinimui buvo pasirinkta centgérsviesolaidZio gija, o surinkimui — aplink igsictstiusios
gijos. Sviesolaidias pyres antgalis matavimo metu buvo priglaudZiamas p#gegiminiy
desireés kojos gnariy.

Histologiniai tyrimai. Bandymy pabaigoje gywnai buvo uzmigdomi suleidZiant jiems
1 ausies vem 50 mg/kg tiopentalio da@z Sgnario sinovijos ir kremzks audiniai buvo
iSpjaunami ir fiksuojami spirito-formalino (9:1) kBatoriuje, po to kremél 14 diem
dekalcinuojama 15% EDTA tirpale ir po dehidratagijaudiniai buvo apliejami parafinu.
Sagitaliniai 5um pjviai buvo dazomi: kremzl— hematoksilinu/eozinu, toluidino éhu ir
safraninu; sinovija — hematoksilinu/eozinu, tolaidli meliu ir safraninu, Van-Gieson ir
metilenu zaliu-pironinu pagal Bracchet dazymaidd HistologiSkai audiniai buvo
analizuojami pagal literatoje apraSytus sinovijos ir krenésl vertinimo protokolus [19,20].
Preparatuosevertinta sinovijos hiperplazija, sinoviogitsluoksniy skatius, fibroblast
aktyvacija bei uzdegimin infiltracija; pagal tuos duomenis apskaptas sinovijos
pakenkimas balais (0-1 — sinovitéra; 2-3 — silpnas sinovitas; 4-6 — vidutinis sirtasj 7-9 —
stiprus sinovitas). Krem& pakenkimas taip pat buvieertinamas balais, atsizvelgiant
strukfirinius chondrocii ir metabolinius (matrikso) pokys (GAGwy ir Safranino O
nusidazym) ir Tidemark’o integralurp (0-1 — normali kremzt 2-5 — silpni pokyiai, 6-9 —

vidutiniai pokyiai, 10-14 — rySks pokyiai).
3.3.Statistine rezultaty analize
Statistie duomem analiz atlikta taikant kompiuteriis statistikos programSPSS for
Windows (versija 8.0). Apskaiuoti jvairiy paramety reikSmiy vidurkiai su standartiniais

nuokrypiais ir 95% pasikliautinaisiais intervalargudojamas Studento t kriterijus. Grafinis

duomem vaizdavimas atliktas Microsoft Excel 2002 programa
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4. TYRIMO REZULTATAIIRJ U APTARIMAS

4.1.Antigenu indukuoto artrito (AlA) suk élimas,

jo kaip monoartrito, tinkamumo vertinimas lokaliam artrito gydymui

Sukeliant antigenu indukuota arftitprieS kiekvien procedira buvo matuojama
triuSiy kino mas, imamas kraujas ir nustatomi ENG, leukaqcit eritrocity skatius. Po
ovalbumino injekcijos kraujas tyrimams buvo imarkas antj diera.

ENG pokyiai AIA sukélimo metu pavaizduoti 4.1.1 paveiksle. SueikiuSiu ENG
vidurkis buvo 1,65+0,12 mm/h. ENG #wm tendench didéti kiekvienos imunizacijos
FA+OA metu, statistiSkai patikimai padjd prieS Il imunizacy (p<0,003).

40 ~

35 4

30 Intraginariné
OA iniekciia

25

20

15 \/

10 +

ENG, mm/val

Ogg

Sveiki (pries | Pries Il Pries il PrieS OA 1d. po OA  3d. po OA
imunizacijg) imunizacijg  imunizacijg ~ suleidimg

4.1.1 pav. Triugi ENG vidurkiy pokyiai AlA sukélimo metu.

PrieS antigeno injekaj ENG siek 4,88+2,26 mm/h, o viendiem po ovalbumino
(OA) injekcijos buvo nustatytas patikimas pagiehas iki 16,76+5,47 mm/h (p<0,001).
Treciaja diem po antigeno suleidimo ENG sieB2,71+7,97 mm/h (p<0,001).

Leukocity skatiaus pokgiai AIA metu pavaizduoti 4.1.2 paveiksle. PrieS |
imunizacip sveiky triusiy leukociyy skatius buvo lygus 7,27+1,28 x1i0, prie$ Il imunizacij
leukociy skatius padidjo iki 8,88+1,42x16L ir patikimai (p<0,001) skysisi nuo sveik

triusSiy leukocity skatiaus.
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4.1.2 pav. Triugj leukocity skatiaus vidurkiy pokyiai AIA sukélimo metu.

Pries intragnaring ovalbumino injekcy leukociy skatius siek 10,41+1,28 x1% ir
statistikai patikimai padéjb po vienos dienos suleidus OA 15,01+3,84 %1(p<0,001) ir
dar padidjo prajus trims dienoms po antigeno injekcijos 21,74+3@9L (p<0,001).

Eritrocity skatius AIA modelio suklimo metu tuéjo tendenci mazti (4.1.3 pav.).
Sveikiems triuS§iams nustatytas 4,48+0,29 &t Gritrocity skatius, imunizacijos eigoje jis
statistikai patikimai majo: prie$ Il imunizacij buvo 4,22+0,38 x16L (p<0,01), pries IlI
3,9620,35 x1¢°L (p<0,007), pries antigeno suleidir,81+0,35 x1&L (p<0,026), po dienos
suleidus OA 3,68+0,31 x1f1 (p<0,019) ir tréiq diera po OA injekcijos eritrocif skatius
buvo 3,49+0,27 x16L (p<0,005).

Intraginaring

5 OA iniekciia
o4 ‘
: ‘
—
43-
: ‘
©
x
(]
z 24
¢ ‘
o
&g

0

Sveiki (pries | Pries Il Pries il PrieS OA 1d. po OA 3d. po OA

imunizacijg) imunizacijg ~ imunizacijg ~ suleidimg

4.1.3 pav. Triugj eritrocity skatiaus vidurki; pokyiai AIA sukélimo metu.
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Sukeliant antigenu indukupartrita, visos imunizacijos metu buvjgertinamas triugi

kiino mass kitimas (4.1.4 pav.). Esminskirtumy tiriant kino mag nerasta, ji tik nezymiai

mazjo. Sveilq triuSiy kino mass vidurkis buvo 3,2+0,28 kg, o tig diem po ovalbumino

injekcijos triusiy svorio vidurkis buvo 3,03+0,27 kg.

4 -
3.5 -

Intragynarirg
OA iniekciia

N
(63}
|

Ki@ino maseé, kg

=
= (63} N
| I I

o
(63}
|

11

11

o

Sveiki (pries Pries Il Pries Il

limunizacijg) imunizacijg imunizacijg

Pries OA
suleidimg

1d. po OA

3d. po OA

4.1.4 pav. Triugi kino mass vidurkiy pokyciai AIA sukélimo metu.

TriuSiy deSires ir kaires ko kelio ssnariy apimtys buvo matuojamos pries suleidziant

OA ir kiekviera dierg po antigeno suleidimo (4.1.5 pav.). SwetkiuSiy abiep koju sanariy

apimtis buvo lygi 11,5 £0,25 cm.

14 -

13.5

Intraginaring
13 OA iniekciia

12.5 +

Sanariy apimtis, cm

Prie§ OA 1d. Po OA

2d. Po OA

m Kairé koja
Desiné koja

4.1.5 pav. Triudi deSiniyju ir kairiuju koju kelio sinariy patinimo dinamika atlikus

OA injekcija 1 deSiniyju kojy sanariy ertne.
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Po intragnarines OA injekcijosi deSirts kojos gnarn buvo stebimas 8i sanariy
patinimas. 1 dienpo OA injekcijos deSimju sanariy apintiy vidurkis siek 13,3 + 0,36 cm
(p<0,001), o antsja diem — 13,59+0,36 cm (p<0,001). Kajji sanariy apimtys nekito,
skirtumas tarp kaigju ir deSinijju koju sanariy buvo akivaizdus, vidutiniSkai apie 2 cm.
Skirtumai tarp deSis kojos gnario ir kaigés kojos gnario po OA injekcijos yra statistiSkali
patikimi tiek pirmg, tiek anta diem (p<0,001).

Taigi, tuedami Siuos laboratorinius ir klinikinius duomenidakme iSvad, kad
eksperimentinis vieno aeario artrito (monoartrito) modelis yra tinkamaslesmiems

eksperimentiniams tyrimams.

4.2 .Eksperimentinio AIA modelio gydymas fotodinamire terapija

Fotodinamirs terapijos taikymui, triuSiai buvo suskirstyiti kontroline (n=8) ir
gydomaja (n=9) grupes. Prie$ SvitintriuSiams su AlAl sanajl ir ausies ves buvo leistos
skirtingos ALA tirpalo dogs. Kontrolires grugs 3 triuSiams buvo atlikta fiziologinio tirpalo
injekcija. Stebta sinariy patinimo dinamika (4.2.1. pav.). Nuo 1 dienos ékisperimento
pabaigos (23 dienos) skirtumai tarp désiir kaires kojos gnariy iSliko statistiSkai patikimi
(p<0,001).

—o— DKS fiziologinis tirpalas

15 —8— DKS 1 ml ALA tirpalas
—a&— DKS 2 ml ALA tirpalas
—o— KKS vidurkiai
c 14 1
(&)
)
E
o 13 4
©
2
5]
&
n 12 -
11 T T T T T T T T T T T 1
Pries 1 2 5 8 9 11 14 16 18 21 23
OA Dienos

4.2.1. pav.Kairiyju ir deSinijju koju kelio sinariy apimties kitimo dinamika

Prasjus parai po OA injekcijos, tarp triugdesSingyju sanariy, kuriems buvo leistas 1
ml 40 mMol ALA tirpalas ir 1ml fiziologinis tirpals nustatytas statistiSkai patikimas
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skirtumas (p<0,016), bet dinamikoje artrito eigavdupanaSi visuose pogrupiuose ir
statistiSkai patikim skirtumy iki eksperimento pabaigos tarp pogmpekonstatuota.

Siekiant jvertinti fotosensibilizatori kaupimosi intensyvum ir selektyvum
uzdegiminiuose audiniuose priklausomai nuo AlL&edimo kidai bei dozs buvo
registruojama fotosensibilizatoriaus fluorescencifgminolevulino Ggsties injekcijos ir
fotosensibilizatoriaus kaupimosi uzdegiminiuos&antroliniuose gnariuose fluorescencijos
spektrai pateikti 1 priede. Fluorescencija buvastegojama po ALA suleidimg sanarius ir
ausies vem Sensibilizatoriaus kaupimosi santykiniai skirtumadegiminiuose DKS,
lyginant su kontroliniais KKS, pasirei§kiek suleidus ALAj sanai, tiek ir intraveniskai.
Taigi, nepriklausomai nuo ALAvedimo hido fotosensibilizatorius uzdegiminio kelignario
audiniuose kaupiasi selektyviau nei kontroliniuaséiniuose.

ENG pokyiai kontrolines grugs triusiuose nepriklausomai nuo suleisto tirpal@ir
kiekio statistiSkai patikimai skysi lyginant sveikus triuSius ir baigus; jimunizacip
(p<0,001). ENG pokgiai pavaizduoti 4.2.2 paveiksle. Stikss monoartry ir stebint jo eig,
pogrupyje su fiziologiniu tirpalu 3d. po OA injekas (artrito indukcijos) ENG buvo lygus
34,7£8 mm/h, o 8d. statistiSkai patikimai (p<0,04dnazjo iki 12+3,46 mm/h. Nuo 8d. iki
paskutires eksperimento dienos ENG Sioje triu§rupeje turjo tendenci mazti ir 23d.

buvo lygus 6,3£1,2 mm/h, &eu statistiSkai patikimp skirtumy nenustatyta.

45

40

35 -
- 30 | Fiziologinis tirpalas
E 25 - 1 ml ALAtirpalas
(29' 20 2 ml ALAtirpalas
L

Sweiki AIA(3d. 8d.po 11d.po 21d.po 23d.po
po OA) OA OA OA OA

4.2.2. pav.ENG pokyiai kontrolinés grugs triusiams su AlA

TriuSiams su 1 ml ALA tirpalu 3d. po antigeno inggks ENG buvo lygus 36,3£10,9
mm/h, o 8d. sumajo iki 12,67+4,7mm/h (p<0,048). Stebint kraujo rdi dinamiky po
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artrito suklimo nuo 8 iki paskutias eksperimento dienos, matomas ENG éjiauas, t&iau
reikSmes statistiSkai patikimai nesiskyr23 eksperimento diareritrocity nusdimo greitis
buvo lygus 8,33£2,8 mm/h ir statistiSkai patikimsiimazje¢s lyginant su ENG 3d. po
antigeno injekcijos (p<0, 027).

TriuSiy, kuriems buvo suleistas 2 ml ALA tirpalas, ENG 3sh OA buvo lygus
37,5£9,2mm/h, buvo stebimas statistiSkai patikiBAG sumagjimas 8d. (9,5+£0,7 mm/h)
(p<0,032). Laikotarpyje nuo 8d. iki 23d. ENG dur tendencih mazti, taciau statistiSkai
patikimo skirtumo nenustane. Paskutinja eksperimento dignENG buvo lygus 4,5+0,7
mm/h ir statistiSkai patikimai sk§si lyginant su 3d. (p<0,01). StatistiSkai patigiENG
skirtumy tarp 3 triusi grupiy nerasta.

Leukocity skatiaus pokyiai kontrolines grugs triuSiams su AlA pavaizduoti 4.2.3
paveiksle. Pogrupyje su fiziologiniu tirpalu patikiduomenys gauti palyginus 3d. (23,4+3,5
x10°L) ir 8d. (15,3+2,5 x18.) po OA injekcijos (p<0,009).

30 ~

25 T

Fiziologinis tirpalas
1 ml ALAtirpalas
2 ml ALAtirpalas

Leukocity skaigius, 10°L

Sweiki AlA (3d.  8d. po 11d. po 21d. po 23d. po
po OA) OA OA OA OA

4.2.3. pav.Leukociy skatiaus pokyiai kontrolines grugs triuSiams su AlA.

Nuo 8 iki 23 eksperimento dienos leukacgkatius, triuSiams su fiziologiniu tirpalu
turéjo polinki mazti, taciau statistiSkai patikinp skirtumy, Siomis eksperimento dienomis,
nenustatyta. Paskutifi eksperimento dienleukocit skatius buvo lygus 12,2+1,5 xi0Dir
patikimai skyési nuo duomegaut; 3 dien.

TriuSiy, kuriems buvo suleistas 1 ml ALA tirpalo, leukackkatius eksperimento
eigoje keitesi, tatiau statistiSkai patikinp skirtumy nerasta, o triuSiams su 2ml ALA tirpalo
injekcija leukocit, skatius 3d. buvo lygus 17,9+0,7 x}0ir statistiSkai patikimai (p<0,026)
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Sanariy apimtis, cm

sumazjo 8d. (13+0,9 x18.). Kitomis eksperimento dienomis leukacikatius kito, taiau
statistiSkai patikimo skirtumo nebuvo.

Eritrocity skatiaus pokyiai kontrolines grugs triuSiams pavaizduoti 4.2.4. paveiksle.
Eritrocity skatius eksperimento eigoje nuo 11d. po OA injekcijogjo tendenci didéti,

taCiau statistiSkai patikimp skirtumy nei pogrupiuose, nei tarp grupiersta.

(62}
I

SN
I

Fiziologinis tirpalas
1 ml ALAtirpalas
2 ml ALAtirpalas

Eritrocity skaiéius, 1042 L
N w

(=Y
|

Sweiki  AIA (3d. 8d. po OA 11d.po 21d.po 23d. po
po OA) OA OA OA

4.2.4. pav.Eritrocity skatiaus pokyiai kontrolines grugs triusiams su AlA

Gydomoiji triusiy grups buvo suskirstyta du pogrupius pagal tai, kokia ALA tirpalo
doz (1ml ir 2ml) buvo suleista prie$ SvitingnSnariy patinimo dinamika lyginant deSigi

ir kairiyjy kelio snariy vidurkius pavaizduota 4.2.5 paveiksle.

15 1 15
14 14 l
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i | gt 3
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g_ —e— Desiné koja
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[/_§/!\./«!\._._./{—!/i—i ——Karekoa 2 12 /
©
111 s
1
10 —_—
Pie§ 1 2 5 8 9 11 14 16 18 21 23 10
OA Pies 1 2 5 8 9 11 14 16 18 21 23
Dienos OA Dienos

4.2.5 pav.Sanariy patinimo dinamika triuSiams su 1 ml ALA (A) ir 21 {B)

Skirtumai tiek triuSiams su 1ml ALA tirpalu, tiekus2ml ALA, tarp deSinjju ir
kairiyju koju kelio snariy iSlieka patikimi iki eksperimento pabaigos (p<@RPOLyginant
deSiniyjy koju sanariy patinimo dinamik 1ml ALA ir 2ml ALA tirpalo pogrupiuose,
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statistiSkai patikim skirtumy nerasta. Triusi grupes su 1ml ALA tirpalo injekcija deSinju

kelio snariy apimtiy vidurkis 2d. po antigeno injekcijos (prieS FDT)vioulygus 13,7+0,1
cm, o FDT eksperimento pabaigoje tik nezymiai pakit3,4+0,2 cm). Gruge su 2ml ALA

tirpalo injekcija deSinjju kelios anariy vidurkis pries FDT (2d. po OA injekcijos) buvo lyg
13,6+0,1 cm, o eksperimento pabaigoje buvo lygyd:B1 cm.

ENG pokyiai gydomosios grugs AlA triuSiams pavaizduoti 4.2.6 paveiksle. Triysi
kuriems buvo suleista 1ml ALA tirpalo, 3d. po OAekcijos ENG buvo lygus 32,8+7,2
mm/h ir statistiSkai patikimai (p<0,001) sundgz8d. po antigeno injekcijos (13,2+8,9mm/h).
Iki eksperimento pabaigos buvo stebimas ENGéjiraas, t&iau patikimo skirtumo nebuvo.
23d. po OA injekcijos ENG reiksSérbeveik susilygino su sveiktriuSiy ENG reikSme ir buvo
lygi 20 mm/h.

40

35 T

30

25

m 1 m ALA+Sviesa
T m 2 m ALA+Sviesa

20

Q »w| o < N

ENG, mm/h

10

Sveiki AlA (3d. 8d.poOA 11d.po 21d.po  23d.po
po OA) OA OA OA

4.2.6. pav.ENG pokyiai gydomosios grugs triuSiams su AlA

TriuSiy grupei su 2ml ALA tirpalo injekcija ENG reik&mprieS FDT (3d. po OA)
buvo lygi 26x4,9 mm/h, 8d. po antigeno injekcijodNE& reikSne statistiSkai patikimai
(p<0,012) sumago iki 12,5 £2,8 mm/h, o 11d. dar karpatikimai (p<0,01) sumajo iki
4,5+1,9 mm/h. ¥liau ENG maéjo, tafiau patikimo skirtumo nebuvo. 23 eksperimento gien
ENG buvo lygus 2,75£1,5 mm/h ir lyginant su 3d. uleatais statistiSkai patikimai
skyrési(p<0,005). Lyginant abu gydomosios gigpogrupius tarpusavyje, patikinskirtumy
negauta.

Gydomosios grugs triusiy leukociy skatiaus pokyiai pateikti 4.2.7 paveiksle.

TriuSiy, kuriems buvo suleista 1 ml ALA tirpalo, leukaciskatius 3d. po antigeno

injekcijos buvo lygus 22,9+4,1x10, 8d. leukocit, skakius statistiSkai patikimai (p<0,046)
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sumazjo iki 13,9+3,1 x18L. Nuo 8d. po OA injekcijos iki eksperimento pab@sgeukocit
skatius mazjo, taiau statistiSkai patikimo skirtumo nebuvo. 23-¢ksperimento dien

leukocity skatius lyginant su 3d. po OA, patikimai sumpiki 9,44+1 x106L (p<0,003).
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Sveiki AIA(3d. 8d.poOA 11d.po 21d.po 23d.po
po OA) OA OA OA

4.2.7. pav.Leukociy skatiaus pokyiai gydomosios grugs triuSiams su AlA

Tiriant triusiy su 2ml ALA tirpalo injekcija leukocit skatiy, nustatyti statistiSkai
patikimi skirtumai tarp 3 (20,8+3,3 x1I0 ir 8 (2,6+1,5 x18L) dienos po OA injekcijos
(p<0,01), tarp 8 ir 11 (11,3+1,8 xA0 dienos (p<0,014). Eksperimento pabaigoje (23d.)
leukocity skakius buvo lygus 9+1,1 x£0 ir patikimai (p<0,006) sumajes lyginant su 3d
po OA injekcijos (prieS FDT). Lyginant abu pogrupitarpusavyje, statistiSkai patikim
skirtumy nerasta.

Gydomosios grugs triusi eritrocity skatiaus pokyiai parodyti 4.2.8. paveiksle.
Eksperimento eigoje nuo 3d. po OA injekcijos steBrgydomosios grép triusiy eritrocity
skatciaus di¢jimas, t&iau statistiSkai patikinpduomem nerasta nei triugipogrupio viduje,
nei tarp pogrupi
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4.2.8. pav.Eritrocity skatiaus pokyiai gydomosios grugs triuSiams su AlA
Toliau pateiktas AlA triugj kontrolines ir gydomosios grupipalyginimas. Paveikslas

4.2.9 vaizduoja ENG pokiu palyginima kontrolinés ir gydomosios grugs triuSiams su AlA,
kuriems buvo suleista 1ml ALA tirpalas. StatistiSkatikimi skirtumai tarp kontroliés ir
gydomosios triusi grupss nustatyti 21d. po OA injekcijos (p<0,005) ir 23zb antigeno
injekcijos (p<0,002). 4.2.10 paveiksle pateikti &ofiniy ir gydomyju triusiy, kuriems buvo
leista 2ml ALA tirpalo, ENG poksiai. Lyginant Sias grupes statistiSkai patikimirskmai
nustatyti 3d. po OA injekcijos (p<0,001) ir 11d. @@\ injekcijos (p<0,04).

50
45

a1

| Kontroliné grupé
@ Gydomoji grupé

| Kontroliné grupé

o

@ Gydomoji grupé

Sweiki  AIA(3d. 8d.poOA 11d.po 21d.po 23d.po Sveiki  AIA (3d. po 8d.po OA 11d.po OA 21d. po OA 23d. po OA
po OA) OA OA OA OA)

4.2.9. pav. TriuSiy su 1 ml ALA ENG 4.2.10.pav Triusiy su 2 ml ALA ENG

Leukocity skatiaus pokyiu kontrolirnes ir gydomosios grugs AlA triuSiams, kuriems
buvo suleista 1 ml ALA tirpala, palyginimas patekt4.2.11 paveiksle. StatistiSkai patikimas
skirtumas nustatytas 21 eksperimento gli@o OA suleidimo(artrito suimo) p<0,048.
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Kitomis dienomis tarp grupi statistiSkai patikimo skirtumo nerasta. LyginaeuKkocii
skaciaus pokyius kontrolires ir gydomosios grugs triusiams, kuriems buvo suleista 2ml
ALA tirpalo, patikimai statistiSki skirtumai rasgl ir 23 eksperimento dienomis po OA
suleidimo (artrito sudimo) atitinkamai p<0,006 ir p<0,011 (4.2.12 pas)pmis dienomis

kontroliniy gyviiny leukocity skatius padi@jo, 0 gydomosios grus - sumagjo.
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4.2.11. pav TriuSiy su 1 ml ALA leukocity 4.2.12. pav.TriuSiu su 2ml ALA leukocity
skatiaus pokyiai. agiaus pokyiai.

StatistiSkai patikimai eritroait skatius lyginant kontrolig ir gydonaja grupes,
kurioms buvo suleista 1 ml ALA tirpalo, skgi 23 eksperimento dignp<0,032 (4.2.13
pav.). Lyginant eritrocif skatiaus pokgius kontrolireje ir gydomojoje grugse, kurioms

suleista 2ml ALA tirpalo, patikimai tarp grupbesiskiriadiy duomem nerasta (4.2.14. pav).
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‘; 9 | Kontroliné grupé ; ® Gydorojigrupé
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Sweiki AIA (3d. 8d.po 11d.po 21d.po 23d. po Sweiki  AIA(3d. 8d.po 1ld.po 21d.po 23d.po
poOA) OA OA OA OA po OA) OA OA OA OA
4.2.13. pav TriuSiy su 1 ml ALA eritrocity 4.2.14. pav.TriuSiy su 2 ml ALA eritrocity
skatiaus pokyiai. skaiiaus pokyiai.
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Histologiniai sinovijos ir kremz2k pokyiai. Kairiuosiuose kelio gnariuose (KKS)
sinovijos uzdegimiSkumo arba visai nerasta, arlsabjuvo silpnas (<0,12 balo), o tai
patvirtino, kad eksperimentinis modelis turi visagkalingus monoatrtrito (vieno keliasario
uzdegimo) pozymius. Skirtumai tarp kajd ir deSinpju keliu snarip sinovijos
uzdegimiskumo statistiSkai patikimi (p<0,001). Kidés pazeidimm KKS nerasta, skirtumai
tarp KKS ir DKS kremazls pazeidimo taip pat statistiSkai patikimi (p<0,p012.15 pav.)

;
6
5 - L
3 4 B KKS
@ 3 | 4.94 5.4 O DKS
2 4
o 0.12 0
0

Sinovija Kremzé

4.2.15 pav. Sinovijos ir kremzis pazeidim iSreiktumas (balais) tarp kaifiy ir
deSiniyjy kelio sinariy.

Apibudinant sinovijos bkle eksperimentinio artrito atveju deSiniojo kelianario
sinovito iSreikStumas visose tiriamose grsg, buvo tarp 3,3 ir 6 bha(4.2.16 pav), o tai yra
budinga vidutiniSkai iSreikStam sinovitui. Patikim&isumo tarp kontroling ir gydomyju

grupiy deSinijju uzdegiming sgnariy nerasta.

DKS sinovija

Fiziologinis
1mlALA

2 m ALA

1 ml ALA + Sviesa

2 ml ALA +Sviesa

4.2.16 pavDeSinijy kelio sanariy sinovijos pazeidim iSraiSka balais
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IStyrus po sinovija esém kremzk taip pat stefti pokyciai deSires kojos gnariuose,
pazaidos rodiklis svyravo nuo 4,67 iki 6,33 patai atitinka vidutiniSkus arba ryskius
pokyius kremzlirese strukiirose, atsiradusius uzdegimo @ege. Tuo tarpu kaés kojos

kremzlirése strukiirose pokyiu nebuvo (4.2.17 pav.).

DKS kremzlé

Fiziologinis

1 m ALA

2 m ALA

1ml ALA + Sviesa

2ml ALA + Sviesa

4.2.17 pav DeSiniyjy kelio ginariy sinovijos pazeidim iSraiSka balais.
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4.3. Rezultay aptarimas

Dazniausiai artrito modeliai yra naudojami tirtiistais ar kitus stimulus, kurie gali
turéti poveiki artrito eigai, ¢tini uzdegimin proceg reguliuojantiems mechanizmams ir
audiniy pazeidimui. Kiekvieno tyrimo atveju mokslininkdegagiasi parinkti labiausiai pangs
eksperimentinmodel, kuris pagal pakenigtsanariy pohid; atitikty reumatoidin artrita (RA),
buty pakankamai iSreikStas pagal savo Klinikinius lodiaatorinius rodiklius. Pastaruoju metu
daznai naudojami eksperimentiniai modeliai yra eajuiu ir kolagenu indukuoti artritai [32,
36], jie pazeidzia daugetnariy, tuo p&iu primena reumatoidirpoliartrita.

Fotodinamirs terapijos pritaikymui ir tolesnei rezullatinalizei mes pasirinkome
vieno uzdegiminio gnario-monoartrito model t.y. antigenu indukuatartrita. Pasirinkina
léemeé tai, kad FDT natume lokaliai gydyti viea labiausiai uzdegimo pakemnksnar, nes
kaip nurodo literatra apie 30% paciemtsusirgusi RA mazai pasiduotgorastiniam gydymui
prieSuzdegiminiais ir lig modifikuojartiais vaistais [9], nes iSlieka nuolat persistuojant
artritai. Gyvino pasirinkim apsprenétai, kad triusio keliogarys yra didesnis negu pelar
Ziurkés, primenantis Zzmogaus rankegal, taip pat radome kekepublikacipy, kuriose FDT
tyrimams ir gi buvo naudojami triuSiai [6, 33]. Algukelimo metodika buvo atliekama pagal
A.Ceponio su kt. tyijais aprasyt schem, Siuo atveju buvo tirtas lokalus vaisto injekugto
uzegimin kelio sanaii poveikis [5]. Pirm ir antra diera po antigeno (OA) suleidimpDKS
iISryskeéjo pastanju sanariy audiny patinimas, tuo tarpu kaigiy kelio sanariy apimtis nekito,
skirtumas tarp DKS ir KKS buvo akivaizdus — apiem2daigi jvertinome 4 fakta, kad
sukeléme monoartri, kuris iSliko iki tyrimo pabaigos (23dienos). Ttarpu kraujo rodikli
dinamika eksperimentinio AIA modelio organizme buvaek kitokia: rySkiausias
uzdegiminio proceso sustiimas stebtas 1 ir 3 pay po OA injekcijos, ENG atitinkamai
pakito apie 10 ir 20 kart daugiau, negu triuSiams esant sveikiemsciala atlikus
fotosensibilizatoriaus ALA injekcij apSvitinus DKS, ENG tgjo tendenci mazti. Taigi,
uzdegimo paméjimo kraujyje nesteljome, o pdio artrito eiga DKS nekito. Leukoait
skactiaus ryskesnis padifimas, stebtas prajus 3 dienoms po OA injekcijos, kas byloja apie
uzdegiminio proceso sustiima organizme, tolesie eksperimento eigoje nei ALA bei
fiziologinio tirpalo suleidimas kontrolgje grugje, nei gydymo metu patirtas Sviesos
poveikis netutjo esmires jtakos ENG, leukoait ir eritrocity bei kino masgs pokyiams, t.y.
galime daryti prielaid, kad kraujo rodikliai be pakartotia antigenigs stimuliacijos
palaipsniSkai praglo normalizuotis (ENG sveikiams triuSiams buvo #,luo tarpu 3 dien
po artrito suklimo buvo vidutiniSkai 33,5, o 23tieksperimento diensumazjo beveik iki

normos- 4,7). Analizuojant artrito eigegksperimento metu, galime taip pat daryti prigjaid
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kad Sviesa nepadaijokio poveikio uzdegiminiams DKS, nes iki 23 ekspento dienos
DKS patinimas iSliko toks pat, kaip ir eksperimediers (apie 13,5cm), tuo tarpu teoriskai
FDT cl atsipalaidavusi aktyviy deguonies radikal sukelia §steliy-taikiniy nekroz,
atsipalaiduoja uzdegiminiai faktoriai ir laikinai ajppnéja uzdegiminis procesas bei
sunaikinami uzdegiminiai sinovijos audiniai, gyjimeetu vystosi fibroziniai pokyai [17].

Kad FDT neda¥ laukiamo efekto byloja ir galutén histologire audiny analiz,
statistiSkai patikimo skirtumo tarp kontrolinir gydomyjy grupy DKS nebuvo Manome,
kad taip atsitiko toé, kad artrito modelis buvo su iSreikStais uzdegiiais pokyiais DKS,
fotosensibilizatoriaus susikaupimas juose taipbpat pakankamas, nes po 3val.uzregistruoti
fotoaktyvios medziagos protoporfirino IX (PpIX) kiai buvo pakankami FDT atlikti.
Pana8is rezultatai po 2-3val. gauti, tiriant uzdegiminiggario audinius S.Bagdono su
bendraautoriais publikuotame darbe [2].

Taigi, apibendrinant tyrimo rezultatus, galime dapyielaidca, kad gretiausiai Sviesos
doz buvo nepakankama, o kolegukonstruota Svitinimo sistema nepilnai apgasinai,
dalis Sviesos iSsisklatd tockl laukto efekto galutiniame etape - artrito sustipno
nestebjome, kg patvirtino ir histologing rezultaty duomenys.

Manome, kad ¢siant FDT taikym uzdegiming sanariy lokaliam gydymui, reikia

ypa kruopg&iai pritaikyti Svitinimo sistera, parinkti apSvitinimo dog
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5. ISVADOS

. Kraujo rodikliai FDT eksperimento dienatitiko stipiy uzdegimin proces, nes ENG
buvo iki 20 karty didesnis, negu svaikriusiy (p<0,017). Leukocit skatius padi@jo nuo
7,27+1,28 x18L.sveikiems iki 21,74+3,69 x£0 (p<0,001). Stipraus uzdegimo pasekoje
maZjo eritrocity skatius nuo 4,48+0,29 xIfL sveikiems iki 3,49+0,27 xIfL
(p<0,005). Esmini kiino masgs pokyiy nekonstatuota.

. AlA modelis atitiko vieno kelio artritui keliamuseikalavimus: po artrito indukcijos
deSinijy kelio sinariy patinimas buvo apie 2cm didesnis, nei kontralikairiyjy kelio
sanariy (1d po OA p<0,001, 2d po OA p<0,001).

. Gydomosios gruis gyviny ENG tugjo tendenchy po FDT maéti laipsniskai (8d
p<0,012, 11d. p<0,01). Lyginant kontrolink gydomyjuy grupiu ENG dinamilg, skirtumy

tarp grupy nekonstatuota, t@tl darome prielaid, kad be pastovios antigeam
stimuliacijos modelis silpsta, FDT metu generuojaaktyvis deguonies radikalai

nesuklé uzdegiminio proseso pangjimo.

. FDT poveikis uzdegiminam procesui buvo nepakankarkagangi deSimju ir kairiyju
kelio sanariy patinimy skirtumas FDT eksperimento dienr stebint dviej savaiciy
laikotarpyje iSliko nepakis (apie 2 cm), nekonstatuotas nei artrito eigodogajimas,

nei pagetjimas.
. Histologire snariy audinyy analiz parod, kad ir sinovijos, ir kremzk pazeidimai

deSiniuosiuose kelioamariuose statistiSkai patikimai skgi nuo kairgju (p<0,001).

Patikimo skirtumo tarp kontroliniir gydomyju grupiu deSingju kelio sinariy nebuvo.
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Effect of photodynamic therapy on inflammation proess
in experimental antigen induced arthritis

SUMMARY

The aim of this study was to analyze the effegbtudtodynamic therapy (PDT)for the
local treatment of inflammed knees in case of amtigduced arthritis.

For our tests we have chosen the model of antigetuced arthritis (AIA),
characterized by the features of monoarthritis. AlAs provoked in rabbits (n=17) by
injecting an ovalbumin (OA) solution in the righhde of previously immunized animals
using OA and Freund’s adjuvant solution. Differenhcentrations of 5-aminolevulinic acid,
a precursor of PplX, were injected intraarticularyintravenously. The measurements of the
knee have been performed, the body weight was meshshblood test results (i.e. ESR., the
number of erythrocytes and leukocytes) were evetluaihe accumulation of PpIX was
determined by measuring fluorescence spectra.

In the first stage of the experiment the developneerd suitability of AIA model
(n=17) was evaluated. The process of inflammaticas weharacterized by statistically
significantly increased ESR following the immunipat furthermore, after intraarticulary
injection with OA, ESR at day 3 was 20 times insexh as compared with the healthy
animals. The number of erythrocytes had the tendémdecrease due to the inflammation
(control group -4.48 x16L, at day three after the injection — 3.8 ¥10). On the contrary,
the number of leukocytes was increasing (controligr— 7.27x18, after the injection with
OA - 21.74x18L). A significant feature of AIA model is the diffence in the size between
the inflamed right knees and the control left orieat makes about 2 cm, as measured on the
first and the second days following the antigerdtipn. During the second stage of this study
in order to induce the process of photosensibibpain the inflammed synovia the different
concentrations of 5-aminolevulinic acid, were itget The animals for the treatment were
injected with 1 ml ALA solution into the right kne€n=5) and the second group (n=4) was
injected with 1 ml of ALA into the right knees afdnl of ALA into the ear vein. The control
group of animals were treated with analogical ALdsés (n=3 and n=2) and physiological
solution injections into the right knees (n=3). Tt@mparison of inflammed and healthy
knees showed the highest aggregation of PplIX in rigat knees after 3 hours of
immunization. Photosensitized therapy (irradiatimse of 18 J/cA) has been applied for the
treatment of ill animals. The third step of our wevas analyzing of PDT effect in the period
of 20 days. ESR in the group receiving the PDT apgrwas found to be statistically
significantly decreased. The comparison of ESR dyosa did not reveal any differences
between the groups investigated. PT effect foptlogeess of inflammation was not significant
as revealed by measuring the size of right andkieées at the day of PDT application and
after the next 20 days. The difference of 2 cm iegthunchanged. Histological analysis of
right knee tissue did not reveal any statisticalgnificant changes too.

To summarize, we can state, that the dose ofiatiad might have not been
sufficient enough therefore we did not receivedilpected effect of impaired monoarthritis at
the final stage of our experiment. It is confirni®dthe histological tests as well.
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