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SUTARTINIAI ZYMEJIMALI

AECA (angl. Anti-endothelial cells antibody) — antikiinas prie§ endotelines
lasteles

AIKT — atsitiktiniy im¢iy kontroliuojamieji tyrimai

Apaf-1 (angl. Apoptosis proteases activating factor) — apoptozés proteazes
aktyvinantis faktorius

BLM — bleomicinas

BMPRII (angl. Bone morphogenetic protein receptor Il) — kauly morfogenetinio
baltymo Il tipo receptorius

CD (angl. Cluster of differentiation) — leukocity diferenciacijos grupé

CTGF (angl. Connective tissue growth factor) — jungiamojo audinio augimo
faktorius

DAB — 3,3-diaminobenzidino tetrahidrochloridas

DNR — dezoksiribonukleortigstis

ECM (angl. Extracellular matrix) — tarplastelinis matriksas

EPCs (angl. Endothelial progenitor cells) — kamieninés endotelinés Igstelés
ET-1 — endotelinas-1

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

H&E — hematoksilinas ir eozinas

ICAM-1 (angl. Intercellular adhesion molecule-1) — tarplasteliné adhezijos
molekulé

IFNy (angl. Interferon gamma) — gama interferonas

IL — interleukinas

IL-1a — interleukinas-1 alfa

KO (angl. Knock out) — pasalinti genai

LED (angl. Light emitting diode) — Sviesg skleidziantis diodas
LXR (angl. Liver X receptor) — kepeny receptorius X



MMP-1 — matrikso metaloproteinazé 1

MMP-3 — matrikso metaloproteinazé 3

MMPs — matrikso metaloproteinazés

MRNR — matriciné ribonukleortigstis

NaCl — natrio chloridas

PBS (angl. Phosphate buffered saline) — fosfato buferio tirpalas

PDGF (angl. Platelet-derived growth factor) — trombocity kilmés augimo
faktorius

PDGFR (angl. Platelet-derived growth factor receptor) — trombocity kilmés
augimo faktoriaus receptorius

PPARy (angl. Peroxisome proliferator-activated receptor gamma) — peroksisomy
proliferatoriaus aktyvinamas gama receptorius

PUVA — psoralenas ir ultravioletiné spinduliuoté¢ A

R — receptorius

RNR — ribonukleoriigstis

ROS (angl. Reactive oxygen species) — laisvieji deguonies radikalai
SAM - Sveikatos apsaugos ministerija

sav. — savaité

SD - standartinis nuokrypis

SS — sisteminé sklerozé

STAT4 (angl. Signal transducer and activator of transcription-4) — signalo
perdavimo ir transkripcijos aktyvacijos faktorius-4

TGF-B (angl. Transforming growth factor beta) — transformuojantis augimo
faktorius beta

TGFBRI (angl. Transforming growth factor beta receptor I) — transformuojancio
augimo faktoriaus beta | tipo receptorius

TGFBRII (angl. Transforming growth factor beta receptor Il) — transformuojancio
augimo faktoriaus beta Il tipo receptorius

Th (angl. T helpers) — limfocitai pagalbininkai



TNF a (angl. Tumor necrosis factor alpha) — naviko nekrozés faktorius alfa
Tsk-1 (angl. Tight skin-1) — sustandéjusios odos modelis 1
Tsk-2 (angl. Tight skin-2) — sustandéjusios odos modelis 2

UCD-200 (angl. University of California Davis line-200) — Kalifornijos
universiteto Davis-200 linija

UCD-206 (angl. University of California Davis line-206) — Kalifornijos
universiteto Davis-206 linija

UV — ultravioletiné spinduliuoté

UVA — ultravioletin¢ spinduliuote A

UVAL — ultravioletiné spinduliuote Al

UVAZ2 — ultravioletiné spinduliuoté A2

UVB — ultravioletiné spinduliuote B

UVC — ultravioletiné spinduliuoté C

VASPT — Valstybin¢ akreditavimo sveikatos priezitiros veiklai tarnyba

VCAM-1 (angl. Vascular cell adhesion molecule-1) — kraujagysliy lasteliy
adhezijos molekulé

VEGF (angl. Vascular endothelial growth factor) — kraujagysliy endotelio augimo
faktorius

VEGFR1 (angl. Vascular endothelial growth factor receptor 1) — kraujagysliy
endotelio augimo faktoriaus receptorius 1

VEGFR2 (angl. Vascular endothelial growth factor receptor 2) kraujagysliy
endotelio augimo faktoriaus receptorius 2

a-SMA (angl. Alpha smooth muscle actin) — a-lygiyjy raumeny aktinas
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1. IVADAS
1.1. JZanga

Sisteminé sklerozé (SS) — viena 1§ sunkiausiy ir fataliSkiausiy autoimuniniy
reumatiniy ligy, nuo kurios dazniausiai nukencia gana jauni, darbingo amZziaus
zmonés. Moterys SS serga 3—6 kartus dazniau negu vyrai [1]. SS paplitimas
Europoje — 13 serganciyjy milijonui vyry ir 48 sergan¢iosios milijonui motery [1].
85 % atvejy liga prasideda 20-60 gyvenimo metais [2]. Skirtingy tyrimy
duomenimis, SS paplitimas pasaulyje yra 31-350 serganciyjy milijonui
suaugusiyjy, kasmet nustatomi 1,2-23 nauji atvejai/mln. gyventojy [1, 3].
Remiantis Lietuvos Higienos instituto Sveikatos informacijos centro duomenimis,
2016 m. Lietuvoje buvo nustatyti 68 nauji SS atvejai, 0 i$ viso SS sirgo 339 asmenys
(http://stat.hi.It).

Pirmasis Kklinikinis SS simptomas yra Reino sindromas, palaipsniui sukeliantis
audiniy iSemija [4]. Dél progresuojancios vaskulopatijos pirSty galy opy atsiranda
nuo 31,8 iki 71,4 % ligoniy [5]. Dél 1éto opy gijimo, skausmingos iSeminés
nekrozés, infekciniy komplikacijy 14—29 % pacienty pasireiskia pirSty gangrena
[5]. SS patogenezés esme¢ sudaro tarpusavyje susij¢ ir vienas kitg palaikantys
procesai — audiniy iSemija su uzdegiminiais veiksniais ir jvairiy organy fibrozé.
Sustor¢jes kraujagysliy sienelés jungiamasis audinys mazina kraujagysliy spindj,
dél to sutrinka audiniy apriipinimas deguonimi, o audiniy iSemija stimuliuoja ir taip
jau aktyvig fibroblasty veikla bei padidéjusig jungiamojo audinio gamybg [6].
Vystantis SS, be plauciy, virskinimo trakto ir kity organy sistemy pazeidimo,
pasireiSkia progresuojantis odos kiet¢jimas — fibrozeé, sanariy fleksinés
kontraktiiros, minkstyjy audiniy kalcinatai, inervacijos sutrikimai, osteolizé [7]. Sie
veiksniai neigiamai veikia darbing veiklg bei salygoja su ranky funkcija susijusios
kasdieninés veiklos apribojimg. Remiantis sisteminés apzvalgos duomenimis,

pacienty, serganciy sistemine skleroze, nedarbo lygis sudaro 18-61 % [8].
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Nors liga néra dazna, taciau smarkiai blogina ligoniy gyvenimo kokybe, mazina
amziaus trukme¢ ir yra susijusi su sunkia socioekonomine nasSta visuomenei.
Remiantis turimais duomenimis, visiems pacientams, sergantiems SS, Europoje
iSleidziama apie 3,1 bilijono Eur per metus [9]. Medicininés iSlaidos, susijusios su
SS, yra didesnés nei sergant tokiomis negalig sukelianciomis ligomis kaip

reumatoidinis ar psoriatinis artritas [8].

Pastaraisiais metais pasiekta didziulé daugelio autoimuniniy reumatiniy ligy
gydymo pazanga. Pirmiausia tai yra susij¢ su biologinés terapijos jdiegimu j
klinikine praktika. Deja, to negalima pasakyti apie SS gydyma. Nors SS yra negalig
sukelianti, bloginanti gyvenimo kokybg liga, veiksmingo gydymo, stabdancio ligos
progresavimg ir sukeliancio ilgalaike remisija, néra. Atliktais kontroliniais
atsitiktiniy imc¢iy tyrimais yra nustatyta, kad metotreksatas gali biiti veiksmingas
gydant odos fibroze [10], o ciklofosfamidas — plauciy fibroze [11]. Taciau ilgalaikis
citostatiky, ypac ciklofosfamido, vartojimas yra susijes su daugybe nepageidaujamy
reakcijy, kai kurios i$ jy yra pavojingos gyvybei. Nepaisant sisteminio gydymo,
pacienty kasdienings veiklos funkcijos btina apribotos dé¢l progresuojancio galtiniy,
ypac ranky, odos pazeidimo. Ankstyvas odos fibrozés gydymas yra bitinas ne tik
deél paciento diskomforto pojii¢io, bet ir deél velyvy komplikacijy: judesiy
amplitudés sumaze¢jimo, kontraktiiry, negyjanciy Zaizdy bei kalcinaty susidarymo.
Todé¢él ne tik sisteminis, bet ir lokalus gydymas turi biti nepavéluotas ir
kompleksinis. Ta¢iau neinvazinio, nemedikamentinio gydymo galimybés stabdyti

odos fibrozés progresavimga yra ribotos.

Per paskutinius du deSimtmecius fototerapija ultravioletiniais spinduliais (UV) tapo
viena 1§ odos ligy, tokiy kaip atopinis dermatitas, psoriazeé, dilgeliné, niezulys,
neinvazinio gydymo galimybiy [12]. Fototerapijos vieta gydant SS néra aiskiai
apibrézta. Atliktais tyrimais parodyta, kad ultravioletiniai A1 (UVA1) 340—400 nm
bangos ilgio spinduliai pasizymi uzdegimag slopinanciu ir imunomoduliaciniu

poveikiu [13]. In vitro ir in vivo atliktais tyrimais nustatyta, kad plataus spektro
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UVALI spinduliuvoté slopina fibroblasty proliferacija, blokuoja kolageno gamyba,
skatina kolageno skaidyma, sukelia T lgsteliy apoptoze ir reguliuoja tokiy veiksniy
kaip transformuojantis augimo faktorius beta (TGF-B, angl. Transforming growth
factor beta), gama interferonas, matrikso metaloproteinaziy (MMPs) raiska [14-
17]. Atsizvelgiant j Siuos pirminius duomenis, UVAI1 fototerapija galéty bti viena

1§ neinvazinio antifibrozinio gydymo galimybiy.

Remiantis literatiiros duomenimis, §iuo metu néra atlikta atsitiktiniy im¢iy, placebu
kontroliuojamy, dvigubai akly tyrimy siekiant nustatyti UVAI1 fototerapijos
efektyvumg gydant SS ar skleroderma. Su lokalia skleroderma ar SS serganciais
pacientais atlikta keliolika studijy, i$ kuriy tik trys kontrolinés, ir jose jvertintas
UVAL klinikinis poveikis [18-20]. Pateiktose studijose buvo naudojamas platus
UVAL spinduliuotés spektras (340—400 nm), kartais apimantis tiek ultravioleting
A2 (bangos ilgis < 340 nm), tiek regimosios spinduliuotés sritis (bangos ilgis > 400
nm). Plati spektriné UVAI1 sritis reaguoja su daugeliu chromofory odoje, taip
sukeldama skirtingus imuninius atsakus [21]. Tad plataus UVA1 spinduliuotés
spektro naudojimas gali biiti susijes su didesne Salutiniy reakcijy, kaip eritema ar
piktybiniy naviky i$sivystymas, rizika, silpnesniu terapiniu poveikiu ir mazesne
spinduliuotés skvarba j audinius. Sio tyrimo metu buvo iskelta hipotezé, kad siauro
spektro UVAL spinduliuoté gali biti veiksminga ir saugi fototerapijos riisis 0dos

fibrozei gydyti.

1.2. Aktualumas

Pagrindiniai SS patogenetiniai mechanizmai yra vaskulopatija, kuriai budingas
rySkus kraujagysliy spazmas, del padidejusiy kolageny sankaupy progresuojanti
fibrozé ir pakites imuninis atsakas [6]. UVAT1 spinduliuotés sugertis pavirSiniuose
ir giliuosiuose odos sluoksniuose lemia biologinj fototerapinj atsakg visose SS

patogenezés grandyse.
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Jungtiniy Amerikos Valstijy maisto ir vaisty administravimo tarnyba (angl. United
States Food and Drug Administration) patvirtino placiajuostés UVA1 spinduliuotés
fototerapijos prietaisg (Daavlin©, UVA1 (340—400 nm, smailé ties 365-375 nm)
psoriazei, baltmei (vitiligui) ir atopiniam dermatitui gydyti [22]. Taciau
fototerapijos Saltinis gali buti ir Sviesa spinduliuojantys diodai — LED’ai (LED,
angl. Light emitting diodes), kurie skleidzia tik tam tikros bangos ilgio srities
spinduliuotg. Prietaiso ilgaamziSkumas, mazas svoris ir gabaritai, patvarumas,
temperatirinis ~ stabilumas, mazas Silumos kiekio iSspinduliavimas ir
ekonomiskumas (maitinimui reikalinga nedidelé jtampa) yra svarbiis veiksniai,
lemiantys LED’y pranaSumg pries$ jprastines fluorescencines lempas [23]. Rengiant
Sig disertacija buvo sukonstruotas specialiosios paskirties medicinos prietaisas
,»IMC-Light*, sudarytas 1§ 365 + 5 nm UVAI skleidZianCiy diody. Pasirinktas
bangos ilgis atitinka fluorescenciniy UVA1 lempy spektrinés srities smaile.
Trumpesnis nei 365 £ 5 nm bangos ilgis yra susijes su didesne fototerapijos
karcinogenezés rizika, nes trumpesnio bangos ilgio ir didesnés energijos fotonai
pasiekia tik virSutinius odos sluoksnius, sukeldami epidermio pazaidas. Nustatyta,
kad purino ir pirimidino bazés sugeria 230-300 nm spinduliuotg, ir §i sugertis yra
atsakinga uz DNR pazaidas. vertinus fizikines UVAI ir optines odos savybes,
siaurajuostés 365 £ 5 nm UVAL spinduliuotés fotonai, pasiekdami tikrosios odos
sluoksnius, tiesiogiai ir selektyviai veikty kolageno ir elastino sankaupas mazesniu
Salutiniy reakcijy pasireiskimo dazniu. Siauros spektrinés UVAL srities poveikis
gydant odos pazeidimus buvo tirtas tik keliose studijose. Nistico su bendraautorais
[24] nustaté, kad monochromatinis UVATI lazeris (355 nm) buvo veiksmingas
gydant delny ir pédy pustuling psoriaze. Iki Siol néra atlikta tyrimy, kuriy metu biity
jvertintas siaurajuostés UVA1 spinduliuotés, skleidziamos LED, poveikis odos

fibrozei.

Tyrimai su gyviinais leidzia jvertinti naujo gydymo metodo veiksmingumg ir

sauguma bei gyvo organizmo atsaka j fototerapija [25]. Siems tikslams pasirinktas
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eksperimentinis bleomicinu sukeltas SS modelis, naudojant DBA/2 linijos peles.
Moksliniame darbe buvo tirtas 365 £ 5 nm UVAL antifibrozinis efektyvumas,
fototerapijos jtaka fibroziniy poky€iy regresijai ir fibrozés progresavimui bei

karcinogenezés iSsivystymui bleomicinu sukeltuose SS peliy modeliuose.

1.3. Naujumas

e Siame moksliniame darbe pirma karta buvo jrodyta, kad siauro spektro
UVAI (365 £+ 5 nm) spindulivot¢ ne tik sustabdo odos fibrozés
progresavimg, bet ir sukelia jau buvusiy fibroziniy pokyCiy regresija

bleomicinu sukeltame susiformavusios fibrozés gyviiny modelyje.

e Gauti rezultatai rodo, kad siaurajuostes UVAI1 dideliy ir vidutiniy
(atitinkamai suminés 1 200 J/cm? ir 600 J/cm?) doziy fototerapija nesukelia

padidéjusios karcinogenezés rizikos sisteminés sklerozés gyviny modelyje.

e Sukurtas specialiosios paskirties medicinos prietaisas ,,IMC-Light, kuris
bus naudojamas klinikiniame sistemine skleroze serganciy pacienty tyrime

(prietaisas yra jregistruotas Europos medicininiy prietaisy duomeny banke).
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1.4. Darbo tikslas ir uzdaviniai

Darbo tikslas

I8tirti siauro spektro (365 + 5 nm) ultravioletinés A1 (UVAT) spinduliuotés poveiki
fibrozés procesui ir saugumg sisteminés sklerozés (SS) eksperimentiniuose gyviiny

modeliuose.

UZdaviniai
1. Ivertinti siaurajuostés UVA1L spinduliuotés dideliy ir vidutiniy doziy poveikij
skleroderminés odos storiui, putliyjy lgsteliy infiltracijai ir aktyvios

kaspazés-3 raiSkai, taikant bleomicinu sukelta susiformavusios fibrozés

gyviiny model;.

2. Istirti siaurajuostés UVAL spinduliuotés dideliy ir vidutiniy doziy poveikj
karcinogenezés iSsivystymui, naudojant bleomicinu sukeltg susiformavusios

fibrozés gyviiny model;.

3. Ivertinti siaurajuostés UVAT spinduliuotes dideliy doziy poveikj fibroziniy
poky¢iy iSsivystymui ir fibrozés regresijai, taikant bleomicinu sukeltg
susiformavusios fibrozés gyviiny modelj, kai bleomicinas skiriamas visg

eksperimento laikotarpj.
1.5. Ginamigji teiginiai
1. Siaurajuosté UVAI fototerapija sumazina skleroderminés odos storj,
sustabdo fibrozés progresavimg ir sukelia fibroziniy pokycCiy regresija
bleomicinu sukeltame susiformavusios fibrozés gyviiny modelyje.

2. Siaurajuost¢ UVAI1 spinduliuoté¢ nesukelia padidéjusios karcinogenezés

rizikos bleomicinu sukeltame SS gyviiny modelyje.
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1.6. Autorés indélis

Bendradarbiaujant su Vilniaus universiteto Fizikos fakulteto Kvantinés
elektronikos katedros mokslininkais, Valstybiniame moksliniy tyrimy institute,
Inovatyvios medicinos centre, sukurtas specialiosios paskirties medicinos prietaisas

,,IMC-Light*, skleidziantis ultravioleting ir infraraudonaja spinduliuotes.

Prof. A. Venalis, dr. Rita Rugiené, dr. Romualdas Rudys, dr. Gailuté Kirdaité ir
disertacijos autoré pateiké praneSimg-prasyma (i§ viso 160 psl.) Valstybinei
akreditavimo sveikatos prieziiiros veiklos tarnybai (VASPT) prie Sveikatos
apsaugos ministerijos (SAM) dél specialiosios paskirties medicinos prietaiso ,,IMC-
Light“ naudojimo klinikiniame tyrime, vyksian¢iame Vilniaus universiteto
ligoninés Santaros Kklinikose. Akreditacijos duomenys ir suteiktas leidimas (D2-
11748 - (5.19) (Nr. S8-5)) yra jregistruoti Europos medicininiy prietaisy duomeny
banke EUDAMED:; klinikinio tyrimo identifikacijos Nr. (CIV-1D): CIV-15 - 10-
013898 (1 priedas).

Darbo vadovas prof. Algirdas Venalis suformulavo disertacijos idéjg ir tema,
konsultavo eksperimenty atlikimo klausimais, dalyvavo rengiant mokslines

publikacijas.

Konsultanté dr. Rita Rugiené konsultavo rengiant mokslinio darbo klinikine dalj,

dalyvavo ruoSiant medziagg pristatymui konferencijose.

Dr. Gailuté Kirdaité konsultavo eksperimentiniy tyrimy organizavimo ir rezultaty
interpretavimo klausimais, dalyvavo rengiant mokslines publikacijas ir medZiaga

pristatymui konferencijose.

Dr. Romualdas Rudys atliko sukonstruoto prietaiso skleidziamos spinduliuotés
testavimg Nacionalinio vézio instituto Moksliniy tyrimy centro Biomedicininés

fizikos laboratorijoje, konsultavo fizikiniais klausimais, dalyvavo rengiant

mokslines publikacijas.
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Dr. Laima LeonaviCiené, dr. Rita Bradtnaité ir veterinarijos gydytoja Diana
Kazlauskaité vykdé visas procediiras su eksperimentiniais gyviinais. Laboratorijos
darbuotoja Roma Grinien¢ konsultavo atlieckant bandiniy histologinius ir

imunohistocheminius dazymus.

Prof. Zygmunt Mackiewicz Kkonsultavo interpretuojant histologiniy ir

imunohistocheminiy preparaty mikroskopijos vaizdus.

Pagrindiniai moksliniy publikacijy bendraautoriai yra prof. Algirdas Venalis, prof.
Zygmunt Mackiewicz, dr. Gailuté Kirdaité, dr. Romualdas Rudys, dr. Laima
Leonavic¢iené¢ ir dr. Riita Bradiinaité. Visi bendraautoriai dalyvavo rengiant

mokslines publikacijas.

Autoré organizavo eksperimentinius tyrimus, paruoS$¢ bandinius mikroskopijai,
atliko bandiniy histologinius ir imunohistocheminus daZymus, apdorojo ir
interpretavo gautus rezultatus, juos pristaté mokslinése konferencijose ir parengé

publikacijas.

1.7. Publikacijy sarasas

Publikacijos, jrasytos i Thomson Web of Science duomeny baze:

1. D. Karpec, R. Rudys, L. Leonaviciene, Z. Mackiewicz, R. Bradunaite, G.
Kirdaite, A. Venalis. The impact of high-dose narrowband ultraviolet Al on
dermal thickness, collagen and matrix-metalloproteinases in animal model
of scleroderma. Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology.
2017, 173: 448-455.

Priimta spaudai:

2. D. Karpec, R. Rudys, L. Leonaviciene, Z. Mackiewicz, R. Bradunaite, G.
Kirdaite, A. Venalis. The safety and efficacy of light emitting diodes-based
ultraviolet Al phototherapy in bleomycin-induced scleroderma in mice.
Advances in Medical Science. 2018, 63.
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Publikacijos kituose recenzuojamuose mokslo leidiniuose:

1. D.Karpec, L. Leonavicien¢, R. Bradiinaite, A. Venalis, G. Kirdaite. Gyviiny
sklerodermos modeliai ir jy naudojimo galimybés. Laboratoriné medicina.
2014, t. 16, Nr. 4, p. 187-193.

2. D. Karpec, R. Rudys, L. Leonaviciené, Z. Mackiewicz, R. Bradiinaite, G.
Kirdaité, A. Venalis. Siaurajuostés ultravioletinés A1 spinduliuotés poveikis
aktyviai kaspazeés-3 raiSkai sisteminés sklerozés gyviiny modelyje.
Laboratoriné medicina. 2017, t. 19, Nr. 3 (75), p. 151-157.

PraneSimai mokslinése konferencijose:

1. D. Karpec, R. Rudys, Z. Mackiewicz, L. Leonaviciene, R. Bradunaite, R.
Rugiene, G. Kirdaite, A. Venalis. Narrowband 365 nm ultraviolet Al light
therapy in bleomycin induced scleroderma animal model. 4-asis sisteminés
sklerozés kongresas (angl. 4th Systemic Sclerosis Congress), 2016 m.
vasario 18-20 d., Lisabona, Portugalija.

2. D. Karpec, R. Rudys, L. Leonaviciene, Z. Mackiewicz, R. Bradunaite, G.
Kirdaite, R. Rugiene, A. Venalis. The effect of narrowband ultraviolet Al
light on bleomycin-induced mouse model of scleroderma. Amerikos
reumatology kolegijos kongresas (ACR — angl. American College of
Rheumatology Congress), 2016 m. lapkri¢io 12-16 d., Vasingtonas,
Jungtinés Amerikos Valstijos.

3. D. Karpec, R. Rudys, Z. Mackiewicz, L. Leonaviciene, R. Bradunaite, R.
Rugiene, G. Kirdaite, A. Venalis. The impact of narrowband ultraviolet Al
on proliferation and apoptosis markers in animal model of scleroderma.
Europos antireumatinés lygos kongresas (EULAR — angl. European League
Against Rheumatism), 2017 m. birzelio 14-18 d., Madridas, Ispanija.

4. D. Karpec, R. Rudys, Z. Mackiewicz, L. Leonaviciene, R. Bradunaite, R.
Rugiene, G. Kirdaite, A. Venalis. The impact of high-dose narrowband

ultraviolet A1 on dermal thickness in pre-established, bleomycin-induced
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mouse model of scleroderma. Baltijos Saliy reumatology konferencija (angl.
Baltic Rheumatology Conference), 2017 m. rugséjo 21-22 d., Vilnius,
Lietuva.

5. D. Karpec, R. Rudys, Z. Mackiewicz, L. Leonaviciene, R. Bradunaite, R.
Rugiene, G. Kirdaite, A. Venalis. The impact of high-dose narrowband
ultraviolet A1 on dermal fibrosis in pre-established, bleomycin-induced
mouse model of scleroderma. 19-as Azijos ir Ramiojo vandenyno regiono
Saliy reumatology asociacijy kongresas (angl. APLAR — 19th Asia Pacific
League of Associations for Rheumatology Congress), 2017 m. spalio 16-20
d., Dubajus, Jungtiniai Araby Emyratai.

Akademiniai pasiekimai:

1. 2017 m. Lietuvos mokslo tarybos stipendija uz akademinius
pasiekimus;
2. 2017 m. Pasaulio mokslininky federacijos Lietuvos nacionaliné

stipendija uz akademinius pasiekimus.

1.8. Padéka

Visy pirma dékoju savo Mamai ir Téciui uz gyvybe ir suteiktg meile gyvenimui bei

mokslui.

Acit darbo vadovui prof. Algirdui Venaliui uz disertacijos id¢ja, idomias diskusijas
ir galimybe atlikti §j darbg. Dékoju konsultantei doc. Ritai Rugienei uz jkvépima,
vertingus patarimus, visapusisSkg palaikyma ir konstruktyvias mintis, kai labiausiai
ju reikia.

Esu labai dékinga dr. Gailutei Kirdaitei uz nuoSirdzias diskusijas, pamokas,

komentarus ir pagalbg ruoSiant praneSimus, publikacijas bei disertacijg. Ir uz tai,

kad labai gera kartu dalytis pasiekimy dziaugsmu.
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Dékoju dr. Romualdui Rudziui uz konstruktyvias konsultacijas, fizikines Zinias ir
bendradarbiavimg. Ac¢it dr. Ritai Bradiinaitei ir dr. Laimai Leonavicienei uz darbo
su eksperimentiniais gyviinais patirt], uZ vertingus pataisymus ir pagalba ruoSiant
publikacijas. Dékoju prof. Zygmunt Mackiewicz uz pamokymag mikroskopuoti
meginius, uZ komentarus ir diskusijas ruoSiant bei taisant publikacijas. Esu dékinga
laborantei Romai Grinienei uz pamokas ir jos kantrybe mano darbo laboratorijoje

metu. Dékoju dr. Inesai Arstikytei uz pagalbg atliekant statisting analize.

Dékoju visam Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky Reumatologijos

centro kolektyvui uz pagalba, gera nuotaika ir puikig darbo atmosfera.

Acit kolegéms Eglei, Reginai ir Ievai uz juoko ir kitokias asaras kartu. Ir, be abejo,
esu dékinga artimiausiems draugams bei vyrui Laurynui uz jy kantrybe, palaikyma

ir sveikg pozitrj.
2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. Sisteminés sklerozés patogenezés grandys

Skleroderma — nezinomos etiologijos jungiamojo audinio liga, pasireiSkianti odos
ir vidaus organy pazeidimu. Si liga skirstoma j dvi pagrindines formas: lokali
skleroderma ir sisteminé sklerozé. Lokaliai sklerodermai biidingi fibroziniai
pokyc¢iai odoje, poodyje, raumenyse ir giliuosiuose audiniuose, tac¢iau néra
nustatomas vidaus organy pazeidimas [26]. Sisteminés sklerozés metu pasireiskia
Reino sindromas, sklerodaktilija ir progresuojanti vidaus organy fibrozé [6].
Vaskulopatija, kuriai biidingas iSreikstas kraujagysliy spazmas, dél padidéjusiy
kolageny sankaupy besivystanti fibroze ir pakitgs imuninis atsakas del uzdegima
sukelianciy lasteliy infiltracijos yra pagrindinés patogenezés grandys [6]. SKirtingi

ligos i$sivystymo biidai lemia ligos heterogeniskuma [6].
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2.1.1. Vaskulopatija

Pirminis ir pagrindinis SS patogenezés veiksnys yra kraujagysliy pazeidimas su
endotelio disfunkcija [27]. Sia hipoteze patvirtina Reino sindromas, pasireiskiantis
keleta mety iki fibroziniy odos pokyciy iSsivystymo [4]. Reino sindromas
dazniausiai yra pirmasis su difuzine ligos forma susij¢s simptomas [28]. Smulkiyjy
kraujagysliy pazeidimg SS patogenezés pradZzioje irodo ir nago guolio
kapiliaroskopijos tyrimas. Sakoti kapiliarai, mikrohemoragijos ir i§sipléte kapiliarai
budingi ankstyvam SS Kkapiliaroskopiniam vaizdui [29]. Gyviny fibrozés
modeliuose taip pat patvirtinama, kad smulkiyjy kraujagysliy vaskulopatija yra
pirminis buidingas SS pazeidimas. Maurer su bendrautoriais [30] tyré Fra-2 (angl.
Fos-related antigen-2 — su Fos susijes antigenas-2; transkripcijos faktorius)
transgenines peles, kurioms buidingi fibroziniai odos ir plauc¢iy pokyciai. Nustatyta,
kad, pries i$sivystant fibroziniams poky¢iams, pradzioje atsiranda plauciy arterijy
lygiyjy raumeny lasteliy proliferacija ir endoteliniy Iasteliy apoptozé, kartu
smarkiai sumazé¢ja kapiliary skaic¢ius dermoje [30]. Kalifornijos universiteto Davis-
200 visciuky linijos (UCD-200, angl. University of California Davis line) SS
modelyje taip pat buvo nustatytas pirminis kraujagysliy pazeidimas ir endoteliniy

lasteliy apoptozé, 0 tik paskui issivysté fibrozé [25].

Smulkiyjy kraujagysliy pazeidimo patogenezé iki Siol néra tiksliai Zinoma [31].
Manoma, kad iSoriniai veiksniai tiesiogiai pazeidzia endotelines lgsteles arba
aktyvina imuning sistemg, 0 tai lemia tolesnes endoteliniy lgsteliy pazaidas. Jau
pries§ du deSimtmecius buvo jrodyta, kad létinis uZdegimas yra vienas 1§ pagrindiniy
veiksniy, sukelianc¢iy pirmines kraujagysliy pazaidas [32]. Uzdegiminiy Igsteliy,
tokiy kaip T ir B limfocity, putliyjy lasteliy bei makrofagy sankaupos aplink
kraujagysles patvirtina aktyvig imuninés sistemos veiklg SS patogenezéje [31].
Aktyvintos uzdegiminés lastelés, trombocitai ir endotelinés lgstelés iSskiria
uzdegimg skatinancius citokinus ir augimo faktorius, o dél to dar pasparteja

patologiniy lgsteliy kaupimasis [6]. Tad progresuojanti vaskulopatija ir uzdegiminis
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procesas suformuoja ydingg rata SS patogenezeje. Aktyvios endotelinés Igstelés
iSskiria tirpias adhezijos molekules, tokias kaip tarplasteliné adhezijos molekulé
(ICAM-1, angl. Intercellular adhesion molecule-1), kraujagysliy lasteliy adhezijos
molekulé (VCAM-1, angl. Vascular cell adhesion molecule-1) ir kt., kurios yra
tiesiogiai susijusios su ankstyva ligos pradzia ir vidaus organy pazeidimo laipsniu
[33]. Leukocity migracija per endoteliniy lasteliy tarpus j audinius veikia tokios
adhezijos molekulés kaip CD31 (angl. Cluster of differentiation — leukocity
diferenciacijos antigenas), CD99, VCAM-1 ir ICAM-1 [34]. Imuniniy lasteliy
migracija i§ kraujo ] periferinius audinius taip pat priklauso nuo chemokiny
gradiento. Padidéjusi chemokiny raiSka yra susijusi su perivaskuliniu uzdegimu
ankstyvoje SS stadijoje [35]. Nustatyta, kad serganc¢iyjy SS odoje padaugéja gama
interferono indukuoto monokino, gama interferono indukuoto baltymo-10,
monocity chemotaksiniy baltymy 1 ir 3, o tai skatina T lasteliy, makrofagy ir kity

imuniniy Igsteliy migracijg i$ kraujo j audinius [36-38].

Endoteliniy lasteliy apoptoz¢ lemia iSoriniai ir vidiniai veiksniai. Tiesioginj
citotoksinj poveikj endotelinéms lgsteléms turi T lgstelés — natiiraltis zudikai [39],
o infekciniai sukéléjai, kaip antai citomegalo virusas, apoptoze¢ lemia dél
molekulinés mimikrijos mechanizmo [40]. Naudojant pauksc¢iy sklerodermos
modelj buvo jrodyta, kad antikiinai prie$ endotelines lgsteles (AECA, angl. Anti-
endothelial cells antibodies) taip pat gali sukelti Siy Igsteliy apoptoze [41]. ISemijos
| reperfuzijos procesai, susij¢ su Reino sindromu, skatina laisvyjy deguonies
radikaly (ROS, angl. Reactive oxygen species) susidaryma, o tai sukelia endotelio
pazaidas [42]. Be to, padidéjes oksidacinio streso Zymeny kiekis tiesiogiai
koreliuoja su ligos aktyvumu [43]. Irodyta, kad ROS sukelia tolesnj kraujagysliy
pazeidimg, sutrikdo normalig imuninés sistemos veiklg ir skatina fibrozés
iSsivystymg [42]. Padidéjusj endoteliniy Igsteliy apoptozinj aktyvumg lemia kauly
morfogenetinio baltymo Il tipo receptoriaus (BMPRII, angl. Bone morphogenetic

protein receptor Il) veiklos sutrikimas [44]. SS sergantiems pacientams néra
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nustatoma BMPRII geno mutacija. Ta¢iau SS gyviiny modeliuose yra jrodyta, kad
BMPRII kiekis sumazéja ir Sio receptoriaus signalo perdavimo funkcija sutrinka dél
proteosominés degradacijos [45]. Tad epigenetiniai pokyciai fibroblastuose,

endotelinése, B ir T Igstelése taip pat dalyvauja SS patogenezéje [46].

Endotelio paZaidoms progresuojant, sutrinka normalus kraujagysliy tonusas:
sumazéja vazodilatatoriy, tokiy kaip azoto oksidas, ir padid¢ja vazokonstriktoriy,
tokiy kaip endotelinas-1 (ET-1), i$siskyrimas [47]. Be to, ET-1 sukelia fibroblasty
proliferacijg ir didina kolageno gamyba [48]. Endoteliniy lasteliy apoptozé ir
progresuojantis kapiliary nykimas lemia sutrikusj audiniy apriipinimg deguonimi
bei angiogeneze skatinanciy veiksniy, kaip antai kraujagysliy endotelio augimo
faktorius (VEGF, angl. Vascular endothelial growth factor), raiska [49].
Paradoksalu, taciau sergantiesiems SS angiogenezé yra sutrikusi, nors VEGF raiska
yra gerokai padidéjusi epidermio ir dermos sluoksnio Igstelése bei kraujo serume
[50, 51]. Manoma, kad angiogenez¢ slopinanti VEGF izoforma (VEGF165b),
kurios raiska yra padidéjusi serganciyjy SS odoje ir serume, sutrikdo angiogeneze
skatinan¢ios VEGF izoformos signalo perdavimg per tirozinkinazés receptorius

(VEGFRL ir VEGFR?2) [52].

Kamieninés endotelinés lastelés (EPCs, angl. Endothelial progenitor cells) is kauly
Ciulpy taip pat dalyvauja SS vaskulogenezés procese. Tiesa, atlikty studijy rezultatai
yra prieStaringi. Keli autoriai parodé, kad sergant SS CD34*/CD133*/VEGFR2*
cirkuliuojanciy EPC kiekis yra sumazéjes [53, 54]. Kity studijy duomenimis, Siy
lasteliy, galin¢iy diferencijuotis | endotelines lasteles, skaiCius, ypa¢ aktyvios SS
stadijos metu [55, 56], biina padidéjes. Taigi, sutrikes EPC patekimas j perifering
kraujo sistemg ir nepakankama mobilizacija | pazeistg iSeminj audinj lemia prasta

endotelio sluoksnio atsikiirimo funkcijg.

Progresuojant endoteliniy lasteliy pazeidimui ir iSliekant létiniam uzdegimui,
formuojasi kraujagysliy sienelés pokyciai: proliferuoja intimos ir medijos
sluoksniai, atsiranda adventicijos sluoksnio fibroz¢, susiauréja kraujagyslés spindis,
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sulétéja kraujo tekmé [4]. Atsiradus subendotelinio sluoksnio kontaktui su kraujo
srove, cirkuliuojantys trombocitai prikimba prie sienelés, dél to susidaro fibrino
sankaupos ir vystosi smulkiyjy kraujagysliy trombozé. Trombocitai gali biti
laitkomi patofiziologine jungtimi tarp kraujagysliy paZeidimo ir fibroblasty
aktyvacijos [57]. Aktyvis trombocitai i$skiria fibroz¢ skatinan¢ius mediatorius,
tokius kaip transformuojantis augimo faktorius beta (TGF-p, angl. Transforming
growth factor beta), trombocity kilmés augimo faktorius (PDGF, angl. Platelet-
derived growth factor) ir serotoninas. Jrodyta, kad serotoninas stimuliuoja kolageno
gamyba, veikdamas per 5-hidroksitriptamino 2 B receptorius, kuriy kiekis sergant

SS biina gerokai padidéjes [57].

Taigi, SS budingas kraujagysliy pazeidimas priklauso nuo kompleksinés
endoteliniy, imuniniy, lygiyyy raumeny lasteliy, fibroblasty ir tarplastelinio
matrikso komponenty sgveikos, 0 tai lemia kraujagysliy sienelés struktiiros
pokyCius ir progresuojanciag vaskulopatija. Pasikeitus kraujagyslés sienelés
strukturai, atsiranda pakitusi iSoriniy Zymeny raiska ant leukocity ir endoteliniy
lasteliy pavirSiaus. O aktyviy Igsteliy iSskiriami chemokinai, citokinai ir augimo
faktoriai skatina fibroblastus diferencijuotis j miofibroblastus, kurie gausiai gamina

tarplastelinio matrikso komponentus.

2.1.2. Autoimunitetas

Sisteminé sklerozé yra autoimuniné liga, kurios patogenezéje svarby vaidmenj turi
tiek jgimtas, tiek jgyti lastelinis bei humoralinis imunitetas [58]. Lastelinio
imuniteto jtaka SS patogenezéje patvirtina ankstyva ir gausi uzdegiminiy lgsteliy
infiltracija odoje ir vidaus organuose [58]. Svarbiausios uzdegiminés lastelés yra
CD4" T limfocitai (angl. T helpers — Th, limfocitai pagalbininkai), kurie ir
dominuoja serganciyjy SS odos uzdegiminiuose infiltratuose [59]. T limfocity
pagalbininky (Th) vaidmuo SS patogenezeje buvo jrodytas bleomicinu sukeltame

peliy sklerodermos modelyje. Signalo perdavimo ir transkripcijos aktyvacijos
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faktorius-4 (STAT4, angl. Signal transducer and activator of transcription-4) yra
bitinas CD4" T lgsteliy veiklai ir diferenciacijai. Peléms, kurios neturi STAT4,
fibrozé po bleomicino injekcijy neissivysto [60]. Tai rodo, kad T lgstelés ir STAT4
dalyvauja ankstyvoje, nuo uzdegimo priklausancioje SS stadijoje. Atliktais tyrimais
jrodyta, kad T limfocitai pagalbininkai iSskiria citokinus, kurie dalyvauja SS
buidingy autoantikiiny gamyboje [61] ir fibroblasty aktyvacijos procese [62].
Nustatyta, kad 1-0 ir 17-o tipy T limfocitai pagalbininkai (Th1 ir Th17) dalyvauja
ankstyvoje SS uzdegiminéje stadijoje, o 2-0 tipo T limfocitai (Th2) — vélyvoje
fibrozés stadijoje [63]. Aktyviis Th2 isskiria fibroze skatinancius interleukinus,
tokius kaip 1L-4, IL-5 ir IL-13 [64]. Sie citokinai tiesiogiai ir netiesiogiai dalyvauja
imuninés sistemos veikloje. Nustatyta, kad IL-13 sukelia fibroblasty, epiteliniy ir
lygiyjy raumeny lasteliy proliferacija [65], o IL-4 reguliuoja humoralinio imuniteto
atsaka, skatina kolageno gamybag ir fibroblasty diferenciacija j miofibroblastus [64].
Be to, IL-4 aktyvina fibroze skatinanc¢iy mediatoriy, tokiy kaip TGF-f ir jungiamojo
audinio augimo faktoriaus (CTGF, angl. Connective tissue growth factor), gamyba
[64]. Reguliacinés T lastelés normaliomis sglygomis slopina T limfocity
pagalbininky veiklg. Pavyzdziui, CD4*CD25" T reguliacinés Igstelés, kuriy
pagrindiné funkcija yra T Igsteliy proliferacijos stabdymas, dalyvauja imuninés
tolerancijos procese [66]. Yra nustatyta, kad sergant SS Siy CD4*CD25" Igsteliy
padaugéja, taciau jy fenotipiniy Zymeny raiSka biina sutrikusi, todél Sios lgstelés
nepakankamai stabdo T limfocity pagalbininky proliferacijg [66]. Be CD4" T
limfocity, serganciyjy SS odos ir plauciy infiltratuose aptinkama ir CD8" T
citotoksiniy (efektoriniy) lasteliy [67]. Jrodyta, kad citotoksiniy CD8™ Igsteliy
pavirSiuje yra padidéjusi CD226 raiSka, 0 tai lemia fibroze skatinancio IL-13

gamybg [68].

Humoralinio imuniteto jtaka SS patogenezeje taip pat néra iki galo aiski. B lgsteliy
kiekis uzdegiminiuose SS infiltratuose yra minimalus, taciau autoantikiinai pries

branduolio iSskiriamus antigenus yra nustatomi net 90 % pacienty, serganciy SS
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[69, 70]. Atliktais tyrimais nustatyta, kad B lasteliy funkcija sergant SS yra sutrikusi
dél tam tikry antigeny raiskos $iy lasteliy pavirSiuje. Visy pirma, serganciyjy SS
odoje aptinkama B lasteliy, kuriy pavirSiuje randamas CD19 zymuo [71]. CD19 yra
pagrindiné vidulgstelinio signalo perdavimo molekulé, teigiamai aktyvinanti B
lasteliy veiklg [72]. Taciau sergant SS B Igsteliy veiklg slopinancio specifinio CD22
receptoriaus funkcija yra sutrikusi. Be to, serganiyjy SS kraujyje nustatomi
antik@inai prie§ CD22, kurie taip pat turi jtakos nepakankamam B Igsteliy veiklos
slopinimui [69]. Tad nuolatiné B lasteliy aktyvacijos buklé yra susijusi su silpnesne
imunine tolerancija ir padidéjusia autoantikiiny gamyba [70]. Taciau tiesioginé
daZniausiai aptinkamy antiktiny prie§ specifinius branduolio i$skiriamus antigenus
(pvz., anticentromeriniai ir antiklinai prie§ topoizomerazg-1) reikSmé SS
patogenezéje néra aiski [73]. Jie yra svarbiis prognostiniai veiksniai, susij¢ su tam
tikry vidaus organy pazeidimu ir skirtingomis klinikinémis iSeitimis [73]. O
autoantikiiny, nukreipty i specificinius lgstelés pavirSiaus antigenus ar nelgstelinius
baltymus, reik§mé SS patogenezéje yra patvirtinta atliktais tyrimais. Minéta, kad
antiktinai prie§ endotelines Iasteles (AECA) sukelia $iy lasteliy apoptoze [41]. Be
to, AECA atsiranda kaip atsakas j lagsteliy zutj, tad formuojasi ydingas ratas
imuninés tolerancijos procese. Ne maziau svarbiis yra antikiinai prie§ fibroblastus,
salygojantys aktyviy fibroblasty fenotipg. Stimuliuojantys antikiinai prie$
trombocity kilmés augimo faktoriaus (PDGF, angl. Platelet-derived growth factor)
receptorius skatina kolageno gamyba ir laisvyjy deguonies radikaly susidaryma
[74]. Neseniai atliktais tyrimais yra jrodyta, kad serganc¢iyjy SS kraujyje taip pat
aptinkama antikiiny pries II tipo angiotenzinino-1 ir endotelino-1 A tipo receptorius,
kurie stimuliuoja fibroblastus ir yra tiesiogiai susij¢ su kraujagysliy pazeidimu [75].
Taciau né vienas i§ minéty antiktiny néra specifiskas SS. Be autoantikiiny gamybos,
padidéjes B lgsteliy aktyvumas lemia citokiny pusiausvyros sutrikimag, 0 tai palaiko
T lIasteliy veikla [64]. Nustatyta, kad aktyvios B Igstelés taip pat gamina IL-6 ir IL-
8, kurie stimuliuoja fibroblasty proliferacija ir padidéjusia kolageno gamyba [75].
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Taigi, sutrikusi B limfocity veikla yra susijusi tiek su kraujagysliy pazeidimu, tiek
su fibroblasty aktyvacija velyvoje ligos stadijoje.

Lastelinio ir humoralinio imuniteto funkcijos sutrikimas skatina uzdegimines
lasteles gaminti IL-4, naviko nekrozés faktoriy alfa (TNFa, angl. Tumor necrosis
factor alpha) PDGF ir kitus citokinus, kurie tiesiogiai dalyvauja fibrogenezés
procese [58]. Be to, sveikos lastelés, tokios kaip keratinocitai ar endotelinés lastelés,
taip pat iSskiria fibroz¢ skatinancius citokinus — TGF-f ir CTGF [76]. Net ir
sumazejus uzdegimui, padidéjusi Siy faktoriy raiSka iSlieka sveiko audinio 1asteliy
pavirSiuyje. Tad palaipsniui iSsivysto autonominé SS fibroblasty aktyvacija ir

progresuoja fibroziniai pokyc¢iai [6] (1 pav.).
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1 pav. Sisteminés sklerozés patogenezés schema. ISoriniai ir vidiniai veiksniai sukelia endoteliniy
lasteliy pazaidas. Pasikeitus kraujagyslés sienelés struktiirai, atsiranda pakitusi iSoriniy Zymeny
raiSka ant leukocity ir endoteliniy lgsteliy pavirSiaus. Aktyviy lgsteliy iSskiriami chemokinai,
citokinai ir augimo faktoriai skatina fibroblastus diferencijuotis j miofibroblastus, kurie gausiai

gamina tarplastelinio matrikso komponentus. Adaptuota i§ [77]
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2.1.3. Fibrozé

Pagrindiné SS klinikiné iSraiSka yra fibroze, paveikianti oda, sausgysles, raisc¢ius,
plaucius, inkstus, Sirdj ir vir§kinimo traktg [78]. Progresuojantis odos pazeidimas
sergant SS pasireiskia kaip odos fibroze, sanariy fleksinés kontraktiiros, minkstyjy
audiniy kalcinatai, inervacijos sutrikimai, osteolizé [7]. Dél 1éto opy gijimo,
skausmingos iSeminés nekrozés, infekciniy komplikacijy 14-29 % pacienty
pasireiskia pir§ty gangrena [5]. Sie veiksniai neigiamai veikia darbine veikla ir
salygoja su ranky funkcija susijusios kasdieninés veiklos apribojima.
Progresuojantys fibroziniai pokyciai taip pat lemia vidaus organy funkcijos
sutrikimg ir padidéjusj mirtinguma [79]. Plauc¢iy fibrozé, plauciy arteriné
hipertenzija ir Sirdies paZzeidimas yra pagrindinés su SS susijusios mirties priezastys
[80, 81].

Fiziologinémis sglygomis tarplgstelinio matrikso komponenty sudétis odoje
priklauso nuo fibroblasty gaminamo kolageno kiekio ir ji skaidanciy proteaziy
aktyvumo. Odos biopsijos biocheminés analizés duomenimis, sergant SS vyrauja |
ir I1I tipy kolagenas, fibronektinas, proteoglikanai, elastinas ir padidéjes fermenty,
tokiy kaip hidroksilaze, kurie sutvirtina jungtis tarp tarplastelinio matrikso
komponenty, aktyvumas [82]. Matrikso metaloproteinazés — tai proteolitiniai
fermentai, kurie skaido ir keicia beveik visas tarplgstelinio matrikso sankaupas. SS
patogenezéje svarbiausios yra matrikso metaloproteinazé 1 (MMP-1) arba
kolagenazé-1 ir matrikso metaloproteinazé 3 (MMP-3) arba stromelizinas-1, kuriy
susilpnéjes aktyvumas ir sumazéjes kiekis lemia padidéjusj I ir 111 tipo kolageno
kaupimagsi [83, 84]. Tiksliai néra zinoma, ar padidéjes jungiamojo audinio
komponenty Kiekis yra atsakas j kraujagysliy ir imunines pazaidas, ar tai yra
matrikso gamyba koduojanciy geny reguliacijos sutrikimo pasekmé. Nuolatinis uz
kolageno gamybg atsakingy geny aktyvumas sergant SS lemia nekontroliuojama
fibrozés vystymasi. Be to, daugelis citokiny ir augimg reguliuojanciy faktoriy,

kuriuos gamina uzdegiminés lgstelés, skatina kolageno geny ekspresija [85].
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Fibroblastai — pagrindinés lgstelés, dalyvaujanéios fibrogenezés procese.
Normaliomis salygomis fibroblastai saikingai gamina tarplastelinio matrikso
komponentus ir iSskiria juos skaidancius fermentus [86]. Veikiant Igsteliy
iSskiriamiems citokinams ir augimo faktoriams, fibroblastai diferencijuojasi
aktyvias lasteles — miofibroblastus, kuriy pavirSiuje yra nustatoma a-lygiyjy
raumeny aktino (a-SMA, angl. Alpha smooth muscle actin) raiska [87].
Miofibroblastai gausiai gamina kolageng ir kitus tarplastelinio matrikso
komponentus, iSskiria fibroze skatinancius augimo faktorius ir -citokinus
(pvz.,TGF-B), o tai toliau stimulivoja fibrozés vystymasi parakrininiu ir
autokrininiu biidu [88]. Sis procesas yra grieztai reguliuojamas ir sustabdomas
normalaus zaizdy gijimo metu, taciau SS patogenezéje fibrogeneze iSlieka aktyvi.
Nustatyta, kad SS biidingas nuolatinis aktyviy miofibroblasty kiekis, kuris tiesiogiai

koreliuoja su odos pazeidimo laipsniu [89].

Pagrindinis mediatorius, skatinantis fibrogenezg, yra TGF-p [90]. Fiziologinéje
aplinkoje TGF-B dalyvauja embriogenezéje ir gyjant zaizdoms, taciau, vykstant
uzdegiminiam procesui, augimo faktoriaus funkcijos sutrinka [91]. Fibroblastai,
monocitai, makrofagai, limfocitai, trombocitai ir endotelinés Igstelés gamina TGF-
B, kuris stimuliuoja fibroblasty proliferacija ir jy diferenciacija | aktyvius
miofibroblastus [92]. ISskirtas j tarplgstelinj matriksg, TGF-B yra biologiskai
neaktyvi molekulé, kurig gali aktyvinti proteazés, trombospondinas-1 arba
integrinai  [92]. TGF-p aktyvacija ir signalo perdavimas yra sudétingas
kompleksinis procesas, kuriame dalyvauja jvarios lastelinés molekulés ir
transkripcijos faktoriai [93]. Aktyvi dimeriné TGF-B forma jungiasi prie
serintreoninkinazés, zinomos kaip II tipo TGF-B (TGFBRII) receptorius [94].
Prisijungimas prie TGFBRII paleidzia intralastelinio signalo perdavimo kaskada per
Smad baltymy fosforilinimg [94]. Fosforilinti Smad baltymai patenka j branduolj,
kur, veikiant transkripcijos kofaktoriams, indukuojama geny transkripcija [95]. Nuo

Smad baltymy priklausomg TGF- aktyvacija stabdo Smad7, kurio veikla sergant
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SS yrasutrikusi [96]. Nuo Smad baltymy nepriklausomas TGF-3 signalo perdavimo
kelias veikia per tirozinkinaze (Abelsono kinazg), p38 baltymga ar fokaling adhezijos
kinazg¢ [95]. Kad ir koks bty aktyvacijos kelias, TGF-p intralgstelinis signalas
lemia kolageno | tipo, CTGF, a-SMA ir kity geny ekspresijg [97]. Wnt kanoninis
signalo perdavimo kelias taip pat dalyvauja SS patogenezéje [98]. Nustatyta, kad
TGF-B sumazina Wnt antagonisto baltymo raiska ir taip aktyvina signalo perdavima
kanoniniu Wnt keliu, o tai skatina fibrozés iSsivystymg [99]. Tad endogeninis
fibroblasty aktyvumas yra susijes su TGF-f autokrinine aktyvacija. Nustatyta, kad
fibroblasty pavirSiuje po aktyvaus TGF-B signalo perdavimo padidéja TGF-p,
PDGF ir CTGF receptoriy kiekis [62]. Siy receptoriy kiekis tiesiogiai koreliuoja su
padidéjusia matricinés ribonukleoriigSties mRNR kolageno raiska. Tad TGF-B

autokrininé aktyvacija lemia gausig matrikso komponenty gamybg [95].

Be minéty funkcijy, TGF-B stimuliuoja CTGF veikla, 0 tai skatina fibroblasty
proliferacija [100]. Kelios studijos irodé¢, kad CTGF ir TGF-B aktyvinant kolagena
koduojancius genus veikia sinergiSskai [101]. Kitas svarbus fibroze skatinantis
mediatorius — PDGF, kurj i$skiria aktyviis makrofagai, trombocitai ir fibroblastai
[102]. Padidéjes PDGEF kiekis lemia plauciy fibrozés issivystyma [85]. Nustatyta,
kad PDGEF ir jo receptorius PDGFR yra isreiksti tik serganciyjy SS organizmo

lasteliy pavirSiuje, 0 sveiko organizmo lasteliy pavirsiuje jy néra [102].

Be TGF-B, SS fibrogenezeje dalyvauja kanoninis Notch signalo perdavimo kelias
[103]. Signalas, perduodamas per Notch signalinio kelio receptorius ir veikdamas
kartu su jvairiais Igstelés komponentais, daro jtaka lgstelés diferenciacijos,
proliferacijos, apoptozés ir fibrozés procesams [104]. Nustatyta, kad SS
fibroblastams budinga nuolatiné Notch signalo perdavimo aktyvacija, 0 tai lemia

aktyvaus fibroblasty fenotipo iSsivystyma [103].

Neseniai atliktais tyrimais jrodyta lgsteliy branduoliniy receptoriy jtaka fibrozés
vystymuisi. Palumbo-Zerr su bendraautoriais parodé, kad branduolinis 4A1

receptorius kontroliuoja TGF-f signalo perdavimg ir fibrogeneze [105]. Sumazéjes
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Sio receptoriaus kiekis lemia nuolating TGF-f aktyvacija [105]. Kitas transkripcijos
faktorius — peroksisomy proliferatoriaus aktyvinamas gama receptorius (PPARy-,
angl. Peroxisome proliferator-activated receptor vy), yra svarbus kontroliuojant
lasteliy diferenciacija, o PPARY receptoriai gali modifikuoti uzdegima ir fibrozinius
procesus [106]. SS budingas sumazéjes PPARY kiekis stimuliuoja TGF-f signalo
perdavimg [107]. Nepakankamas kepeny branduolinio receptoriaus (LXR, angl.
Liver X receptor) aktyvumas lemia uzdegimine infiltracija makrofagais ir

padidéjusig IL-6 raiska, O tai toliau skatina fibrozés vystymasi [108].

Veikiant minétoms fibrogenezés grandims, SS pazeistoje odoje ir vidaus organuose
kaupiasi perteklinis jungiamasis audinys, sukeliantis pagrindinius klinikinius ligos

pozymius [82].

2.2. Eksperimentiniai sklerodermos gyviiny modeliai

Tinkamai parinkti gyviiny SS modeliai yra labai reik§mingi i§samiau tyrin¢jant
ligos patogeneze ir jos gydymo biidus. Siuo metu yra nemaZai panaiy j SS
modeliy, kai kuriuose i$ jy vyrauja uzdegiminiai procesai, véliau sukeliantys
fibroze, kituose pirmiausia vystosi autonominé fibroblasty aktyvacija ir vyksta
fibroziniai pokyciai. Tyrimams naudojami jvairGis indukuoti (tam tikromis
medziagomis sukelti), spontaniniai (savaiminiai, d¢l genetiniy defekty
besivystantys) bei transgeniniai (genetiSkai modifikuoti) gyviiny, dazniausiai peliy,
SS modeliai [109, 110]. Pagrindiniai SS patogenezés pozymiai (uzdegimas,
autoimuniniai poky¢iai ir fibrozé) yra budingi bleomicinu (BLM), hipochloro
rigstimi, vinilo chloridu, topoizomeraze-I ir pilnu Froindo adjuvantu sukeltiems
modeliams bei sklerodermings transplantato pries Seimininka ligos modeliui [111-

115].

2.2.1. Bleomicinu sukeltas sklerodermos modelis

Vienas tipiSkiausiy atkartojanciy sisteming skleroze modeliy yra bleomicinu
(BLM) sukelta peliy skleroderma [112, 116, 117]. BLM - tai antibiotikas,
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gaunamas i§ bakterijos Streptomyces venticillus. Jis slopina auglius ir daznai
naudojamas véziui gydyti. BLM pasizymi tokiomis biocheminémis savybémis:
lasteliy ciklo G2 blokavimas, viengubos ir dvigubos dezoksiribonukleoriigsties
(DNR) grandies suskaldymas, 1gstelinés RNR suardymas, laisvyjy radikaly gamyba
ir apoptozés sukélimas [111]. BLM jvairiai veikia odoje esancias Igsteles, tokias
kaip fibroblastai, keratinocitai ir endotelinés lgstelés [118], in vitro tyrimuose
didina kolageno sankaupas ir TGF-B1 raiSkg ziurkiy plauciy lgstelése ir Zmogaus
odos fibroblastuose [119]. Taip pat BLM sustiprina tarplgstelinio matrikso baltymy
geny raiska ir fibrogeninius citokinus, kurie gali prisidéti prie fibrozés sukélimo
[119].

Kaip parodé pirmieji Yamamoto su bendraautoriais [112] atlikti darbai, kasdieninés
4 savaiCiy trukmes BLM injekcijos po 100 pL (dozé 1 mg/ml) BALB/c veislés 6
savaily amziaus patelems sukelia rySkiga odos fibrozg, apibiidinama odos
sustor¢jimu  bei homogeninémis kolageno skaidulomis, perivaskuliniais
uzdegiminiais infiltratais, sustoréjusiomis kraujagysliy sienelémis. Odos fibrozé
taip pat gali biiti sukeliama ir taikant mazesnes, 10 pg/ml ir 100 pg/ml, BLM dozes
bei suleidZiant jj kas antrg dieng. BLM injekcijos sukelia sklerotinius pokycius,
kurie persistuoja maziausiai 6 savaites, nutraukus BLM injekcijas [112]. Sis
modelis atspindi uzdegiminius pokyc€ius, kurie vyksta ankstyvoje SS ligos
stadijoje. HistopatologiSkai stebima aiSki odos fibrozé, apibiidinama
sustor¢jusiomis kolageno skaidulomis, homogeninés medziagos atsidé¢jimu
sustor¢jusioje odoje su lasteliniais infiltratais, kurie atkartoja zmogaus SS
histologinius pozymius. Be to, daugeliu tyrimy nustatyta, kad BLM stimuliuoja
endotelines lgsteles ir fibroblastus, aktyvina uzdegimag ir fibroze¢ skatinancius
citokinus, sukelia aktyviy deguonies radikaly gamyba, endoteliniy ir kity lasteliy
pazeidimg bei adhezijos molekuliy ekspresija [117], o uzdegiminés lgstelés
infiltruoja pazeista oda ir aktyvina esancius fibroblastus [112]. Aktyvinti
fibroblastai gamina ir iSlaisvina didelj tarplastelinio matrikso komponenty kiekj,

besikaupiantj jungiamajame audinyje. Siame gyviiny modelyje stebima dermos
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sluoksnio infiltracija leukocitais, aktyvinamas fibroze skatinantis TGF-f. Be TGF-
B, kity profibroziniy mediatoriy, tokiy kaip monocity chemotaksinis baltymas-1,
trombocity kilmés augimo faktorius (PDGF) bei interleukinai (IL-4, IL-6 ir IL-13),
yra nustatomas padidéj¢s aktyvumas [25, 117]. Jrodyta, kad antitopoizomerazés-I,
antikiiny prie§ uridino turin€ius ribonukleoproteinus ir antikiiny pries histonus yra
aptinkama gyviinams BLM sukeltame modelyje [72, 120]. Sj modelj galima sukelti
gana lengvai daugumai peliy rasiy. Nors reikia pazymeéti, kad jvairiy peliy linijy
odos fibrozés 18sivystymo laipsnis skiriasi. Ypa¢ jautrios BLM sukeltai fibrozei yra
C3H/He, DBA/2, B10D2 ir B10.A pelés [111].

Taigi, pakartotinés BLM injekcijos sukelia fibroze, atspindin¢ig uzdegiminius
poky¢ius, kurie daznai biina badingi ankstyvoje ligos stadijoje [121]. Siame
modelyje molekuliniai mechanizmai yra panasiis | budingus SS atvejus, kai
pazeistoje odoje vyksta T Igsteliy bei makrofagy infiltracija ir nuo TGF-p bei PDGF
priklausoma fibroblasty aktyvacija [122]. Sukeltam modeliui budingi tokie
pozymiai kaip aiSki odos fibrozé su odos sustor¢jimu, plauciy fibrozé ir
persistuojantys autoantikiinai serume [111]. Sio modelio pranasumas tas, kad jis
lengvai sukeliamas ir atkartojamas, nebiina jokiy histologiniy skirtumy tarp patiny
ir pateliy. TaCiau, nors ir aptinkamas kraujagysliy sieneliy sustor¢jimas giliuose
odos sluoksniuose, néra tipiSkos generalizuotos mikroangiopatijos, kuri prasideda

SS sergantiems Zmonéms iki i8sivystant fibrozei.

2.2.2. Transgeniniai peliy sklerodermos modeliai

Transgeniniams  modeliams  priskiriami  du  eksperimentiniai modeliai:
nedominuojantis II tipo transformuojancio augimo faktoriaus beta receptoriaus
(DN TGF-BRII, angl. Dominant-negative type Il transforming growth factor
receptor) modelis, naudojant transgenines DN TGF-BRII peles, kurioms vystosi
uzdegimas ir fibroze¢, taciau neaptinkama nei vaskulopatijos, nei autoimuniteto
poky¢iy, bei salyginis I tipo transformuojanc¢io augimo faktoriaus beta receptoriaus

(TGF-BRI, angl. Conditional transforming growth factor type | receptor) modelis,
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kuris pasizymi vaskulopatija, uzdegimu ir fibroze, tafiau jam nebiidingi

autoimuniniai pokyc¢iai [110].

2.2.3. Spontaniniai sklerodermos modeliai

Naturaliai atsirandantiems, spontaniniams sklerodermos modeliams priskiriami
sustandéjusios odos (Tsk-1, Tsk-2, angl. Tight skin model) peliy modeliai,
Kalifornijos universiteto Davis linijos 200 ir 206 (UCD-200, UCD-206; angl.
University of California Davis line) veisliniy vis¢iuky modeliai [6, 25, 89, 113].
Pagrindiniai pirmyjy dviejy modeliy pozymiai yra geny defektai ar mutacijos. Tsk-
1 modelyje nustatytos mutacijos gene, koduojanc¢iame fibriling-1, kuris lemia
fibrozés vystymasi, o pagrindiniai Sio SS modelio patogenezés ypatumai — tai
kraujagysliy pazeidimas, autoimuniniai pokyciai ir fibrogenezé [113]. Tsk-1
peléms budingas kolageno skaiduly susikaupimas hipodermyje, 0 tai sukelia
progresuojantj poodzio stor¢jima. Sioms peléms neaptikta uzdegiminiy infiltraty,
o pakitusi fibroblasty aktyvacija nesukelia uzdegiminiy mediatoriy iSsilaisvinimo
i§ leukocity, priesingai nei BLM-indukuotos fibrozés modelyje. Vertinant Tsk-1 ir
BLM-sukeltos SS panaSumus ir skirtumus, reikia pazyméti, kad Tsk-1 peliy
modelyje fibroblastai yra endogeniskai aktyvinami, btudinga padidéjusi kolageno
gamyba ir 1§laisvinimas, §1 savybe¢ iSlieka ir iSskirtose Igsteliy kultiirose, pers¢jant
net keleta karty in vitro. Esant BLM modeliui, sukelta fibrozé biidinga ankstyvoms,
nuo uzdegimo priklausanc¢ioms SS stadijoms [123].

Antrajame Tsk-2 modelyje yra nezinomas genetinis defektas, lemiantis audiniy
fibroze, kuriai btidingi ankstyvi uzdegiminiy lasteliy infiltratai. Nors abu Tsk-1 ir
Tsk-2 modeliai imituoja kai kuriuos SS pozymius odoje ir poodyje, né vienas is jy
tiksliai neatspindi ligos [113]. Manoma, kad Sie abu modeliai gali biiti svarbis,
analizuojant jvairius molekulinius ir fiziologinius procesus, sukelian¢ius audiniy
fibrozg, ir gilinant zinias apie fibrozés ir autoimuniniy pokyc¢iy sgveika SS atveju.
Spontaniniame vis¢iuky SS modelyje rySkiai matomas kraujagysliy pazeidimas,

budingi uzdegiminiai ir autoimuniniai pokyciai ir iSplitusi fibrozé. Reikia
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pazymeéti, kad tik keletas modeliy, tokiy kaip UCD-200 ir UCD-206 vis¢iuky ar
Fra-2 peliy modelis, yra tinkami tirti smulkiy kraujagysliy vaskulopatijg [25].

2.2.4. Pasalinty geny sklerodermos modeliai

Tyrinéjant SS eiga, naudojamos pelés, kurioms pasalinti genai (angl. Knock-out —
KO pelés). Nustatyta, kad transkripcijos faktorius — peroksisomy proliferatoriaus
aktyvinamas gama receptorius (PPARYy, angl. Peroxisome proliferator-activated
receptor gamma) yra svarbus kontroliuojant lgsteliy diferenciacijag, o PPARYy
ligandai gali modifikuoti uzdegima ir fibrozinius procesus [106]. Tiriant PPARy-
KO peles ir peles, kurioms nepasalintas PPARy genas, nustatyta, kad PPARy-KO
pelés jautresnés BLM sukeliamai odos fibrozei [124], taigi, PPARy slopina
fibrogenezg. Reikéty paminéti ir neseniai identifikuoty transkripcijos faktoriy
STAT-4, kuris yra genetiskai jautrus veiksnys sergant SS. Jis pasizymi stipriu
profibroziniu poveikiu, kontroliuojant T Igsteliy aktyvacija ir proliferacijg bei
citokiny issilaisvinimg [60]. STAT-4 trukumas apsaugo abiejy ly¢iy BALB/c peles
nuo BLM-indukuotos odos fibrozés [60].

Eksperimentiniy sklerodermos modeliy pasirinkimas priklauso nuo tyrimo tikslo.
Siekiant i$siaiSkinti ankstyvus pokycius, daznai pasirenkamas BLM indukuotas
modelis, kuris atkartoja Zmogaus SS, biidingg ankstyvai, ypa¢ nuo uzdegimo
priklausanciai, susirgimo stadijai. Dél geny defekty iSsivystes Tsk peliy modelis
atspindi vélesnes fibrozines ir mazesniu laipsniu nuo uzdegimo priklausancias SS
stadijas. Reikia pazyméti, kad antifibroziniai vaistai, priskiriami jrodytam
akivaizdziam A lygiui, turi bati iStirti maziausiai dviejuose gyviiny modeliuose,
atspindinciuose skirtingus ligos ypatumus, o geriausias variantas, kai gydomasis

efektas nustatomas skirtinguose organuose, kurie pazeidziami sergant SS.
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2.3. Fototerapija
2.3.1. Ultravioletiné spinduliuoté

Ultravioletiniai spinduliai (UV) — tai elektromagnetiniy bangy spektro dalis,
prasidedanti nuo ilgesnio nei rentgeno spinduliy (10 nm) bangos ilgio ir siekianti
violetinés — regimosios Sviesos bangos ilgj (400 nm). Pagal bangos ilgj, biologines
ir fizikines savybes UV spinduliai skirstomi j vakuumo UV (10-200 nm), UVC
(200-290 nm), UVB (290-320 nm) ir UVA (320-400 nm) spindulius [125]. UVA
dar skirstomi | UVA2 (320-340 nm) ir UVAL (340-400nm). Tokj UVA ruozo
suskirstymg lemia tai, kad UVA2 spinduliy savybés panasios 1 UVB, o UVAI — i
regimaja Sviesos sritj (2 pav.) [125].

Cam Rentgeno Ultravioletiniai spinduliai LD
spinduliai spinduliai spinduliai bangos

/znu 400

uvcC UvVB UVA
(nm) 200 290 320 400
VA2 UVA1
(nm) 320 30 400
Bangos ilgis

nanometrais (nm)

2 pav. Elektromagnetinis bangy spektras

Fotono energija (E), iSreiksta dziauliais (J), aprasoma formule:

E = hc/A,
¢ia h — Planko konstanta (6,63 x 103%), ¢ — §viesos greitis vakuume (3 x 108), A —
bangos ilgis. Taigi fotono energija yra atvirk§¢iai proporcinga bangos ilgiui —
didé¢jant bangos ilgiui, fotono energijos kiekis maz¢ja. Ilgesnio bangos ilgio UVALI

spinduliuoté stipriau skverbiasi | odg ir gali pasiekti gilesnius sluoksnius, net ir
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poodj, kitaip nei UVA2 ir UVB spinduliai, kurie pasiekia tik virSutinius tikrosios

odos sluoksnius (3 pav.).

Ultravioletiniai | 25 H Infraraudonieji
spinduliai : Ragimoy Svigsa : spinduliai
C |BjA! :

am 200 ! ! 4|00 500 600 700 :800 900 1200
| |

1,/
'

! ! ! ! | (al
7

ey
S [
AN

Poodis Derma (tikroji oda) Epidermis
ALs A 1
w1111
< W[}
> (I

A X

3 pav. Spinduliuotés skvarba j audinius

llgesnio bangos ilgio UVAT1 spinduliai turi maziau energijos, palyginti su UVAZ2 ir
UVB spinduliuote. Spinduliuotés skverbimosi j audinius gylis priklauso ne nuo jos
intensyvumo, 0 nuo odoje esanciy chromofory — molekuliy, sugerianciy $viesos
fotonus. Epidermyje yra gausu UVB sugerian¢iy molekuliy, 0 UVA, ypa¢ UVAL,
skverbiasi giliau, nes pastaroji spinduliuoté yra sugeriama ir giliai esanciy

atitinkamy chromofory [126] (4 pav.).
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Ultravioletinés spinduliuotés spektras (nm)
Odos struktdra 100 280 315 400

e | UVC Juve [ uva ]
Odos pavirSius Skvarba (3%)

Epidermis
Karatinocitai

Derma [tikroji oda)

: @ -
@ -~ © |
Putliosios Igstelés Fibroblastai Tlasteles

Riebalinis sluoksnis

A —— L~ 1000 @

Gylis (um)

4 pav. UV spinduliuotés skvarba j audinius. Adaptuota i§ [127]

Taigi, biologinis UVA1 spinduliy poveikis priklauso nuo odoje esanciy
chromofory, kurie dél spinduliuotés sugerties pavirsta ] ,,naujas“ molekules,
vadinamuosius §viesos nulemtus produktus [128]. Visiems chromoforams btidingos
tam tikros, nuo bangos ilgio priklausomos, savybés [129]. Kai UVAT1 zadinancios
spinduliuotés fotonas yra sugeriamas chromoforo (tai gali bati chlorofilas,
hemoglobinas, citochromo ¢ oksidazé, mioglobinas, triptofanas, beta karotenai,
bilirubinas, flavinai, flavoproteinai ar porfirinai), jis tampa suzadintas ir $i energija
gali bliti panaudota jvairiems lgstelése vykstantiems procesams inicijuoti [130,
131]. Didziausia UVAI1 sugerianCiy fotojautriy medziagy koncentracija yra
mitochondrijose, taigi Sios organelés yra ypa¢ jautrios ultravioletiniams
spinduliams [132]. Veikiant UVAI, padidéja adenozino trifosfato gamyba, vyksta
aktyviy deguonies formy (ROS, angl. Reactive oxygen species) moduliacija ir
transkripcijos faktoriy indukcija [133]. Sie transkripcijos faktoriai sukelia baltymy
sintezg, O tai lemia tolesnius pokyc¢ius, tokius kaip padidéjusi lasteliy proliferacija
ir migracija, citokiny, augimo faktoriy ir uzdegimo mediatoriy kiekio moduliacija

[133].
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2.3.2. UVAI poveikis Iasteléms

UVALI spinduliai, pasiekdami tikrosios odos sluoksnj, veikia ne tik epidermio, bet
ir giliai odoje esancias Igsteles [129]. Atliktais in vivo ir in vitro tyrimais jrodytas
specifinis UVA1 poveikis keratinocitams, Langerhanso lgsteléms, melanocitams, T
ir B lgsteléms, eozinofilams, endotelinéms lgsteléms bei fibroblastams [134].

Atlikty studijy rezultatai apibendrinti 1 lenteléje.

1 lentelé. Specifinis biologinis UVA1 spinduliuotés poveikis jvairioms Iasteléms

Lasteliy tipas UVAL1 biologinis poveikis Literatiiros Saltinis
Keratinocitai IL-10 gamybos 1 [135]
ICAM-1 raiskos | [136]
Langerhanso Langerhanso lgsteliy skaiéiaus | [16, 137]
lgstelés Antigeng pristantanc¢iy lasteliy funkcijos| [138]
CD80/CD86 raiskos | [139]
Melanocitai Melanocity skaiiaus 1 (zmogaus lasteliy) [140]
Melanocity skaiciaus | (peliy lasteliy) [141]
T lastelés Apoptozé 1 [132, 142, 143]
IFNy gamybos | [136]
Eozinofilai Eozinofily skai¢iaus | [144]
Putliosios Iastelés | Putliyjy lasteliy skaiCiaus | [145, 146]
Fibroblastai MMP-1, MMP-2, MMP-3 produkcijos [15, 147]
I ir III tipo kolageno | [148]
Elastiniy skaiduly skai¢iaus | [149]
B lastelés Imunoglobuliny gamybos | [150]
Endotelinés VEGF gamybos 1 [151]
lgstelés

Sutrumpinimai: 1 — didéjimas; | — mazéjimas; IL-10 — interleukinas 10; ICAM-1 (angl.
Intercellular cell adhesion molecule 1) — tarplastelinés adhezijos molekulé-1; TFNy — gama
interferonas; MMP-1, -2, -3 (angl. Matrix metalloproteinase) — matrikso metaloproteinazés 1, -2,
-3; VEGF (angl. Vascular endothelial growth factor) — kraujagysliy endotelio augimo faktorius.

2.3.3. UVALI fototerapijos klinikinés indikacijos

D¢l apraSyto biologinio poveikio Igsteléms, fototerapija UVAI spinduliuote jau
kelis desimtmecius taikoma klinikinéje praktikoje jvairioms odos ligoms gydyti.
Remiantis DidZiosios Britanijos fotobiology darbo grupés eksperty iSvadomis,
pateikiamos UVA1 gydymo indikacijos (2 lentelé), jrodymy kategorija / lygis (3

lentelé) ir poveikis zmogaus organizmui [12].
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2 lentelé. UVAL fototerapijos indikacijos

Liga Klinikinis UVAL | Irodymuy lygis / UVA1l gydymo eilés
poveikis kategorija* pasirinkimas

Lokali skleroderma Veiksmingas 1- Antros  eilés  (po
vietinio gydymo
steroidais)

Sisteminé sklerozé Galimas 3 Pasirinkimo eilé
nenustatyta

Nefrogeniné sisteminé | Galimas 3 Antros eilés (po inksty

sklerozé transplantacijos)

Hipereozinofilinis Galimas 3 Pasirinkimo eilé

sindromas nenustatyta

Skleroziné kerplige Galimas 3 Antros  eilés  (po
vietinio gydymo
steroidais)

Skleredema Galimas 3 Antros eilés

Sisteminé  raudonoji | Tikétinas 1+ Pasirinkimo eilé

vilkligé nenustatyta

Odos T lasteliy | Galimas 3 TreCios  eilés  (po

limfoma vietinio gydymo
steroidais ir PUVA)

Pigmentiné dilgéliné Galimas 1- Pasirinkimo eilé
nenustatyta

Ziediné eritema Galimas 3 TreCios  eilés  (po
vietinio gydymo
steroidais ir PUVA)

Odos sarkoidozé Galimas 3 Pasirinkimo eilé
nenustatyta

Atopiné egzema Veiksmingas 1+ Trecios  eilés  (po
vietinio gydymo
steroidais ir PUVA ar
UVB)

Dishidroziné ranky | Galimas 1- TreCios  eilés  (po

egzema vietinio gydymo
steroidais ir PUVA)

Psoriazé Galimas 3 Ketvirtos eilés  (po
vietinio gydymo

steroidais ir PUVA ar
UVB, ar sisteminiais
vaistais)

Pastaba. UVALI fototerapijos indikacijos, klinikinis poveikis, jrodymy lygis / kategorija ir
gydymo eilés pasirinkimas [12]. Sutrumpinimai: UVB — ultravioletiniai B spinduliai;
PUVA — psoraleno ir ultravioletiniy spinduliy terapija; UVAL — ultravioletiniai Al

spinduliai.
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3 lentelé. Irodymy lygio / kategorijos klasifikacija

Lyqis / kategorija

ApraSymas

1++

Labai geros kokybés metaanalizés, sisteminés atsitiktiniy
im¢iy kontroliuojamyjy tyrimy (AIKT) apzvalgos ar AIKT,
kuriy tendencingumo tikimyb¢ labai maza

1+ Geros metaanalizés, sisteminés AIKT apzvalgos ar AIKT,
kuriy tendencingumo tikimyb¢ labai maza

1- Metaanalizés, sisteminés AIKT apzvalgos ar AIKT, kuriy
tendencingumo tikimybé didelé

2+ + Geros kokybeés atvejo ir kontrolés ar kohortinés studijos, kuriy
klaidinancio tendencingumo tikimybé labai maza, o tikimybe,
kad nustatytas rySys yra prieZastinis, didelé

2+ Gerai organizuotos atvejo ir kontrolés ar kohortinés studijos,
kuriy klaidinancio tendencingumo tikimybé labai maza, o
tikimybé, kad nustatytas rySys yra priezastinis, vidutiné

2— Atvejo ir kontrolés ar kohortinés studijos, kuriy ir klaidinancio
tendencingumo tikimybeg, ir tikimybé, kad nustatytas rySys néra
priezastinis, yra didelé

3 Neanalitinés studijos (pvz., klinikiniai atvejai)

4 Eksperty nuomoné

Pastaba. Jrodymy lygis / kategorija apibrézti remiantis Skotijos kolegijy gairiy tinklo sutarimu
(angl. Scottish Intercollegiate Guidelines Network) [152].

Taigi, gydant sistemine skleroze, plataus spektro UVAI1 spinduliuoté yra

rekomenduojama kaip galimo teigiamo klinikinio poveikio metodas. UVAL

fototerapijos kurso vienos procediiros metu gali biiti skiriama maza (10-20 J/cm?),
vidutiné (20—70 J/cm?) arba didelé (70-130 J/cm?) UVA1 dozé. Atsizvelgiant j liga,

Svitinimo procediiros atlickamos 3-5 kartus per savaite, o fototerapijos kurso

trukmé — 3—6 savaités [13]. Dazniausios UVA1 fototerapijos indikacijos ir gydymo

rezimas pateikiami 4 lenteléje.
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4 lentelé. UVAI1 fototerapijos indikacijy ir doziy, skirty vienam gydymo kursui, apzvalga,
remiantis A ir B lygio rekomendacijomis [13]

Indikacija Fototerapijos kursas

Atopinis dermatitas Vidutiné 60 J/cm? dozé, 3-5 kartus per savaite,

Dishidrozinis dermatitas 3-6 savaites

Odos T Iasteliy limfoma

Lokali skleroderma Vidutiné 60 J/cm? dozé, 3-5 kartus per savaite,
1§ viso — 40 procediiry

Skleredema Vidutiné 50 J/cm?, 5 kartus per savaite, i$ viso
— 40 procediiry

Sisteminé raudonoji vilklige Maza 10 J/em? dozé, 5 kartus per savaitg,
3 savaites

Potimis niezulys Vidutiné 50 J/cm?, 5 kartus per savaite, i$ viso
— 40 procediiry

Pigmentiné dilgéliné Vidutiné 60 J/cm? dozé, 5 kartus per savaite, 3
savaites

Roziné dederviné Vidutiné 30 J/cm? dozé, 3 kartus per savaite, 3
savaites

Pastaba. Rekomendacijy stiprumo lygis [153]:

A lygio rekomendacija tiesiogiai remiasi | kategorijos / lygio jrodymais;

B lygio rekomendacija tiesiogiai remiasi II lygio jrodymais arba i§ 1 lygio jrodymy
ekstrapoliuotomis rekomendacijomis.

2.3.4. UVAL fototerapijos poveikis lokaliai sklerodermai ir sisteminei
sklerozei

Lokaliai sklerodermai ir ankstyvoms SS stadijoms biidinga padidéjusi uzdegiminiy
lasteliy infiltracija ir sumazéjusi jy apoptozé, 0 tai lemia tolesnius fibrozinius
pokycius. Kaip minéta, apoptozés proceso reguliavimo sutrikimas — viena i$
sisteminés sklerozés patogenetiniy grandziy. Apoptozéje dalyvauja fermentai,
priklausantys peptidaziy Seimai. Kaspazé — tai peptidaze, kurios aktyviajame centre
yra aminortigstis cisteinas ir kuri skelia asparto rigsties karboksilinés grupés
sudaroma peptidinj rysj [154, 155]. Pagal veikimo mechanizma kaspazés yra
skirstomos ] iniciacines (kaspazé-2, -8, -9 ,-10) ir vykdomasias (kaspazé-3, -6, -7)
[156]. Kaspazé-3 yra pagrindiné ir dominuojanti vykdancioji peptidazé, kuri gali
buiti aktyvinama tiek iSoriniu, tiek vidiniu apoptozés reguliavimo buidu [157, 158].
[Sorinis biidas yra susijes su Fas arba TNF faktoriaus receptoriais ir prie jy

prisijungianciais tirpiais baltymais (pvz., Fas ligandas, TNF), aktyvinanciais
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kaspazg-8 [159]. Apoptozei vykstant vidiniu aktyvacijos budu, dalyvauja
mitochondrijos [160, 161]. Atsiradus DNR pazaidy, i§ mitochondrijy j citozolj
patenka citochromas c. Padid¢jes mitochondrijos membranos laidumas ir
citochromo ¢ patekimas j citozolj skatina kaspaziy Seimos aktyvinimg [159].
Citochromas ¢ ir apoptozés proteazes aktyvinantis faktorius (Apaf-1, angl.
Apoptosis proteases activating factor) suformuoja apoptosomg — baltymy
kompleksa, aktyvinantj kaspaze-9 [162]. Apoptoze skatinan¢iy (Bax, Bak ir Bid) ir
ja slopinanc¢iy (Bcl-2 ir Bcl-x) Bcl Seimos baltymy balansas nulemia apoptozés
proceso pradzig arba sustabdyma [160]. Tyrimais nustatyta, kad placiajuosté UVA1
spinduliuoté sukelia uzdegiminiy lasteliy apoptoze tiek vidiniu, tiek iSoriniu biidu
[132]. Taigi, abiem buidais aktyvinant apoptoze¢, UVAI1 spinduliai i$ karto sukelia

uzdegiminiy lgsteliy Zitj ir tam nebereikia tam tikry apoptotiniy baltymy sintezés.

Be uzdegiminiy lgsteliy apoptozés sukélimo, UVA1 sumazina chemokiny ir
citokiny, tokiy kaip TNFa, IL-12 ICAM-1, IFNy, kiekius [163, 164]. Irodyta, kad
UVALI keicia endotelio Igsteliy reguliacijos ir transformacijos procesus, 0 tai skatina
neovaskuliarizacija, sutrikusig SS metu [151]. Be to, UVALI sukelia kolagenaziy
mRNR raiska ne tik fibroblastuose, bet ir epidermio sluoksnio keratinocituose,
melanocituose ir endotelio Igstelése [15]. Taigi UVATL spinduliuoté, veikdama SS
patogenezes grandis (pakitgs imuninis atsakas, kraujagysliy paZeidimas ir fibroze),
gali buty viena i$ neinvazinio lokalaus gydymo galimybiy [134]. Remiantis atliktais
tyrimais yra nustatyta, kad placiajuost¢ UVAT spinduliuoté sumazina sklerozinius
zidinius odoje, odos fibroze, pazeistos odos sustoréjimg, padidina odos elastinguma
ir pagerina mikrocirkuliacija pacientams, sergantiems lokalia skleroderma ar SS
[134]. Apibendrinus literatiiros apzvalgos duomenis, 5 ir 6 lentelése pateikiami
UVAL fototerapijos poveikis, gydymo kursas, pasaliniai reiSkiniai, gydant

pacientus, sergancius lokalia skleroderma ar SS.
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5 lentelé. UVAT spinduliuotés poveikis sergantiesiems lokalia skleroderma

Lit. N Suminé dozé¢ | Gydymo kursas | Klinikinis/ radiologinis | Pasalinis
atsakas poveikis
[165] |10 | 480 J/cm? 20 J/cmz2 keturis | Odos pazeidimas Nenustatytas
kartus per iSnyksta daugiau nei 80
savaite, 6 % pacienty
savaites
[166] | 17 | 600 J/cm? 20 J/cm? Teigiamas klinikinis Nenustaty-
arba arba 130 J/cm? efektas: odos tas né vienoje
3900 J/cm? keturis kartus elastingumo padidéjimas | grupéje
per savaite, 5 abiejose grupése;
savaites, véliau — | odos suplonéjimas
du kartus per jvertintas ir patvirtintas
savaite, 5 ultragarso tyrimu
savaites
[167] |20 | 600 J/cm? 20 J/cm? keturis | Odos pazeidimas Nenustatytas
kartus per iSnyksta daugiau nei 80
savaite, 6 % pacienty (18 i 20).
savaites, véliau — | Teigiamas atsakas
vieng karta per jvertintas kliniskai ir
savaite, 6 ultragarsu
savaites
[168] |7 900 J/cm? 30 J/ecm? tris Klinikinis odos buklés Galvos
kartus per pageréjimas, iSliekantis | skausmas
savaite 6-9 ménesius; keliems
vienam pacientui pacientams
nustatytas judesiy
amplitudés padidéjimas
per alkiinés sanarius
[169] | 64 | 800 J/cm? 20 J/cm? arba Odos sustandéjimo Laikina odos
arba 50 J/cm? penkis | sumazéjimas visose eritema UVB
2000 J/em?; kartus per grupése; skirtumas tarp | fototerapijos
lyginama su | savaite, 8 gavusiyjy skirtingas grupéje
siaurajuostés | savaites; UVAL1 dozes grupiy
uvB uvB nenustatytas;
fototerapija fototerapijos fototerapija vidutinémis
grupéje — 0,1— UVAI dozémis
1,5 J/cm? efektyvesné nei
gydymas UVB
[170] | 16 | 600 J/cm? 20 J/cm? arba 70 | Didelis odos fibroziniy | Nenustatytas
arba J/icm2 keturis zidiniy sumazéjimas, né  vienoje
2100 J/cm? kartus per rySkesnis taikant grupéje
savaite, 5 vidutines dozes;

savaites, véliau —
du kartus per
savaite, 5
savaites

poky¢iai jvertinti
kliniskai ir ultragarso
tyrimu
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Lit. N Suminé dozé¢ | Gydymo kursas | Klinikinis/ radiologinis | PaSalinis
atsakas poveikis
[171] |30 | 750-1250 50 J/em2 5 Sklerotiniy odos zidiniy | Nenustatytas
Jlem? kartus per skai¢iaus sumazéjimas,
savaite, 3-6 odos elastingumo
savaites padidéjimas (jvertinta
kliniskai, kutometru ir
ultragarso tyrimu)
[172] |35 |900-1350 30 J/cm? tris— Nustatytas odos Nenustatytas
Jlem? penkis kartus per | pazeidimo
savaitg, 10-15 suminkstéjimas,
savaiciy klinikinis pageréjimas
buvo 29 i 35 pacienty;
odos suplonéjimas
jvertintas ir patvirtintas
ultragarso tyrimu
[173] | 37 | Vidutinés 20 J/lcm?, 50— 26-100 % odos buklés 15% pacienty
sumingés 60J/cm? arba pageréjimas nustatytas pasireiské
dozés: 50-120 J/cm? 42,6 % pacienty, gydyty | deginimo
683,9 J/icm?, nuo dviejy iki 5 | mazomis, 72,7 % — jausmas,
1468 J/lcm?, karty per savaite¢ | vidutinémis ir 70 % — eritema,
2560 J/cm? didelémis UVA1 niezéjimas,y
dozémis pa¢ taikant
dideles dozes
[174] 54 11203,15+ 59,81 + 27,40 Klinikinis odos buklés Nenustatytas
1133,95 J/cm? | Jicm?, skirta pageréjimas nustatytas
21,10+ 13,1 79,6 % pacienty
karty
[18] 8 960 J/cm? 48 J/cm?keturis | Klinikinis odos buklés Nenustatytas
kartus per pageréjimas visiems
savaite, 5 pacientams; odos
savaites elastingumo padidéjimas
buvo jvertintas ir
patvirtintas kutometru
[20] 14 | 800 J/cm? 20 J/cm?penkis | Klinikinis odos biklés Nenustatytas
kartus per pageréjimas visiems
savaite, 8 pacientams
savaites
[175] |3 600 J/cm? 20 J/cm? keturis | Sklerotiniai odos Nenustatytas
kartus per pazeidimai iSnyksta
savaite 6 visiems pacientams;
savaites, véliau — | odos pazeidimas
vieng karta per neatsirado stebint
sa pacientus dvejus metus
vaite, 6 savaites
[176] |47 |5239% 50-60 J/icm?arba | Visiems pacientams Nenustatytas
4398 J/cm? 120 J/lcm? tris buvo bent 25 %
kartus per klinikinis odos biiklés
savaite pageréjimas
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Lit. N Suminé dozé¢ | Gydymo kursas | Klinikinis/ radiologinis | PaSalinis
atsakas poveikis
[177] |30 |200J/cm?arba | 10 J/cm? arba 20 | 18 i3 30 pacienty Nenustatytas
400 J/cm? Jlem? tris kartus | nustatytas skleroziniy
per savaitg, 6 odos pazeidimy
savaites suminkstéjimas;
klinikinio poveikio
skirtumo tarp grupiy
neaptikta
[178] |18 |1 662 Jlcm? | 31J/cm? tris 77,8 % pacienty stebétas | Vienam
(3104270 kartus per didelis, 11,1 % — pacientui
Jicm?) savaite, 8-12 vidutinis, 5,6 % — mazas | atsirado
savaiéiy odos biiklés pusleliniai
pageréjimas; 5,6 % odos bérimai
pacienty teigiamo
Klinikinio efekto nebuvo

Lit. — literattros $altinis; N — pacienty skai¢ius; UVB — ultravioletiné B spinduliuoté; UVAI —

ultravioletiné Al spinduliuoté.

6 lentelé. UVAL spinduliuotés poveikis sergantiesiems sistemine skleroze

Lit. N Suminé Gydymo kursas Klinikinis atsakas Pasalinis
dozé poveikis
[179] |8 1500 J/em? | 30 J/cm? keturis Teigiamas klinikinis Nenustatytas
kartus per savaite, 8 | atsakas:
savaites; véliau — taikant modifikuota
tris kartus per Rodnano odos
savaite, 6 savaites | pazeidimo skale,
nustatytas baly
sumazgjimas
[180] |4 510-1740 | 60 J/cm? penkis Teigiamas klinikinis Nenustatytas
Jlcm? kartus per savaite atsakas: visiems
pacientams nustatytas
odos elastingumo
padidéjimas, laisvesni
plastaky smulkiujy
sanariy judesiai
[181] | 18 | 1500 J/cm? | 30 J/cm? keturis Teigiamas klinikinis Nenustatytas

kartus per savaite, 8

savaites; véliau 3

kartus per savaite, 6

savaites

atsakas:16 1§ 18 pacienty
suminkstéjo oda,
padid¢jo plastaky
smulkiyjy sanariy
judesiy amplitudés
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Lit. Suminé Gydymo Kkursas Klinikinis atsakas Pagalinis
dozé poveikis
[19] 1680 J/cm? | 40 J/cm? tris kartus | Naudojant modifikuotg | Nenustatytas
per savaite, 14 Rodnano odos
savaiciy pazeidimo skale,
neaptikta statistiSkai
reikSmingy skirtumy
tarp gydytos ir
kontrolinés grupiy
rezultaty
[182] 529-1029 | 15 J/cm?tris kartus | Visiems pacientams Nenustatytas
Jlcm? per savaite, 1 nustatytas klinikinis
savaite; véliau 30— | pageréjimas: naudojant
40 J/cm? tris kartus | modifikuota Rodnano
per savaite odos pazeidimo skalg
baly skaicius sumazéjo
57 %
[183] 2222 Jlcm? | 50 J/cm2 du tris Mikrostomijos Nenustatytas
kartus per savaite (susiauréjusio burnos
plysio) padidéjimas
[178] 660-1695 | 30 J/cm? tris kartus | Naudojant modifikuota | Nenustatytas
Jlem? per savaite, 8-12 Rodnano odos
(vidutiné savaiciy pazeidimo skale, baly
suminé skaiCius sumazéjo 15 %,
dozé — 73 % ir 100 %
1160 J/cm?

Lit. — literataros Saltinis; N — pacienty skai¢ius; UVB — ultravioletiné B spinduliuoté; UVAL —

ultravioletiné A1 spinduliuoté

Remiantis literatliros apzvalga, tik trys i§ visy atlikty studijy yra kontrolinés.
Pacientai, sergantys sistemine skleroze, buvo gydyti vidutinémis ir didelémis
(suminés dozés iki 2 222 J/cm?) UVAL spinduliuotés dozémis. Visose pateiktose
klinikinése studijose buvo naudojamas platus UVAL1 spinduliuotés spektras, kartais
apimantis tiek regimosios Sviesos (bangos ilgis > 400 nm), tieck UVA2 spinduliuotés
sritis (bangos ilgis > 320 nm ir < 340 nm). Sio tyrimo metu buvo iskelta hipotez¢,

kad siauro spektro (365 + 5 nm) UVAL spinduliuoté yra veiksminga ir saugi

fototerapijos rusis odos fibrozei gydyti.
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2.3.5. Fototerapijos nepageidaujamos reakcijos

Pasaliniai reiSkiniai, atsirad¢ po gydymo UVAI, skirstomi j Gimius ir létinius.
|prastai jie yra gana reti, lyginant UVA1 su kitomis fototerapijos rusimis,
pavyzdziui, ultravioletiniais B spinduliais (UVB) ar psoralenu ir ultravioletiniais A
spinduliais (PUVA). Pagrindiniai UV A1 fototerapijos imis pasaliniai reiskiniai yra
odos paraudimas, niezéjimas, deginimo jausmas [134, 184]. Irodyta, kad eritema ir
odos nudegimas yra gerokai mazesni gydant UVAL nei PUVA ar taikant UVB
fototerapija [185]. Dazniausiai imiy pasaliniy reakcijy atsiranda skiriant dideliy
doziy, daugiau nei 130 J/cm? plataus spektro UVAI spinduliuote.
Hiperpigmentacija gali atsirasti po pakartotiniy fototerapijos procediiry tose paciose
odos srityse. Kai kuriais atvejais buvo nustatytas herpes infekcijos paiim¢jimas ir
polimorfiniai §viesos sukelti bérimai [186]. Létinés pasalinés reakcijos, susijusios
su UVAL fototerapijos taikymu pacientams, sergantiems sistemine skleroze ar
lokalia skleroderma, yra retos. Trijy retrospektyviy studijy duomenimis, 423
pacientams, gydytiems placiajuoste UVAT (340—400 nm), kuriems buvo skirta nuo
4 iki 116 fototerapijos procediry, létiniy pasaliniy reakcijytokiy kaip
fotokarcinogenezé, nustatyta nebuvo [173, 174, 176].

piktybinés odos ligos [185]. Iki Siol yra aprasytas vienas melanomos atvejis, gydant
mastocitoze UVA1 spinduliais, taciau reikia pazymeéti, kad Siam pacientui anksc¢iau
buvo skirta ir PUVA terapija [187]. Aprasomi du Merkelio karcinomos atvejai, kai
1Sryskejo kraujo diskrazijos pozymiai po placiajuostés UVATI fototerapijos, taciau
pacientai kartu buvo gydomi ir imunosupresantais [188]. Be to, naudotas UVA1
spinduliuotés ruozas (320—-400 nm) apéme ir UVA2 spektring sritj.

Kitaip nei UVAL fototerapija, gydymas UVB spinduliais sukelia odos senéjima,
imuninés sistemos susilpnéjima ir turi jtakos melanomos ir kity odos piktybiniy
naviky iSsivystymui [189, 190]. Plataus spektro UVB spinduliuoté yra 1000-10 000

karty karcinogeniSkesné¢ nei UVA, nors ir silpniau skverbiasi j gilivosius odos
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sluoksnius [190, 191]. Atliktoje studijoje su pelémis buvo nustatyta, kad, Kitaip nei
siaurajuosté¢ UVB ar placiajuosté UV AL, plataus spektro UVB spinduliuoté skatina
piktybiniy Igsteliy proliferacija [192].

2.3.6. Fototerapijos Saltiniai

Pagrindiniai fototerapijos Saltiniai, kurie yra naudojami klinikinéje praktikoje,
skleidzia plataus spektro UVB (290-320 nm), siaurajuost¢ UVB (311-313 nm),
placiajuost¢ UVA (320-340 nm) ar placiajuoste UVAI (340-400 nm)
spinduliuotes. Fototerapijoje naudojami plataus spektro Sviesos Saltiniai yra
fluorescencinés lempos. Taciau fototerapijos Saltinis gali biiti ir Sviesa
spinduliuojantys diodai — LED’ai (LED — angl. Light emitting diodes), kurie
skleidzia tik tam tikros bangos ilgiy srities spinduliuote. Pries kelerius metus Inada
su bendraautoriais [23] atliko tyrima, kurio metu pelés buvo apsvitintos UVALI
spinduliais, naudojant 2 skirtingus UVAI Saltinius: fluorescencing UVAI1 lempa
(spektriné srtis — 340—400 nm) arba UV A1 §viesa spinduliuojanciy diody (UVA1
LED) jrenginj (bangos ilgis — 365 nm). Autoriai palygino abiejy Saltiniy galios
sgnaudas, apSvitos intensyvumg, pastovaus intensyvumo pasiekimo trukme bei
stabilumg ir Siluminus efektus. Tyrimo rezultatai parodé¢, kad UVA1 LED jrenginys
sunaudojo tik vieng trecdalj elektros energijos, palyginti su UVAL lempa. Buvo
nustatyta, kad UVAT lempos intensyvumas pasieké pastovumo biiseng mazdaug per
minute, o UVA1 LED jrenginio pastovaus intensyvumo kilimo trukmé buvo tik
kelios sekundés, ir Sis intensyvumas iSliko stabilus vienos valandos stebéjimo
laikotarpiu. Be to, UVA1 LED 3altinis taip pat turéjo maziau Siluminiy efekty,
palyginti su jprastine UVAT1 lempa. Tad pagal visas minétas charakteristikas UVA1
LED jrenginys pasizyméjo palankesnémis fizikinémis savybémis nei UVAT lempa.
Be to, Inada su bendraautoriais ankstesniu in vivo tyrimu nustaté, kad UVAL
fototerapija, naudojant tiek fluorescencing UVA1 lempa, tick UVA1 LED jrenginj,
sékmingai sukélé Jurkat lgsteliy apoptoze ir nekroze [193]. Tad biologinis efektas

in vitro nepriklausé nuo UVAL fototerapijos Saltinio [193]. llgas veikimo laikas,
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mazas svoris ir gabaritai, Saltinio patvarumas, temperatirinis stabilumas, mazo
Silumos kiekio i$spinduliavimas ir ekonomiskumas (maitinimui reikalinga nedidelé
jtampa) yra pagrindiniai veiksniai, lemiantys LED’y pranaSumg prie§ jprastines

fluorescencines lempas.

3. METODAI
3.1. Eksperimentiniai gyviinai

Gavus Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos (VMVT) leidimus atlikti
bandymus su gyviinais (Nr. G2-15, 2 priedas ir Nr. G2-42, 3 priedas),
eksperimentams buvo pasirinktos DBA/2 linijos 6-8 savaiiy peliy patelés. Siame
tyrime DBA/2 linijjos pelés buvo pasirinktos dé¢l didelio jautrumo bleomicinu
sukeltam fibrozeés modeliui. Yamamoto su kolegomis palygino Balb/c, C3H/He,
C57BL/6J, A/J, DBA/2, B10.BR, B10.A, ir B10.D2 peliy linijy jautrumag
bleomicinu sukeliamos fibrozés iSsivystymui. Autoriai nustaté, kad ryski odos
sklerozé, kai susidaro homogeninis tarplastelinis uzpildas ir sustoréja kolageno
skaidulos, yra budinga C3H/He, DBA/2, B10.D2, ir B10.A linijos peléms po
pakartotiniy bleomicino injekcijy [119]. Be to, véliau kiti autoriai patvirtino, kad

DBA/2 linijos pelés yra ypac jautrios bleomicinu sukeliamai odos fibrozei [123].

84 peliy patelés, kuriy svoris buvo apie 20-22 g, buvo laikomos standartinémis
salygomis po $efias narvelyje (plotas ne maZziau nei 100 cm? vienai pelei). Pelés
buvo laikomos pastovios temperatiros (20 = 3 C°), drégnumo (55-60 %) ir
apsvietimo ciklo (12 val. Sviesos/12 val. tamsos) saglygomis, neribojant visavercio
peliy pasaro ir Svaraus vandens. Viso eksperimento metu gyviinai buvo laikomi
numatyta tvarka, remiantis Europos Sajungos direktyva ir kitais norminiais
bandomyjy gyviny naudojimo eksperimentams aktais (Europos Parlamento ir
Tarybos direktyva 2010/63/ES, VMVT direktoriaus jsakymas 2012-10-31 Nr. B1-
866 ,,.D¢l mokslo ir mokymo tikslais naudojamy gyviny laikymo, priezitros ir

naudojimo reikalavimy patvirtinimo*).
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3.2. Eksperimentinis peliy sisteminés sklerozés modelis

BLM - tai antibiotikas, gaunamas i§ bakterijos Streptomyces venticillus. Fibrozé
yra gerai zinomas pasalinis BLM poveikis, todél poodinis BLM yra naudojamas
eksperimentinei fibrozei sukelti gyviiny modeliuose [112]. Histologiskai matoma
pakitusi audiniy struktiira, uzdegiminiy lgsteliy infiltracija, padidéjes jungiamojo
audinio lgsteliy — fibroblasty kiekis. Tad Sis sklerodermos modelis atspindi
uzdegiminius poky¢ius, kurie vyksta esant ankstyvai SS stadijai [25]. Siame tyrime
odos fibrozé peléms buvo sukelta vietinémis BLM (bleomicino sulfatas i$
Streptomyces verticillus, vaistiné forma — milteliai; gamintojas — Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Vokietija) injekcijomis j apibrézta 1 cm? ploto nugaros
zona. I§ pradZziy nuo paZymeéto ploto buvo paSalinti plaukai, naudojant depiliacinj
kremg (Veet®, Anglija). BLM tirpintas 0,9 % natrio chlorido tirpale (NaCl) ir
injekcijoms naudotas 0,5 mg/ml koncentracijos BLM. Poodinés 100 pul BLM
injekcijos buvo leistos  penkis taskus pazymétoje nugaros srityje kas antrg dieng (5
pav.). Injekcijy kurso trukmé — 3 arba 8 savaités. Kontroliniy grupiy gyviinams

skirtos poodinés 100 pul 0,9 % NaCl injekcijos.

5 pav. Bleomicino leidimas DBA/2 linijos peléms j depiliuota odos sritj nugaroje
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3.3. Fototerapijos prietaisas

Bendradarbiaujant su Vilniaus universiteto Fizikos fakulteto Kvantinés
elektronikos katedros mokslininkais, Valstybiniame moksliniy tyrimy institute,
Inovatyvios medicinos centre, sukurtas specialiosios paskirties medicinos prietaisas
»IMC-Light*, skleidziantis siaurajuostes ultravioleting ir infraraudonaja
spinduliuotes bei kontrolines mélyna ir raudong $viesas. Sis prietaisas sukurtas
siekiant jvertinti siauro spektro UV AT ir infraraudonosios A spinduliuotés poveikj
SS serganciy pacienty odos elastingumui, mikrocirkuliacijai ir bendrai organizmo
buklei, remiantis specifiniais imunobiocheminiais, kapiliaroskopijos, lazerinés
doplerografijos ir imunohistocheminés analizés duomenimis. Siekiant §j prietaisg
naudoti pacientams, sergantiems SS, gydyti, pateiktas praneSimas-prasymas atlikti
medicinos prietaiso ,,IMC-Light* klinikinius tyrimus, remiantis teorine ir praktine
moksline medziaga (i$ viso 160 psl.). Valstybiné akreditavimo sveikatos priezitiros
veiklai tarnyba (VASPT) prie Sveikatos apsaugos ministerijos (SAM) suteiké
leidimg 2015 m. spalio 16 d. [D2-11748 - (5.19) (Nr. S8-5)]. Akreditacijos
duomenys ir leidimas jregistruoti Europos medicininiy prietaisy duomeny banke
EUDAMED; klinikinio tyrimo identifikacijos Nr. (CIV-ID): CIV-15 - 10-013898
(1 priedas). Remiantis minéta registracija, detalGis prietaiso bréziniai ir
specifikacijos apie kitas spinduliuotes, iSskyrus UVAI, Sioje disertacijoje nebus

pateikiami.

Eksperimente naudotas fototerapijos prietaisas sudarytas 1§ 20 Sviesos diody (angl.
Light emitting diode — LED), skleidzian¢iy UV A1 spinduliuote, kurios bangos ilgis
— 365 + 5 nm, o galios tankis — 21 mW/cm?. Sviesos diodai yra sumontuoti j bendra

karkasg su auSinimo sistema (6 pav.).
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6 pav. Specialiosios paskirties medicinos prietaiso ,,IMC-Light* vaizdas i§ vidinés, spinduliuote

skleidZiancios, pusés

3.3.1. UVAI spinduliuotés Saltinis

1. Prietaise naudojamy UVA1 LED specifikacijos (7 lentel¢).
7 lentelé. UVA1 LED specifikacijos

Bangos ilgis | Srové | Itampa Matmenys | Svietimo Intensyvumas
(nm) (mA) V) (mm) kampas (mW)
365+5nm | 500 38V 6,6 X 6,6 120° 330mwW

mA

2. LED jungimo schema (8 pav.):

e Saltinio jtampa — 20 V.

e LED naudojama jtampa — 3,8 V.

e LED naudojama srové — 500 mA.

e LED skaicius — 20.
e 20 (5x4)LED jungimas.

Saugiklis

o—

220V

O]

Maitinimo Saltinis

8 pav. LED sujungimo schema

L+

Jungikliai

— . HHW . WYY
| HHH L WY
I & I R & I A1 A
I * I * 1 S * 1 Pl

Sviesos diodai
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3.3.2. UVAI spinduliuotés galios tankis ir spektrinés savybés

Pries pradedant naudoti $j prietaisg eksperimente, buvo iSmatuoti pradiniai galios
tankiai ir spektrinés UVAI spinduliuotés savybés. Tyrimams naudoti prietaisai:
galios matuoklis SOLO2 (,,Gentec Electro-Optics®, Kanada), spektrofluorimetras
QE65000 (,,OceanOptics®, JAV), spektrofluorimetras AvaSpec-2048-4-RM
(,, Avantes“, Olandija). Spinduliuo¢iy galios tankiai matuoti 4 cm atstumu nuo

Sviesos diody (8 lentelg).

8 lentelé. Galios tankio matavimo rezultatai

Matavimas Pradinis Po 100 Po 200 Po 300 Po 400 Po 500 Vidurkis
val. val. val. val. val.
20,9 + 21,0+ 20,9 + 21,1+ 21,0+ 20,9 + 20,97
UVAlgalios tankis 0,3 0,2 0,2 0,3 0,1 0,2 0,08
mwW/cm? | mW/cm? | mW/cm? | mW/cm? | mW/cm? | mW/cm? | mW/cm?

ISvada. 500 valandy matuotas spinduliuotés galios tankis kito matavimo paklaidy ribose.
Nustatytas UVAL galios tankis: UVA1 — 21 mW/cm?,

Siekiant jvertinti UVAI1 spinduliuotés spektrines savybes (9 pav.), atlikti

matavimai.

30000 - Pradinis

25000

20000

15000

10000

5000 o

Fluorescencijos intensyvumas (5. v.)

Po100val.
Po200val.
Po300val.
Po400val.
Po500val

T T T T
450 500 550

Bangos ilgis (nm)

T T
350 400

9 pav. UVAI

T 1
600

Fluorescencijos intensywvumas (s. v )

0.0

—— Pradinis

—— Po100val.
—— Po200val.
—— Po300val.
——— Po400val.
—— Po500val.

T T T
350 400

T T
450

Bangos ilgis (nm)

. T .
500

T T 1
550 600

spinduliuotés spektrinés savybés. Remiantis sunormuotais spinduliuotés

fluorescencijos spektrais, nustatyta, kad, prietaisui veikiant 500 valandy, UVA1 spinduliuotés

spektrinés savybés isliko nepakitusios
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3.4. Fototerapijos kursas

Spinduliuotés dozé yra apskaic¢iuojama pagal formule:

Spinduliuotés galios tankis (W/cm?) x laikas (s) = dozé (J/cm?). Taigi, norédami
sukaupti vienos procediiros metu 40 J/cm? arba 80 J/cm? UV A1 spinduliuotés
dozes, kuriy galios tankis — 21 mW/cm?, §vitinant 4 cm atstumu, apskai¢iavome

Svitinimo trukme (9 lentelé).

9 lentelé. Svitinimo trukmé, reikalinga tam tikrai dozei sukaupti
Doze

40 J/cm? 80 J/cm?
Spinduliuoté
UVA1l 31 min. 45s| 63 min. 30 s

Pastaba. Prictaiso skleidziamos spinduliuotés testavimas buvo atliktas
Nacionalinio vézio instituto Moksliniy tyrimy centro Biomedicininés fizikos
laboratorijoje (P. Baublio g 3b., LT-08406 Vilnius). Testavimg atliko dr.
Romualdas Rudys. Naudotos nuotraukos paimtos i§ VASPVT pateikto pranesimo

apie klinikinj tyrima.

Svitinimo procediiros buvo atlickamos specialioje metalingje dézéje su atskirais

narveliais kiekvienai pelei (10 pav.).

10 pav. Specialiosios paskirties medicinos prietaisas ,,IMC-light“, uzdétas ant dézés su atskirais

narveliais, skirtos peléms apsvitinti

55



Fototerapijos kursas — 15 procediiry (3 kartai per savaitg, trukmé — 5 savaités). Kaip
minéta, vienos procediiros metu skiriama vidutiné — 40 J/cm? arba didelé — 80 J/cm?
UVAI dozé (suminés dozés — 600 J/cm? arba 1 200 J/cm?). Tokia gydymo schema
pasirinkta atsizvelgiant j sistemine skleroze serganciy pacienty tyrimy duomenis.
Remiantis literatiros apzvalga, rekomenduojama 20-50 J/cm? UVA1 doze, ji

skiriama 3—4 kartus per savait¢ (gydymo kursas — 30 procediiry) [184].

3.4.1. Fototerapijos kurso schema bleomicinu sukeltos susiformavusios
fibrozés peliu modelyje

DBA/2 linijos pelés suskirstytos 1 6 grupes (po 7 gyviinus kiekvienoje):

e [ grupé (Sveikos) — sveiky peliy grupé;

IT grupé (BLM) — pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé;
e [II grupé¢ (BLM + 1200 UVAL) — pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé
sklerozé, gydytos didelémis, 1 200 J/cm?, UVA1 dozémis;
e IV grupé (BLM + 600 UVAL) — pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé
skleroze, gydytos vidutinémis, 600 J/cm?, UVA1 dozémis;
e V grupé (sveikos + 1 200 UVAL) — sveikos pelés, gydytos didelémis, 1 200
Jicm?, UVA1 dozémis;
e VI grupé (sveikos + 600 UVAL) — sveikos pelés, gydytos vidutinémis, 600
Jlem?, UVA1 dozémis.
IL, I ir IV grupiy gyvinams sukeltas eksperimentinis sistemings sklerozés modelis,
taikant BLM injekcijas pagal aprasyta metodika. Sukélus fibrozg, I1I grupés peléms
buvo skirtas gydymas didelémis — 80 J/cm?, o IV grupés peléms — vidutinémis — 40
Jem?365 = 5 nm UVA1 dozémis tris kartus per savaite penkias savaites
(fototerapijos kurso suminés dozés — atitinkamai 1 200 J/cm? ir 600 J/cm?). I grupé
— kontroliné; Sios grupés sveikoms peléms 8 savaites buvo leidziamas 0,9 % natrio
chlorido tirpalas; II grupé — kontroliné peliy, kurioms BLM sukelta sisteminé

skleroze, grupé. Siekiant jvertinti siaurajuostés UVAT1 spinduliuotés poveikj sveikai
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odai, V ir VI grupiy sveikiems gyvinams skirtos didelés ir vidutinés UVA1 dozés
pagal apraSyta schemga. Eksperimento pabaigoje, kita dieng po paskutinés
fototerapijos procediiros, visi gyviinai buvo numarinti ir i§ paZymétos nugaros

srities paimtos biopsinés medziagos. Schema pateikiama 11 pav.

¥ 2 3 4 5 6 7 8
Laikas savaitémis I I = I = I = I I
Natrio chloridas | |
1 grupé |' """"" | ____ -} _____ | | X
Sveikos
| Bleomicinas | |
ligrupe | | | | | X
BLM
Bleomicinas Dideliy doziy UVAL1 fototerapija
.| | | | | | x
mgrupe | | | | | | | | 1
BLM+1200UVA1
Bleomicinas Vidutiniy doziy UVA1 fototerapija
. NN R IR I N 5
IV grupé | | I |
BLM+600UVA1
Natrio chloridas Dideliy doziy UVAL1 fototerapija
WY FESTRN Bo RS | | | Il 5
V grupe | | | | | |
Sveikos+1200UVA1
Natrio chloridas Vidutiniy doziy UVA1 fototerapija
e B L s S
Sveikos+600UVA1

11 pav. Fototerapijos kurso schema

3.4.2. Fototerapijos kurso schema bleomicinu sukeltos susiformavusios
fibrozés peliu modelyje, kai bleomicinas skiriamas visa eksperimento
laikotarpj

DBA/2 linijos pelés suskirstytos j 6 grupes (po 7 gyviinus kiekvienoje):
o [ grupé (Sveikos_3sav) — trijy savaiciy sveiky peliy kontroliné grupé;
e [l grupé (BLM 3sav) — trijy savai¢iy peliy, kurioms BLM sukelta sisteminé

sklerozé¢, grupé, kai bleomicinas buvo skirtas tris savaites;

o [II grupé (Sveikos_8sav) — astuoniy savaiciy sveiky peliy kontroliné grupé;
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o [V grupé (BLM 3sav+NaCl S5sav) —pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé
sklerozé, kai BLM buvo leidziamas tris savaites, paskui kitas penkias
savaites — natrio chlorido tirpalas;

e V grupé (BLM 8 sav) — aStuoniy savaiciy peliy, kurioms BLM sukelta
sisteminé sklerozé, grupé, kai bleomicinas buvo skirtas aStuonias savaites;

e VI grupé (BLM 8sav+1200UVA1) — pelés su BLM sukelta sistemine
skleroze, kurios paskutines penkias eksperimento savaites buvo gydytos
didelémis, 1 200 J/cm?, siaurajuostés UVA1 dozémis, Kartu veikiant BLM

visas aStuonias savaites.

Siekiant jvertinti fototerapijos poveiki susiformavusiai ir besiformuojanciai
fibrozei, VI grupés peléms visas aStuonias eksperimento savaites leistas BLM ir
paskutines penkias savaites kartu su BLM injekcijomis taikytas gydymas sumine 1
200 J/cm? UVA1 spinduliuotés doze (fototerapijos kursas — 3 kartai per savaite,
vienos procediiros metu skirta 80 J/cm? UVAL dozé). Tai reiskia, kad UVALI
pradéjo veikti, kai odos fibrozé jau buvo atsiradusi per pirmas tris BLM leidimo
savaites. Siekiant jvertinti susiformavusios fibrozés lygj, II  grupés
eksperimentinéms peléms 3 savaites leistas BLM, pasibaigus jo injekcijoms,
gyvinai numarinti ir, paémus odos méginiy, istirtas jos storis. Remtasi prielaida,
kad Siy gyviiny odoje vyravo tokio pat lygio fibrozé kaip ir VI grupés peliy odoje
po 3 savai¢iy BLM injekcijy, pries pradedant 5 savaiCiy trukmés gydymo
procediiras UVAL1 spinduliuote. IV grupés eksperimentinéms peléms 3 savaites
leistas BLM, o likusias 5 savaites — fiziologinis tirpalas. Jy oda vertinta dél galimos
spontaningés fibrozes regresijos ir odos fibrozés poky¢iy iki fototerapijos. V grupés
eksperimentinéms peléms BLM buvo leistas 8 savaites, siekiant jvertinti fibrozés
progresavimo lygi. I ir III grupiy peléms po oda leistas NaCl tirpalas, — Sios, sveiky
gyviny grupés, buvo kontrolinés. I ir II grupés gyviinai buvo numarinti po 3

savai¢iy, o III, IV, V ir VI grupiy — po 8 savai¢iy. Schema pateikiama 12 pav.
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. I 1 2 3 4 5 6 7 8
Laikas savaitémis
1 grupé Natrio chloridas X
Sveikos_3sav
1l grupé Bleomicinas
X
BLM_3sav | |
Il grupé Natrio chloridas
B e e o i e Lo i Eo e Ly o i e e e e e i X
Sveikos _8sav ]- 1
IV grupé Bleomicinas I Natrio chloridas
———— ] ————— ————————— . ———— - X
BLM_3sav+NaCl_5sav I I r r
V grupé I I Bleomicinas I I
X
BLM_8 sav | | | | | |
R T TN T T T T T W
Vi grupe Bleomicinas X
BLM_8sav+1200UVA1 |

12 pav. Fototerapijos kurso schema

3.5. Tyrimy schema
3.5.1. Biopsinés medziagos paruoSimas mikroskopijai

BLM sukeltos eksperimentinés peliy fibrozés modeliuose oda méginiams imama i$
pazyméto nugaros srityje ploto, i kurj buvo leidziamas BLM tirpalas. Biopsiné
medziaga buvo fiksuojama 10 % buferiniame formalino tirpale ir paskui jlieta j
parafing. Paruo$ti parafininiai 2-4 pm storio pjuviai naudoti histologinei ir

imunohistocheminei analizei.

3.5.2. Tyrimai bleomicinu sukeltos susiformavusios fibrozés modelyje

- Histologiné odos storio analize.
- Histologine putliyjy lasteliy infiltracijos analizé.
- Imunohistocheminé¢ aktyvios kaspazés-3 raiSkos analizé (apoptozes

jvertinimas).
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- Imunohistocheminé p53 ir Ki-67 baltymy raiSkos analizé (karcinogenezés

rizikos jvertinimas).

3.5.3. Tyrimai bleomicinu sukeltos susiformavusios fibrozés modelyje, kai
bleomicinas skiriamas visg eksperimento laikotarpij
- Histologiné odos storio analizé.
- Kolageng skaidan¢iy fermenty (MMP-1 ir MMP-3) imunohistocheminé
analizé.
- Kolageno I ir III tipy sankaupy imunohistocheminé analizé.
Kadangi modeliuose buvo atlikti skirtingi histologiniai ir imunohistocheminiai

tyrimai, apraSoma bendroji tyrimy atlikimo ir vertinimo metodika.

3.6. Histologiné analizé
3.6.1. Histologiné odos storio analizé

Parafininiai pjuviy méginiai odos storiui jvertinti buvo nudazyti hematoksilinu ir
eozinu (H&E) bendram morfologiniam vaizdui nustatyti, naudojant standartinj
protokolg. Pirmiausia Sie pjtviai deparafinizuoti ksilolu bei 100 %, 96 % ir 70 %
etanoliu. Deparafinizuoti méginiai buvo plauti ir 10 minuc¢iy dazyti hematoksilinu.
Nudazius hematoksilino daZzais, pjuviai buvo melsvinami 0,1 % amonio vandeniu.
Nuplovus pjiiviai vieng minutg dazyti eozinu. Dar karta nuplovus vandeniu, pjaviai
dehidruoti 70 %, 96 % ir 100 % etanoliu, 0 prie§ padengiant juos dengiamuoju
stikliuku, skaidrinti ksilolu. Méginiai nufotografuoti ,,Olympus BX51“ (Olympus
Corporation, Inc.,Tokijas, Japonija) mikroskopu su ,,Nikon DXM* 1 200 kamera
(Nikon Instruments, Inc., Niujorkas, JAV) esant 20 x didinimui. Dermos storis
iSmatuotas vertinant maksimaly atstuma tarp epidermio-dermos jungties ir dermos-
poodZio riebalinio sluoksnio keturiuose kiekvieno méginio laukuose. Kiekybiné
odos storio analiz¢ atlikta naudojant programing jrangg ,,NIS ELEMENTS software
v.BR 2.30 (Nikon instruments, Olandija). Rezultatuose pateikti matavimy vidurkis

ir standartinis nuokrypis, iSreiks§ti pm.
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3.6.2. Histologiné putliyju lasteliy infiltracijos analizé

Kad i$rySkéty putliosios lgstelés, pjaviai buvo nudazyti toluidino mélio dazu pagal
standartinj protokolg. Deparafinizuoti méginiai buvo plauti ir 3 minutes dazyti
toluidino méliu. Nuplovus distiliuotu vandeniu, pjlviai nusausinti filtriniu
popieriumi ir dehidruoti 96 % etanoliu. Dar kartg nusausinus, pjiviai skaidrinti
ksilolu ir padengti dengiamaisiais stikleliais. Putligsias lgsteles toluidino mélis
nudazo metachromatiskai violetine spalva ir fong — ortochromatiSskai mélyna
spalva. Méginiai nufotografuoti ,,Nikon ,.Eclipse TE2000“ (Nikon, Tokijas,
Japonija) mikroskopu su ,,Nikon DS-Fi2* kamera (Nikon, Tokijas, Japonija) esant
20 x didinimui. Kiekybin¢ putliyjy lasteliy analizé atlikta naudojant programing
jranga ,,NIS ELEMENTS software v.BR 2.30“ (Nikon instruments, Olandija).
Keturiuose kiekvieno méginio laukuose buvo suskaiciuotos toluidino méliu
1SrySkintos putliosios Igstelés, apskai€iuotas vidurkis. Lasteliy infiltracija iSreikSta
kaip putliyjy lasteliy skaiciaus vidurkis mikroskopo vaizdo lauke (esant 200 x

didinimui).

3.7. Aktyvios kaspazés-3, p53, Ki-67, MMP-1, MMP-3, kolageno I ir 111 tipo
imunohistocheminé analizé

3.7.1. Imunohistocheminio daZzymo atlikimo metodika

Imunohistocheminis dazymas su pirminiais antiktinais pries aktyvig kaspaze-3, p53,
Ki-67 baltymus, MMP-1, MMP-3 fermentus ir | bei 111 tipo kolagenus atliktas pagal
gamintojo nuorodas, naudojant En-Vision vizualizacijos rinkinj (DAKO,
Glostrupas, Danija). Pirminiy antikiiny specifikacijos, skiedimai, teigiamos

kontrolés meginiai pateikiami 10 lentel¢je.
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10 lentelé. Pirminiai antikiinai, skirti imunohistocheminei analizei

(PA1-85323)

Pirminis antikiinas Gamintojas Skiedi- Teigiamos kontrolés
(katalogo numeris) mas audinys
Pirminis antikiinas prie§ aktyvia Abcam 1:500 Zmogaus tonzilé
kaspaze-3 (triusio polikloninis Kembridzas,
antiklinas) Jungtiné Karalysté
(ab44976)
Pirminis antiktinas prie$ Ki-67 | Spring Bioscience, 1:200 Zmogaus tonzilé
baltyma (pelés antikiinas prie§ | Pleasentonas, JAV
zmogaus Ki-67 antigeng) (M3064)
[Antikiino klonas — Sp6]
Pirminis antikiinas pries p53 Abcam 1:200 Zmogaus kraties
baltyma (triuso polikloninis Kembridzas, adenokarcinoma
antiklinas) Jungtiné Karalysté
(ab31333)
Pirminis antikfinas prie$ Thermo Fisher 1:600 Zmogaus kraties
matrikso metaloproteinaze-1 Scientific, adenokarcinoma
(anti-MMP1, triusio polikloninis llinojus, JAV
antiktinas) (PA5-27210)
Pirminis antik@inas prie$ Abcam, 1:100 Zmogaus skrandzio
matrikso metaloproteinazg-3 Kembridzas, adenokarcinoma
(anti-MMP3, triusio Jungtiné Karalysté
monokloninis antikiinas) (ab52915)
Pirminis antik@inas pries I tipo Abcam 1:300 Zmogaus seiliy liauka
kolagena (triuso polikloninis Kembridzas,
antikiinas) Jungtiné Karalysté
(ab34710)
Pirminis antik@inas prie$ III tipo Thermo Fisher 1:400 Pelés placenta
kolagena (triuso polikloninis Scientific,
antikiinas) llinojus, JAV

Pirmiausia odos pjuiviai deparafinizuoti ksilolu bei 100 %, 96 % ir 80 % etanoliu.
Antigenams atkurti deparafinizuoti pjtaviai 20 minuciy buvo apdorojami citrato
buferyje (pH 6,0) mikrobangy krosnelé¢je (HISTOS REM®, Milestone Medical,
Miciganas, JAV) 98° C temperatiiroje, paskui auSinami iki kambario temperatiiros
ir nuplaunami fosfato buferiu (Phosphate buffered saline — PBS). Endogeninés

peroksidazés aktyvumas blokuotas preparatus inkubuojant 30 minuciy 3 %
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vandenilio peroksido tirpale (DAKO REAL En-Vision Kit peroksidazés
blokatorius). Nuplauti distiliuotu vandeniu pjiviai buvo panardinti j §vieZio buferio
vonele ir inkubuoti praskiestais pirminiais antikiinais tamsioje drégnoje kameroje
4° C temperatiroje per naktj. Véliau pjiiviai nuplauti PBS ir 30 minuciy kambario
temperatiiroje inkubuoti antriniy (peroksidaze zZyméty) antiktiny tirpale. Nuplovus
PBS, pjuviai buvo veikiami DAB (3,3-diaminobenzidino tetrahidrochloridas)
substrato-chromogeno tirpale (DAKO En-Vision Kit) 5 minutes. Naudojant DAB
substrato chromogeng, gaunamas rudai auksinés spalvos galutinis reakcijos
produktas vietoj tikslinio antigeno. Atsargiai nuplauti distiliuotu vandeniu pjiiviai
buvo nudazyti Mayer hematoksilinu, nuskaidrinti ir padengti dengiamaisiais
stikleliais, naudojant ilgalaikio saugojimo dengiamajg terpg. Imunohistocheminés
reakcijos atliktos kartu su teigiamomis audinio kontrolémis pagal protokola, o
neigiamai reagento kontrolei jvertinti vietoj tiriamo antikino buvo pasirinktas

atitinkamas kiekis PBS.

3.7.2. Imunohistocheminio daZzymo méginiy vertinimo metodika

Imunohistocheminio dazymo méginiai nufotografuoti ,,Nikon ,,Eclipse TE2000*
(Nikon, Tokijas, Japonija) mikroskopu su ,,Nikon DS-Fi2‘ kamera (Nikon, Tokijas,
Japonija). Aktyvios kaspazés-3, Ki-67 méginiai nufotografuoti esant 40 x
didinimui, p53 baltymo — esant 10 x didinimui, MMP-1, MMP-3, kolageno I ir 11

tipy — esant 40 x didinimui.

Kiekybiné p53 ir Ki-67 baltymy raiSkos analiz¢ atlikta naudojant atviro kodo
programine jranga (ImageJ® Fiji software, National Institutes of Health — NIH,
Merilendas, JAV), naudojant Immunoratio jskiepj (Copyright©; 2010-2011,
versija 1.0c, Biomedicinos technologijy institutas, Tamperés universitetas,
Suomija), kuris yra laisvai prieinamas interneto sveitainéje

http://153.1.200.58:8080/immunoratio/. Ki-67 raiska vertinta odos epidermio

sluoksnyje, p53 baltymo raiska — visuose odos sluoksniuose. Pagal spalvos
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atskyrimo metodika, nustacius spalvinius slenksCius, apskaicCiuotas santykis tarp
teigiamai nusidaziusiy Igsteliy branduoliy (rudi pikseliai, DAB dazas) ir visy
esanCiy lgsteliy branduoliy (mélyni pikseliai, hematoksilino dazas). Matavimai
atlikti kiekvieno méginio keturiuose vaizduose ir rezultatas pateiktas kaip matavimy

vidurkis, iSreikstas procentais (%).

Kiekybiné aktyvios kaspazés-3, MMP-1, MMP-3, T ir III tipy kolageno raisky
analizé atlikta naudojant atviro kodo programing jranga (ImageJ® Fiji software,
National Institutes of Health — NIH, Merilendas, JAV) [194]. Rudai nusidaziusi
citoplazma vertinama kaip aktyvios kaspazés-3, MMP-1, MMP-3, T ir III tipy
kolageno teigiama imunohistocheminé reakcija. Optinis vaizdas kompiuterinéje
programoje buvo apdorotas pagal spalvos (hematoksilino ir DAB-
diaminobenzidino)  atskyrimo  metodikg  [195].  Pasirinkus  teigiamos
imunohistocheminés reakcijos spalvinj slenkstj, buvo jvertinta aktyvios kaspazés-
3, MMP-1, MMP-3, I ir III tipy kolageno raisky procentiné dalis visame optinio
vaizdo lauko plote (pikseliy, atitinkanciy teigiamg reakcija / bendras pikseliy
skaiCius). Matavimai atlikti kiekvieno méginio keturiuose vaizduose ir kaip

rezultatas pateiktas matavimy vidurkis, iSreiksStas procentais (%).

3.8. Statistika

Rezultaty statistiné analizé buvo atlikta naudojant SPSS v. 16.0 programa.
Duomenys isreiksti kaip vidurkis + standartinis nuokrypis (SD). Tolydiesiems
kintamiesiems (odos storis, putliyjy Igsteliy infiltracija, kaspazés-3, p53 baltymo,
Ki-67 baltymo, MMP-1, MMP-3, I ir III tipy kolageno raiskos) palyginti naudotas
Mano ir Vitnio (angl. Mann-Whitney U) testas. Duomenys laikyti statistiskai

reik§mingais, kai P <0,05.
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4. REZULTATAI

4.1. Tyrimy rezultatai bleomicinu sukeltos susiformavusios fibrozés
modelyje

4.1.1. Siaurajuostés UV AL fototerapijos dideliy ir vidutiniu doziy poveikis
odos storiui

Atlikus odos histologine analiz¢ nustatyta, kad sveiky kontrolinés grupes (I) peliy
odos storis — 179,34 + 25,30 um. Po BLM injekcijy odos storis statistiSkai
reikSmingai (P < 0,05) padid¢jo iki 598,95 + 55,74 um. Taigi, kontrolin¢je grupéje
(IT) skleroderma buvo s¢kmingai sukelta. Mikroskopiskai vertinant H&E nudazytus
§i0s grupés méginius, buvo matomi kompaktisky kolageno skaiduly susikaupimas
dermoje, kraujagysliy sienelés edema, uzdegiminiy lgsteliy infiltracija, odos priedy

tankio sumazéjimas bei odos storio padidéjimas (13 A pav.).
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A seikos Sveikos+1200UVA1  Sveikos+600UVAL

13 A pav. Odos storio pokyciai. Paveiksle pateiktos kiekvienos grupés reprezentatyvios
nuotraukos; H&E dazymas; x 20 didinimas; rodyklé — atstumas tarp epidermio-dermos jungties ir
dermos-poodzio riebalinio sluoksnio. a) sveikos ir d) pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé
sklerozé — kontrolinés grupés; b) sveikos+1200UV AL — sveikos pelés, gydytos didelémis, 1 200
Jlem?, UVAL1 dozémis; ¢) sveikos+t600UVA1 — sveikos pelés, gydytos vidutinémis, 600 J/cm?,
UVAI dozémis; ) BLM+1200UVA1 — pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé, gydytos
didelémis, 1 200 J/cm?, UVAI1 dozémis; f) BLM+600UVAI — pelés, kurioms BLM sukelta
sisteminé skleroze, gydytos vidutinémis, 600 J/cm?, UVAI dozémis

Po dideliy ir vidutiniy UVAI1 doziy fototerapijos peliy, kurioms buvo sukelta
eksperimentiné skleroderma (I11 ir IV grupiy), odos storis sumazéjo atitinkamai iki
272,94 + 113,20 pum ir 393,95 + 125,87 um, palyginti su kontroline BLM (11) grupe
(P <0,05). Sveiky gyviiny, gavusiy dideles ir vidutines UVA1 spinduliuotés dozes,
odos storis nesiskyré (P > 0,05) nuo I grupés peliy, kurios nebuvo S$vitintos
(atitinkamai V gr. — 208,71 + 48,99 um; VI gr. — 175,51 £ 32,83 um ir I gr. — 179,34
+ 25,30 um) (13 B pav.).
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B 700+

Qdos storis (um)

13 B pav. Eksperimento grupiy gyviny odos storio poky¢iai. Kiekvienos gyviiny grupés duomenys
pateikiami kaip odos storio (wm) vidurkiai + standartinis nuokrypis (I). Vertinti kiekvieno méginio
4 pjuviai, skai¢iuotas méginio visy pjaviy odos storio vidurkis. BLM — bleomicinas; UVAL —
ultravioletiné A1 spinduliuoté; sveikos pelés ir pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé —
kontrolinés grupés; BLM+1200UVAT1 — pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé, gydytos
didelémis, 1 200 J/cm?, UVA1 dozémis; BLM+600UVAL — pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé
skleroze, gydytos vidutinémis, 600 J/cm?, UVA1 dozémis; sveikos+1200UVAI — sveikos pelés,
gydytos didelémis, 1 200 J/cm?, UVA1 dozémis; sveikos+600UVA1 — sveikos pelés, gydytos

vidutinémis, 600 J/cm?, UVA1 dozémis. * — skirtumai statisti§kai reik§mingi, kai P < 0,05

IS histologinés analizés matyti, kad skleroderminés odos storis sumazéjo 54 % peliu,

kurioms buvo skirtas 1 200 J/cm?, ir 34 % — kurioms buvo atliktas 600 J/cm? UVAL

doziy fototerapijos kursas, palyginti su negydyta kontroline peliy grupe.

4.1.2. Siaurajuostés UV AL fototerapijos dideliy ir vidutiniy doziu poveikis
putliyju Iasteliy infiltracijai

Toluidino mélio dazas iSrySkino putligsias Igsteles, kurios buvo nusidaziusios
violetine / tamsiai purpurine spalva. Putliyjy lasteliy infiltracija atspindi Siy Igsteliy

skai¢iy mikroskopo vaizdo lauke. Peliy, kurioms BLM sukelta skleroderma, odoje
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putliyjy lasteliy infiltracija buvo padidéjusi, palyginti su sveiky peliy grupe
(atitinkamai 23,29 = 3,09 ir 6,71 + 1,98; P < 0,05). Tai rodo, kad BLM injekcijos
reiSmingai padidino uzdegiminiy Igsteliy sankaupas. Putliyjy lasteliy infiltracija ir
juy degranuliacija buvo matomos apie kraujagysles ir prakaito liauky latakus (14 A
pav.).

A Sveikos Sveikos+1200UVA1 Sveikos+600UVA1
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14 A pav. Putliyjy lasteliy infiltracija. Paveiksle pateiktos kiekvienos grupés reprezentatyvios
nuotraukos; toluidino mélio dazymas; x 20 didinimas. a) sveikos ir d) pelés, kurioms BLM sukelta
sisteminé sklerozé — kontrolinés grupés; b) sveikos+1200UVAIl — sveikos pelés, gydytos
dideléemis, 1 200 J/cm? UVAI1 dozémis; c) sveikost600UVA1 — sveikos pelés, gydytos
vidutinémis, 600 J/cm?, UVA1 dozémis; e) BLM+1200UVA1 — pelés, kurioms BLM sukelta
sisteminé skleroze, gydytos didelémis, 1 200 J/cm?, UVA1 dozémis; f) BLM+600UVA1 — pelés,

kurioms BLM sukelta sisteminé skleroze, gydytos vidutinémis, 600 J/cm?, UVAI1 dozémis

Peliy, kurioms BLM sukelta skleroderma ir kurioms taikyta UVAL fototerapija
didelémis ir vidutinémis dozémis, grupése (III ir IV) putliyjy lasteliy kiekis
sumaz¢jo iki atitinkamai 10,71 £ 1,80 ir 12,57 + 2,23, palyginti su kontroline BLM
grupe (II). Putliyjy lasteliy infiltracija tarp sveiky ir sveiky peliy, gavusiy UVALI
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spinduliuote didelémis ir vidutinémis dozémis, grupiy (atitinkamai I gr. — 6,71 +

1,98; Vir VI gr. — 5,86 + 1,07 ir 6,57 + 1,13,) nesiskyré (14 B pav.).

B 30 .

Putliyjy lasteliy skaicius mikroskopo vaizdo lauke

14 Bpav. Putliyjy Iasteliy infiltracija. Kiekvienos gyviiny grupés duomenys pateikiami kaip
putliyjy lasteliy skaiciaus vidurkiai + standartinis nuokrypis (I). Vertinti kiekvienio méginio 4
pjuviai, skaiCiuotas méginio visy pjuviy lasteliy skaiciaus vidurkis mikroskopo vaizdo lauke
(didinimas x 200). BLM — bleomicinas; UVAL — ultravioletiné Al spinduliuoté; sveikos pelés ir
pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé — kontrolinés grupés; BLM+1200UVAL — pelés,
kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé, gydytos didelémis, 1 200 J/cm?UVAl dozémis;
BLM+600UVAL — pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé, gydytos vidutinémis, 600
Jiem?, UVA1 dozémis; sveikos+1200UVAI1 — sveikos pelés, gydytos didelémis, 1 200 J/cm?,
UVAI1 dozémis; sveikost600UVA1 — sveikos pelés, gydytos vidutinémis, 600 J/cm?, UVAL

dozémis. * — skirtumai statistiskai reikSmingi, kai P <0,05

I$ atliktos histologinés analizés matyti, kad siaurajuost¢ UVAL1 didelémis ir

vidutinémis dozémis sumazino putliyjy lasteliy infiltracija skleroderminéije, bet ne

sveikoje peliy odoje.
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4.1.3. Siaurajuostés UVAI fototerapijos dideliy ir vidutiniy doziy poveikis
apoptozei

Apoptozés proceso reguliavimo sutrikimas — viena 1§ sisteminés sklerozes
patogenezés grandziy. Apoptozéje dalyvauja fermentai, priklausantys peptidaziy
Seimai. Kaspazés — tai peptidazés, kuriy aktyviajame centre yra aminoriigStis
cisteinas ir kurios skelia asparto rtgsties karboksilinés grupés sudaroma peptidinj
ry$] (angl. Caspase-cysteinic aspartate specific peptidase) [154, 155]. Kaspazé-3
yra pagrindiné ir dominuojanti vykdomoji peptidazé, kuri gali buti aktyvinama tiek
iSoriniu, tiek vidiniu apoptozés reguliavimo budu [157, 158]. Siekiant jvertinti
siaurajuostés UVA1 poveiki lasteliy zuciai (apoptozei), buvo atliktas
imunohistocheminis dazymas su pirminiais antikiinais prie$ aktyvig kaspazg-3.
Rudai nusidaZiusi citoplazma dermos sluoksniuose vertinta kaip teigiama

imunohistocheminé aktyvios kaspazés-3 reakcija (15 A pav.).
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15 A pav. Aktyvios kaspazés-3 imunohistocheminé analizé; pateiktos kiekvienos grupés
reprezentatyvios nuotraukos; didinimas x 20; BLM — bleomicinas; UVAL — ultravioletiné Al
spinduliuoté; a) sveikos pelés ir d) pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé — kontrolinés
grupés; b) sveikos+1200UVA1 — sveikos pelés, gydytos didelémis, 1 200 J/cm?, UVA1 dozémis;
c) sveikos+600UVAL — sveikos pelés, gydytos vidutinémis, 600 J/cm?, UVAI dozémis; e)
BLM+1200UVAL — pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé, gydytos didelémis, 1 200
Jicm?, UVALI dozémis; f) BLM+600UVAI1 — pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé skleroze,
gydytos vidutinémis, 600 J/cm?, UVA1 dozémis

Gauti rezultatai parodé, kad sveiky peliy dermos sluoksnyje aktyvios kaspazés-3
raiSka buvo 4,26 = 1,45 %. Sveiky peliy, Svitinty didelémis ar vidutinémis UVA1
spinduliuotés dozémis, aktyvios kaspazés-3 ekspresija odoje iSliko panaSi —
atitinkamai 3,99 = 1,21 % ir 4,17 1,18 % (V ir VI grupés). BLM sukeltame
sistemings sklerozés modelyje (II grupé) aktyvios kaspazés-3 raiska odoje padidéjo
iki 9,87 £ 1,57 % ir statistiSkai reikSmingai skyrési (P < 0,05) nuo sveiky gyviiny
(I) grupés. Po UVAI1 fototerapijos kurso, sukaupus 1 200 J/cm? ir 600 J/cm?
spinduliuotés dozes, peliy su SS dermoje nustatyta gerokai padidéjusi (P < 0,05)
aktyvios kaspazés-3 raiska (atitinkamai 17,24 + 3,30 % ir 17,10 £ 4,43 %), palyginti
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su kontroline (9,87 + 1,57 %) BLM (II) grupe. Imunohistocheminés analizés
rezultatai apibendrinti 15 B pav.
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15 B pav. Aktyvios kaspazés-3 raiska eksperimento grupése; kiekvienos gyviiny grupés duomenys
pateikiami kaip aktyvios kaspazés-3 raiskos (%) vidurkiai + standartinis nuokrypis (I). Vertinti
kiekvienio méginio 4 pjiiviai, skai¢iuotas méginio visy pjiiviy aktyvios kaspazés-3 raiskos vidurkis
(didinimas x 20). BLM — bleomicinas; UVAL — ultravioletiné A1 spinduliuoté; sveikos pelés ir
pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé — kontrolinés grupés; BLM+1200UV AT — pelés,
kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé, gydytos didelémis, 1 200 J/cm?, UVAI dozémis;
BLM+600UVAL — pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé, gydytos vidutinémis, 600
Jiem?, UVA1 dozémis; sveikos+1200UVAI1 — sveikos pelés, gydytos didelémis, 1 200 J/cm?,
UVAI1 dozémis; sveikost600UVA1 — sveikos pelés, gydytos vidutinémis, 600 J/cm?, UVAL

dozémis. * — skirtumai statistiskai reikSmingi, kai P < 0,05

Jvertinus atliktos imunohistocheminés analizés duomenis su pirminiais antikiinais

prieS aktyvia kaspaze-3 galima teigti, kad dideliy ir vidutiniy doziy siaurajuosté

UVAI1 fototerapija padidéjusia aktyvios kaspazés-3 raiSka sukélé skleroderminéje

peliy odoje, 0 sveikoje — ne. Tad siaurajuosté UV A1 spinduliuoté sukélé apoptoze

oyviiny, Kuriems bleomicinu sukelta fibroze, odoje.
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4.1.4. Siaurajuostés UVAI1 fototerapijos dideliy ir vidutiniy doziy poveikis
karcinogenezei

4.1.4.1. pS3 imunohistocheminés raiskos analizés rezultatai

TP53, arba naviko supresoriaus, geno mutacija sukelia p53 baltymo struktiros
pasikeitimg ir lemia padidéjusj jo kiekj lagstelés branduolyje [196]. Padidéjusi p53
baltymo raiSka yra susijusi su sutrikusiais lgstelés proliferacijos ir apoptozés
reguliavimo mechanizmais bei padidéjusia vézinio proceso rizika [196]. Siekiant
jvertinti karcinogenezés rizika, darbe atlikta imunohistocheminé analizé naudojant
pirminj antikiing prie$ p53 baltymg. Rudai nusidazes lastelés branduolys buvo
vertinamas kaip teigiama imunohistocheminé reakcija. Procentinis p53 baltyma
turinciy lasteliy kiekis buvo apskaiciuotas naudojantis atviro kodo programa, kaip

apraSyta metody skiltyje (16 A pav.).
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A Sveikos Sveikos+1200UVA1 Sveikos+600UVA1

16 A pav. p53 baltymo imunohistocheminé analiz¢; pateiktos kiekvienos grupés reprezentatyvios
nuotraukos; rudai nusidazgs lastelés branduolys vertintas kaip teigiama imunohistocheminé
reakcija; didinimas x 10; BLM — bleomicinas; UVAL — ultravioletiné A1 spinduliuoté; a) sveikos
pelés ir d) pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé — kontrolinés grupés; b)
sveikos+1200UVAL — sveikos pelés, gydytos didelémis, 1 200 J/cm? UVAIl dozémis; c)
sveikos+600UVAL — sveikos pelés, gydytos vidutinémis, 600 Jicm?, UVAL dozémis; e)
BLM+1200UVAL — pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé skleroze, gydytos didelémis, 1 200
Jiem?, UVAL dozémis; f) BLM+600UVA1 — pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé skleroze,
gydytos vidutinémis, 600 J/cm?, UVA1 dozémis

Peliy, kurioms BLM buvo sukelta skleroderma, grupéje (II gr.) nustatyta smarkiai
padidéjusi p53 baltymo ekspresija, palyginti su kontroline (I gr.) sveiky peliy grupe
(atitinkamai 26,69 £ 6,03 % ir 4,57 = 3,26 %; P < 0,05). Peliy, kurioms sukelta
skleroderma, grupése po siaurajuostés UVAT1 fototerapijos didelémis ir vidutinémis
dozémis p53 teigiamy lgsteliy kiekis odoje buvo atitinkamai 28,25 + 6,16 % ir 27,02
+ 5,57 %. Taigi, sukaupus 1 200 J/cm? ir 600 J/cm? UV A1 spinduliuotés dozes, $io
baltymo raiSka (III ir IV gr.) buvo panasi kaip ir negydyty peliy, kurioms buvo
sukelta skleroderma, grupéje (II gr.). Sveiky peliy, gavusiy dideles ir vidutines
UVALI spinduliuotés dozes (V ir VI gr.), p53 raiSka odoje buvo atitinkamai 5,73 +
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3,40 % ir 5,43 + 1,86 %, o tai reikSmingai nesiskyré nuo sveiky gyviny kontrolinés
grupés (I gr.; 4,57 + 3,26 %). Taigi, 365 + 5 nm UVAI fototerapija didelémis ir
vidutinémis spinduliuotés dozémis nesukelia padidéjusios p53 raiSkos nei sveikoje,
nei skleroderminéje odoje. Imunohistocheminés analizés rezultatai apibendrinti

paveiksle 16 B pav.

oo}
]

w
wm
1

¢

[~
w
I

8
:

-
w
1

>
o
1

o
1

p53 teigiamos lgstelés/bendras lasteliy skaicius (%)

04

16 B pav. p53 baltymo raiska eksperimento grupése; apskaiCiuotas santykis tarp teigiamai
nusidaziusiy lgsteliy branduoliy ir visy esanciy lasteliy branduoliy. Matavimai atlikti kiekvieno
méginio keturiuose vaizduose ir rezultatas pateiktas kaip matavimy vidurkis, iSreikstas procentais
(%) = standartinis nuokrypis (I). BLM — bleomicinas; UVAL — ultravioletiné Al spinduliuoté;
sveikos pelés ir pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé — kontrolinés grupés;
BLM+1200UVAL — pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé, gydytos didelémis, 1 200
Jiem?, UVAL dozémis; BLM+600UVA1 — pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozeé,
gydytos vidutinémis, 600 J/cm?, UVA1 dozémis; sveikos+1200UVA1 — sveikos pelés, gydytos
didelémis, 1 200 J/cm?, UVA1 dozémis; sveikos+600UVA1 — sveikos pelés, gydytos vidutinémis,
600 J/cm?, UVAL1 dozémis. * — skirtumai statistiSkai reik§mingi, kai P < 0,05
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IS atliktos imunohistocheminés analizés matvti, kad dideliy ir vidutiniy doziy

siaurajuosté UV A1 nesukelia reik§mingai padidéjusios p53 raiSkos nei sveikoje, nei

peliy, kurioms bleomicinu sukelta skleroderma, odoje, palyginti su ne$vitintomis

oyviuny grupémis. Siaurajuostés UV A1 fototerapijos karcinogenezés rizika yra

minimali.

4.1.4.2. Ki-67 imunohistocheminés raiSkos analizés rezultatai

Ki-67 antigenas — tai didelés molekulinés masés baltymas ir Igsteliy proliferacijos
zymuo. Padidéjusi Ki-67 raiSka yra susijusi su pakitusia Igsteliy diferenciacija ir
rySkia proliferacija, 0 tai lemia véZinio proceso atsiradimg [197, 198]. Siekdami
jvertinti  UVA1 spindulivotés karcinogenezés rizika, atlikome ir Ki-67
imunohistocheming analize. Keratinocity branduoliai, nusidaze ruda spalva, vertinti
kaip teigiama Ki-67 imunohistocheminé reakcija. Procentinis Ki-67 baltyma

turin¢iy branduoliy kiekis jvertintas naudojantis atviro kodo programa (17 A pav.).
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17 A pav. Ki-67 baltymo imunohistocheminé analiz¢; pateiktos kiekvienos grupés reprezentatyvios
nuotraukos; rudai nusidazgs branduolys epidermio sluoksnyje vertintas Kaip teigiama
imunohistocheminé reakcija; didinimas x 20; BLM — bleomicinas; UVAL — ultravioletiné Al
spinduliuoté; a) sveikos pelés ir d) pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé — kontrolinés
grupés; b) sveikos+1200UVA1 — sveikos pelés, gydytos didelémis, 1 200 J/cm?, UVA1 dozémis;
c) sveikos+600UVAL — sveikos pelés, gydytos vidutinémis, 600 J/cm?, UVAI dozémis; e)
BLM+1200UVAL — pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé skleroze, gydytos didelémis, 1 200
Jiem?, UVAL dozémis; f) BLM+600UVA1 — pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé skleroze,
gydytos vidutinémis, 600 J/cm?, UVA1 dozémis

Nustatyta, kad sveiky peliy (I gr.) epidermio sluoksnyje 50,43 + 2,64 % keratinocity
branduoliy turéjo Ki-67 baltymo raiska. Po BLM injekcijy (IT gr.) Ki-67 raiska
virSutiniame odos sluoksnyje sumazéjo iki 36,14 + 3,02 % (P < 0,05). Tai rodo, kad
BLM sumazino keratinocity proliferacijg. Peliy, kurioms buvo sukelta skleroderma,
gydyty didelémis ir vidutinémis UVAT1 spinduliuotés dozémis, grupése (III ir IV
gr.) Ki-67 baltymo raiska isliko panasi (atitinkamai 35,43 = 3,26 % ir 37,29 + 2,81
%), palyginti su kontroline eksperimentinés sklerodermos grupe (II gr.; 36,14 + 3,02

%). Sveiky peliy, gydyty suminémis 1 200 J/cm? ir 600 J/cm? spinduliuotés dozémis
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(Vir VI gr.), baltymo Ki-67 raiska epidermyje (atitinkamai 50,14 + 1,95 % ir 49,43
+ 1,40 %) nesiskyré nuo sveiky gyviiny grupés (I gr. — 50,43 £ 2,64%). Taigi, UVA1
fototerapija didelémis ir vidutinémis dozémis nesukelia padidéjusios Ki-67 baltymo
raiSkos nei sveikoje, nei skleroderminéje odoje. Imunohistocheminés analizés

rezultatai apibendrinti 17 B pav.
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17 B pav. Ki-67 baltymo raiska eksperimento grupése; apskaiCiuotas santykis tarp teigiamai
nusidaziusiy lasteliy branduoliy ir visy esanciy lasteliy branduoliy (didinimas x 20). Matavimai
atlikti kiekvieno méginio keturiuose vaizduose ir rezultatas pateiktas matavimy vidurkiu, iSreikStu
procentais (%) + standartinis nuokrypis (I). BLM — bleomicinas; UVAL — ultravioletiné Al
spinduliuoté; sveikos pelés ir pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé — kontrolinés grupés;
BLM+1200UVAL — pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé, gydytos didelémis, 1 200
Jiem?, UVAL dozémis; BLM+600UVA1 — pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé skleroze,
gydytos vidutinémis, 600 J/cm?, UVAI1 dozémis; sveikos+1200UVAI1 — sveikos pelés, gydytos
didelémis, 1 200 J/cm2, UVAT1 dozémis; sveikos+600UV A1 — sveikos pelés, gydytos vidutinémis,
600 J/cm?, UVAL1 dozémis. * — skirtumai statistiSkai reik§mingi, kai P < 0,05
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IS atliktos imunohistocheminés analizés matvti, kad dideliy ir vidutiniy doziy

siaurajuosté UV A1 nesukelia reikSmingai padidéjusios Ki-67 raiSkos nei sveikoie,

nei peliy, kurioms bleomicinu sukelta skleroderma, odoje, palyginti su

nesvitintomis gyviny grupémis. Siaurajuostés UV A1 fototerapijos karcinogenezés

rizika yra minimali.

4.2. Tyrimy rezultatai bleomicinu sukeltos susiformavusios fibrozés
modelyje, kai bleomicinas skiriamas visa eksperimento laikotarpi

4.2.1. Siaurajuostés UVAI1 fototerapijos dideliy doziy poveikis odos storiui

Siekiant jvertinti UVA1 spinduliuotés poveikj susiformavusiai fibrozei, peléms,
kurioms BLM sukelta skleroderma, fototerapija pradéta toliau te¢siant BLM
injekcijas (VI gr.). Pirmiausia buvo palygintas odos storis tarp kontroliniy sveiky
peliy grupiy (I ir III gr.) ir peliy, kurioms BLM injekcijomis sukelta skleroderma,
grupiy (ITir V gr.). Pragjus 3 ir 8 savaitéms po BLM injekcijy, odos storis statistiSkai
reikSmingai padidéjo iki 433,69 + 54,37 um (Il gr.) ir 497,43 = 57,83 um (V gr.),
palyginti su odos storiu peliy, kurioms 3 ir 8 savaites skirtas NaCl tirpalas
(kontrolinés grupés: I gr. — 166,04 + 25,29 pum; Il gr. — 178,18 + 42,35 pym; P =
0,002). Praéjus trims savaitéms po BLM ir 5 savaitéms po NaCl tirpalo injekcijy,
IV grupés peléms nenustatyta spontaninés fibrozés regresija, nes jy odos storis
nesiskyré nuo II grupés peliy odos storio (atitinkamai 443,87 + 41,77 um ir 433,69
+ 54,38 um). Peliy, kurioms 8 savaites buvo skirtos BLM injekcijos, o paskutines
5 eksperimento savaites gydymas sumine 1 200 J/cm? UVA1 spinduliuotés doze
(VI gr.), odos storis statistiSkai reikSmingai sumazéjo, palyginti su V grupés
pelémis, kurioms 8 savaites buvo skirtos tik BLM injekcijos (atitinkamai 253,96 +
31,83 um ir 497,43 £ 57,83 um, P = 0.002). Be to, UVA1 fototerapija didelémis
dozémis ryskiau sumazino odos storj, nei aptikti jos fibroziniai pokyciai, buve po

trijy savaiciy bleomicino skyrimo iki gydymo pradzios (atitinkamai VI gr. — 253,96
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+ 31,83 umiir Il gr. — 433,69 + 54,38 um, 1V gr — 443,87 + 41,77 um; P = 0,002).
Taigi suminé 1 200 J/cm? UVAL spinduliuotés dozé ne tik sustabdo fibrozés
progresavima, bet ir sukelia jau buvusiy fibroziniy pokyc¢iy regresija. Rezultatai
apibendrinti 18 pav.
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18 pav. A dalis: eksperimento grupiy gyviiny odos storio pokyciai. Paveiksle pateiktos kiekvienos
grupés reprezentatyvios nuotraukos; H&E dazymas; x 20 didinimas; rodyklé — atstumas tarp
epidermio-dermos jungties ir dermos-poodzio riebalinio sluoksnio. B dalis: kiekvienos gyviny
grupés duomenys pateikiami kaip odos storio (um) vidurkiai + standartinis nuokrypis (I). Vertinti
kiekvienio meéginio 4 pjuviai, skai¢iuotas méginio visy pjuviy odos storio vidurkis. BLM —
bleomicinas; UVAL — ultravioletiné A1 spinduliuoté; sav — savaité; NaCl — natrio chlorido tirpalas;
sveikos_3sav ir sveikos_8 sav — trijy ir aStuoniy savaifiy sveiky peliy kontrolinés grupés;
BLM_3sav ir BLM_8 sav —pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé ir kurioms bleomicinas
buvo skirtas 3 arba 8 savaites — kontrolinés grupés; BLM_3sav+NaCl 5sav — pelés, kurioms BLM
sukelta sisteminé sklerozé ir kurioms BLM buvo leidziamas 3 savaites, paskui kitas penkias
savaites — natrio chlorido tirpalas; BLM_8sav+1200UVA1l — pelés, kurioms BLM sukelta
sisteminé sklerozé ir kurios paskutines penkias eksperimento savaites buvo gydytos didelémis
siaurajuostés UVA1 dozémis kartu veikiant BLM visas aStuonias savaites. * — skirtumai statistiskai

reik§mingi, kai P < 0,05

I$ atliktos histologinés analizés matyti, kad peliy, kurios buvo gydytos dideliy doziy

UVAI1 fototerapija paskutines penkias eksperimento savaites ir kartu veiktos

bleomicinu visas atuonias savaites, odos storis sumazéjo 49 % ir 43 %, palyginti

su odos storiu peliy, veikty tik bleomicinu atitinkamai aStuonias ir tris savaites.
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Suminé 1 200 J/cm? UVAI1 spinduliuotés dozé ne tik sustabdo fibrozés

progresavima, bet ir sukelia jau buvusiy fibroziniy poky¢iy regresija.

Siekiant jvertinti 365 + 5 nm UVA1 spinduliuotés poveikj kolageno metabolizmui
jau susiformavusios fibrozés modelyje, atlikta imunohistocheminé analizé su
pirminiais antiktinais prie$ I ir III tipo kolagenus bei juos skaidancius fermentus

MMP-1 ir MMP-3.

4.2.2. Siaurajuostés UVALI fototerapijos dideliy doziy poveikis MMP-1 ir
MMP-3 raiskoms

4.2.2.1. MMP-1 imunohistocheminés raisSkos analizés rezultatai

Praéjus 3 ir 8 savaitéms po BLM injekcijy, skleroderminéje peliy odoje nustatyta
sumazéjusi MMP-1 raiska (II gr. — 4,11 £ 1,28 %; V gr. — 2,66 + 0,59 %), palyginti
su sveiky peliy grupémis (I gr. — 5,50 + 0,91 %; Il gr. — 4,84 £ 0,88 %; P < 0,05 ir
P = 0,002, atitinkamai). MMP-1 fermento raiska po gydymo didelémis 365 + 5 nm
UVALI spinduliuotés dozémis kartu skiriant BLM injekcijas 8 savaites, buvo
reikSmingai didesné (VI gr. — 15,31 + 2,37 %), palyginti su peliy, gavusiy BLM
injekcijas tik 3 savaites arba visas 8 savaites, grupémis (atitinkamai 1V gr. — 4,40
1,26 %; V gr. — 2,66 £ 0,59 %; P = 0,002). Imunohistocheminés analizés vaizdai ir

rezultatai apibendrinti 19 pav.
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19 pav. A dalis: MMP-1 imunohistocheminé analiz¢; paveiksle pateiktos gydomosios ir kontroliniy
peliy grupiy reprezentatyvios nuotraukos; rudai nusidaziusi citoplazma vertinama kaip teigiama
imunohistocheminé reakcija; didinimas x 40; B dalis: kiekvienos gyviiny grupés duomenys
pateikiami kaip MMP-1 raiskos (%) vidurkiai + standartinis nuokrypis (I). Vertinti kiekvieno
méginio 4 pjuviai, skaiiuotas méginio visy pjtiviy MMP-1 raiskos vidurkis. BLM — bleomicinas;
UVAL —ultravioletiné A1 spinduliuoté; sav — savaité; NaCl — natrio chlorido tirpalas; sveikos_3sav
ir sveikos_8 sav — trijy ir aStuoniy savaiciy sveiky peliy kontrolinés grupés; BLM 3sav ir BLM 8
sav — pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé ir kurioms bleomicinas buvo skirtas 3 arba 8
savaites — kontrolinés grupés; BLM 3sav+NaCl Ssav — pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé
skleroze, ir kurioms BLM buvo leidziamas 3 savaites, paskui Kitas penkias savaites — natrio
chlorido tirpalas; BLM_8sav+1200UVAL — pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé ir
kurios paskutines penkias eksperimento savaites buvo gydytos didelémis siaurajuostés UVALI
dozémis kartu veikiant BLM visas aStuonias savaites. * — skirtumai statistiskai reik§mingi, kai P <
0,05

4.2.2.2. MMP-3 imunohistocheminés raiSkos analizés rezultatai

Peliy, kurioms BLM sukelta skleroderma, odoje nustatyta sumazé&jusi MMP-3
raiSka (II gr. — 4,15 + 1,52 %; V gr. — 4,55 + 1,85 %) pra¢jus 3 ir 8 savaitéms po
BLM injekcijy, palyginti su sveiky peliy grupémis (I gr. — 7,08 £ 1,92 %; 11l gr. —
6,47 + 1,27 %; abiem atvejais P < 0,05). Statistiskai reikSmingai didesné MMP-3
fermento rai$ka (23,58 + 3,04 %) buvo nustatyta po gydymo sumine 1 200 J/cm?
UVALI spinduliuotés doze nepaisant pailginto BLM skyrimo (VI gr.), palyginti su

82



peliy, gavusiy BLM injekcijas tik 3 savaites arba visas 8 savaites, grupémis (IV gr.
—5,42 + 1,34 %; V gr. — 4,55 + 1,85 %; P = 0,002). Imunohistocheminés analizés

vaizdai ir rezultatai apibendrinti 20 pav.

A Sveikos 8sav BLM 3sav+NaCl SsavB 30- ¥
' , = = .
X : 25 ]

N
o
1

i oy
Py It-{. 0#"";.

MMP-3 raigka (%)

SHR Y | |
10
BLM_8sav LM_8sav+1200UVAL ] = o |
R ! ~ 5 I T
®, f i
g 0-H— ; T
3 3 2 2 Y N
e e e 2 4 QF
06(/5 @? 0@? 0\? @3’ QQ\)
é§. ol qe’* Xe’b ? "0
% @ (b,;z?\ %47?‘
Q)&/ 0\/@/

20 pav. A dalis: MMP-3 imunohistocheminé analiz¢; paveiksle pateiktos gydomosios ir kontroliniy
peliy grupiy reprezentatyvios nuotraukos; rudai nusidaziusi citoplazma vertinama kaip teigiama
imunohistochemin¢é reakcija; didinimas x 40; B dalis: kiekvienos gyviiny grupés duomenys
pateikiami kaip MMP-3 raiskos (%) vidurkiai + standartinis nuokrypis (I). Vertinti kiekvieno
méginio 4 pjuviai, skaiiuotas méginio visy pjtiviy MMP-3 raiskos vidurkis. BLM — bleomicinas;
UVAL —ultravioletiné A1 spinduliuoté; sav —savaité; NaCl — natrio chlorido tirpalas; sveikos_3sav
ir sveikos_8 sav — trijy ir aStuoniy savaiciy sveiky peliy kontrolinés grupés; BLM 3sav ir BLM 8
sav — pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé ir kurioms bleomicinas buvo skirtas 3 arba 8
savaites — kontrolinés grupés; BLM 3sav+NaCl 5sav — pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé
sklerozé ir kurioms BLM buvo leidZiamas 3 savaites, paskui kitas penkias savaites — natrio chlorido
tirpalas; BLM_8sav+1200UVAL — pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé ir kurios
paskutines penkias eksperimento savaites buvo gydytos didelémis siaurajuostés UVA1 dozémis

kartu veikiant BLM visas aStuonias savaites. * — skirtumai statisti$kai reikSmingi, kai P < 0,05

Ivertinus imunohistocheminés analizés su pirminiais antikiinais prie§ MMP-1 ir

MMP-3 duomenis matyti, kad peliu, gydyty didelémis UV A1 fototerapijos dozémis

(suminé 1 200 J/cm?) paskutines penkias eksperimento savaites ir kartu tesiant

bleomicino injekcijas viso eksperimento metu, MMP-1 kiekis odoje padidéjo 5.8
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karto, 0 MMP-3 kiekis — 5,2 karto, palyginti su pelémis, veiktomis tik bleomicinu

visas aStuonias savaites.

4.2.3. Siaurajuostés UV AL fototerapijos dideliy doziy poveikis kolageno I ir
I1I tipy raiSkoms

4.2.3.1. I tipo kolageno imunohistocheminés raiSkos analizés rezultatai

Peléms, kurioms BLM sukelta skleroderma, odoje nustatytas statistiSkai
reikSmingai padidéjes (P < 0,05) I tipo kolageno kiekis (IT gr. — 69,26 = 5,68%, V
gr. — 72,33 + 3,48 %), palyginti su sveiky peliy grupémis (I gr. — 50,57 £ 6,51 %j;
11 gr.—51,24 + 7,91 %). VI grupés peliy odoje, nepaisant pailgintos BLM skyrimo
trukmés, po gydymo didelémis UVA1 dozémis aptiktas statistiskai reikSmingai
mazesnis | tipo kolageno kiekis (59,65 £ 5,33 %), palyginti su kontrolinémis
negydyty peliy grupémis, kurioms BLM buvo skirtas 3 arba visas 8§ savaites
(atitinkamai 1V gr. — 70,12 £ 3,74 % ir V gr. — 72,33 = 3,48 %; P = 0,002).

Imunohistocheminés analizés vaizdai ir rezultatai apibendrinti 21 pav.
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21 pav. A dalis: kolageno I tipo imunohistocheminé analizé; paveiksle pateiktos gydomosios ir
kontroliniy peliy grupiy reprezentatyvios nuotraukos; rudai nusidaZiusi citoplazma vertinama kaip
teigiama imunohistocheminé reakcija; didinimas x 40; B dalis: kiekvienos gyviny grupés
duomenys pateikiami kaip kolageno I tipo raiskos (%) vidurkiai + standartinis nuokrypis (I).
Vertinti kiekvieno méginio 4 pjiviai, skai¢iuotas méginio visy pjuviy kolageno I tipo raiskos
vidurkis; BLM — bleomicinas; UVAL — ultravioletiné A1 spinduliuoté; sav — savaité; NaCl — natrio
chlorido tirpalas; sveikos_3sav ir sveikos_8 sav — trijy ir astuoniy savaiciy sveiky peliy kontrolinés
grupés; BLM 3sav ir BLM 8 sav — pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé ir kurioms
bleomicinas buvo skirtas 3 arba 8 savaites — kontrolinés grupés; BLM_3sav+NaCl 5sav — pelés,
kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé ir kurioms BLM buvo leidZziamas 3 savaites, paskui kitas
penkias savaites — natrio chlorido tirpalas; BLM_8sav+1200UVAL — pelés, kurioms BLM sukelta
sisteminé sklerozé ir kurios paskutines penkias eksperimento savaites buvo gydytos didelémis
siaurajuostés UVA1 dozémis kartu veikiant BLM visas a$tuonias savaites. * — skirtumai statistiSkai

reik§mingi, kai P < 0,05
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4.2.3.2. 111 tipo kolageno imunohistocheminés raiSkos analizés rezultatai

Atlikus III tipo kolageno imunohistocheminj dazyma, gauti rezultatai buvo panasiis
kaip ir I tipo kolageno. Praéjus 3 ir 8 savaitéms po BLM injekcijy, sklerodermingje
peliy odoje nustatytas padidéjes 11 tipo kolageno kiekis (II gr. — 53,03 + 6,28 % ir
V gr. — 62,15 £ 8,37 %), palyginti su kontrolinémis sveiky peliy grupémis (I gr. —
34,71 % + 6,98 %; I11 gr. — 39,95 £ 4.47 %; P = 0,003 ir P = 0,002). VI grupés peliy,
kurioms buvo skirta suminé 1 200 J/cm? UVA1 spinduliuotés dozé tesiant BLM
injekcijas viso eksperimento metu, odoje nustatytas reikSmingai sumazéjes 111 tipo
kolageno kiekis (VI gr. — 44,41 + 6,27 %), palyginti su peliy, kurioms netaikyta
fototerapija, grupémis (IV gr. 57,85 £ 7,37 %; ir V gr. — 62,15 * 8.37%; P < 0,05).

Imunohistocheminés analizés vaizdai ir rezultatai apibendrinti 22 pav.
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22 pav. A dalis: kolageno III tipo imunohistocheminé analiz¢; paveiksle pateiktos gydomosios ir
kontroliniy peliy grupiy reprezentatyvios nuotraukos; rudai nusidaZiusi citoplazma vertinama kaip
teigiama imunohistocheminé reakcija; didinimas x 40; B dalis: kiekvienos gyviny grupés
duomenys pateikiami kaip kolageno III tipo raiskos (%) vidurkiai + standartinis nuokrypis (I).
Vertinti kiekvieno méginio 4 pjuviai, skaiiuotas méginio visy pjuviy kolageno III tipo raiskos
vidurkis. BLM — bleomicinas; UVAL — ultravioletiné A1 spinduliuoté; sav — savaité; NaCl — natrio
chlorido tirpalas; sveikos_3sav ir sveikos_8 sav — trijy ir aStuoniy savaiciy sveiky peliy kontrolinés
grupés; BLM_3sav ir BLM_8 sav — pelés, kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé ir kurioms
bleomicinas buvo skirtas 3 arba 8 savaites — kontrolinés grupés; BLM_3sav+NaCl 5sav — pelés,
kurioms BLM sukelta sisteminé sklerozé ir kurioms BLM buvo leidZziamas 3 savaites, paskui kitas
penkias savaites — natrio chlorido tirpalas; BLM_8sav+1200UVAL — pelés, kurioms BLM sukelta
sisteminé sklerozé ir kurios paskutines penkias eksperimento savaites buvo gydytos didelémis
siaurajuostés UVA1 dozémis kartu veikiant BLM visas aStuonias savaites. * — skirtumai statistiskai

reikSmingi, kai P < 0,05

Jvertinus imunohistocheminés analizés su pirminiais antikiinais pries I ir III tipy

kolagena duomenis matyti, kad peliu, gydyty didelémis UVA1 fototerapijos

dozémis (suminé 1 200 J/cm? paskutines penkias eksperimento savaites ir kartu

tesiant prolonguotas bleomicino injekcijas, kolageno I tipo kiekis odoje sumazéjo

1,2, o kolageno Il tipo kiekis — 1,4 karto, palyginti su pelémis, veiktomis tik

bleomicinu visas aStuonias savaites.
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5. REZULTATU APTARIMAS

5.1. Tyrimuy, atlikty bleomicinu sukeltame susiformavusios fibrozés
modelyje, rezultaty aptarimas

Atlikty tyrimy tikslas buvo jvertinti siaurajuostés UVA1 spinduliuotés vidutiniy ir

dideliy doziy poveiki odos fibrozei ir karcinogenezei bleomicinu sukeltame peliy

sklerodermos modelyje. Odos storis, putliyjy Igsteliy infiltracija, aktyvios kaspazés-

3, p53 ir Ki-67 baltymy raiska buvo jvertinta atlikus histologinius ir

Imunohistocheminius tyrimus.

Aktyvis SS fibroblastai, gaminantys daug kolageno, ypac I ir III tipy, fibronektino,
dekorino ir kity baltymy, lemia sutrikusig pusiausvyrg tarp tarplastelinio uzpildo
komponenty produkcijos ir skaidymo [199]. Padidéjes tarplastelinio uzpildo
komponenty kaupimasis ir sumazejes fermenty, skaidanc¢iy kolageng, aktyvumas
skatina fibrozés iSsivystyma [82, 86]. HistopatologiSkai odos fibrozé apibiidinama
odos sustoréjimu, standziy kolageno skaiduly bei homogeninés medziagos

atsidéjimu sustor¢jusioje odoje ir uzdegiminiy lasteliy infiltraty sankaupomis.

Miisy atliktame tyrime peliy, kurios gavo sumines 1 200 J/cm? ir 600 J/cm? UVA1
fototerapijos dozes, odos storis sumazéjo atitinkamai 54 % ir 34 %, palyginti su
kontrolinémis nesvitintomis pelémis. Ju su bendraautoriais [200] atliko tyrimg su
BALB/c linijos pelémis, sickdami jvertinti pla¢iajuostés UVA1 (340-400 nm)
spinduliuotés mazy, vidutiniy ir dideliy doziy poveikj odos storiui naudojant
bleomicinu sukelta gyviiny sklerodermos modelj. Suminés 600 J/cm?, 1 800 J/cm?
ir 3000 J/em? UVA1 spinduliuotés dozés odos storj sumazino atitinkamai 4 %, 13
% ir 36 %, palyginti su nesvitinty gyviny odos storiu. Taigi, misy atliktame tyrime
siaurajuosté 365 £ 5 nm UVAI net 5 kartus veiksmingiau sumaZzina skleroderminés

odos storj, palyginti su plataus spektro UV AL spinduliuote.

Uzdegiminiy lgsteliy apoptozés sukélimas yra viena 1§ pagrindiniy UVAI

fototerapijos veikimo mechanizmo grandziy [132]. SS budinguose uzdegiminiuose
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infiltratuose nustatomas padidéjes T ir B lasteliy, makrofagy ir putliyjy lasteliy
kiekis [201, 202]. Siame darbe, kaip ir kitose studijose, nustatytas reik§mingai
padidéjes putliyjy lasteliy kiekis peliy, kurioms buvo sukelta skleroderma, odoje
[72]. Taciau $iy lasteliy vaidmuo SS patogenezéje néra aisSkus. Putliosios lgstelés
dalyvauja imuninés sistemos reguliavimo procese, kuris sergant SS yra sutrikes
[203]. Sios lastelés isskiria biologiskai aktyvias medZiagas, uzdegima skatinanéius
citokinus ir chemokinus bei augimo faktorius [204]. Vazoaktyviis mediatoriai, tokie
kaip histaminas ir serotoninas, didina kraujagysliy pralaidumg ir taip sukelia
instersticing audiniy edema, kuri yra nustatoma ankstyvojoje SS stadijoje [204]. Be
to, serotoninas tiesiogiai dalyvauja ir fibrozés procese [57]. Putliyjy lasteliy
granulése yra daug polisacharadidy, i$ kuriy svarbiausias yra heparinas. Heparinas
stimuliuoja  profibrozinius faktorius — fibroblasty augimo faktoriy ir
transformuojant] augimo faktoriy beta (TGF-B), kurie dalyvauja fibrogenezés
procese [205]. Be to, TGF- pritraukia putligsias lasteles ir susidaro ydingas ratas,
palaikantis tiek uzdegiminius, tiek fibrozinius poky¢ius [206]. Siame tyrime
siaurajuosté UVAT1 spinduliuoté reikSmingai sumazino putliyjy lasteliy kiekj ir jy
degranuliacijg peliy, kurioms buvo sukelta skleroderma, odoje. Tai jrodo, kad
UVAI fototerapija tiesiogiai veikia vieng i§ galimy patogenetiniy SS grandziy.
Skirtingai nei sklerodermingje, sveiky peliy odoje putliyjy lasteliy kiekis po UVALI
fototerapijos nesumazéjo. Sis fenomenas gali biti susijes su sveiky lasteliy
atsparumu UV A1 sukeliamai apoptozei. Mikita su bendraautoriais [207] atliktuose
in vivo tyrimuose jvertino UVAT spinduliuotés poveikji MRL/lpr linijos peléms,
kurioms budingas spontaninis sisteminei raudonajai vilkligei budingy pokyciy
iSsivystymas. Buvo jrodyta, kad UVAI sukelia tik patogenetiniy, bet ne sveiky
putliyjy lasteliy apoptoze [207]. Be to, §j fenomeng patvirtina ir in vitro atliktas
tyrimas, kurio metu buvo nustatyta, kad UV spinduliuoté sukelia proliferuojanciy

putliyjy lIasteliy apoptoze, taciau neturi jtakos normalioms putliosioms Igsteléms
[208].
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Fibrozés ir patogenetiniy uzdegiminiy lasteliy infiltracijos mazinimas gali biti
susijes su UVAI1 salygota apoptoze. Siekiant jvertinti siaurajuostés UVAI1
spinduliuotés apoptozinj veikimo mechanizmg, buvo atlikta aktyvios kaspazés-3
rai§kos imunohistocheminé analizé. Siame moksliniame darbe nustatyta padidéjusi
aktyvios kaspazés-3 raiSka dermoje po BLM injekcijy, 0 tai rodo patogenezinj ir
uzdegimini BLM veikimo mechanizmg sukeliant fibrozinj proces3. Yamamato su
bendrautoriais [157] tyré apoptozés procesus BLM sukeltame sklerodermos
modelyje C3H/HelJ linjjos peléms. Apoptoziniy Igsteliy kiekis vertintas galinés
deoksinukleotidiltransferazés deoksiuridintrifosfato liekanos Zyméjimo ir DNR
elektroforezés gelyje metodais. Po BLM injekcijy nustatytas padidéjes kaspazés-3
aktyvumas ir mRNR raiska. Apoptozinés lastelés ir padidéjes Fas / Fas ligando
kiekis nustatytas keratinocituose ir mononuklearuose, bet ne fibroblastuose ir
endotelio lgstelése. Skiriant neutralizuojant; antikiing prie§ Fas ligandg kartu su
BLM injekcijomis, nustatytas sumazejes odos fibrozes i$sivystymo laipsnis kartu
su silpnesniu kaspazés-3 aktyvumu ir nedideliu apoptozés laipsniu. Tad Fas / Fas
ligando apoptozés kelias yra svarbus sisteminés sklerozés patogenezéje [157].
Irodyta, kad sklerodermos fibroblastai yra atspartis nuo Fas ligando priklausomai
apoptozei [209-211]. Kity autoriy tyrimais nustatyta, kad sklerodermos
fibroblastams budinga padidéjusi Bel-2 ir sumazéjusi Bax baltymy raiska, o tai
lemia sumazéjusj apoptozinj aktyvuma [209, 212]. Manoma, kad transformuojantis
augimo faktorius beta gali buti pagrindinys veiksnys, sukeliantis sisteminei

sklerozei biidingas fibroblasty populiacijas, atsparias lgsteliy zii¢iai [213].

Kadangi fibroblasty atsparumas apoptozei priklauso ne tik nuo Fas / Fas ligando
grandies, bet ir nuo vidiniame apoptozes kelyje dalyvaujanciy Bax ir Bel baltymy,
efektyvi fototerapija turéty veikti abu Igsteliy zaties kelius [132]. Placiajuostés
UVAL veikimo mechanizmas sukeliant apoptoze buvo tirtas polimorfonukleary
kultiroje (i§ sveiko Zzmogaus kraujo méginio) [214]. Siekiant jvertinti apoptozés

vidinio kelio aktyvacija, buvo tirti antikiinai prie$ citochromg c ir aktyvig kaspaze-

90



9, o 1Sorinio kelio aktyvacija — antikiinai prie§ aktyvig kaspaze-8 ir Bid baltyma.
Apoptuojanéiy lasteliy kiekis jvertintas tékmés citometrijos biidu. Skyrus 30 J/cm?,
50 Jlcm? ir 80 Jicm? UVALl (340-440 nm) spinduliuotés dozes, bendras
apoptuojanc¢iy lgsteliy kiekis padidéjo atitinkamai 1,8, 2,7 ir 4,5 karto. Tad
placiajuost¢ UVAI1 sukelia apoptoze tiek vidiniu, tiek iSoriniu apoptozés
aktyvacijos keliu [132, 214]. Galima daryti prielaida, kad siaurajuostés UVAL
spinduliuotés poveikis apoptozés aktyvacijos procese biity panasus. Be abejo,
siekiant patvirtinti $i13 hipoteze, tikslinga iStirti specifinius baltymus, tokius kaip
citochromas c, aktyvi kaspazé-9, aktyvi kaspazé-8, Bid ir kitus, dalyvaujancius
aktyvinant apoptoze vidiniu ir iSoriniu keliu, nes aktyvios kaspazés-3 raiska gali

biti sukelta veikiant per abi grandis.

Siame tyrime, skyrus dideles ir vidutines UVA1 fototerapijos dozes, aktyvios
kaspazés-3 raiSka suplonéjusioje skleroderminéje odoje padidéjo dvigubai.
Tyrimais nustatyta, kad SS serganc¢iy pacienty T Igstelés yra ne tokios jautrios
apoptozés procesui ir jose yra sumazéjusi aktyvios kaspazés-3 raiska [215].
Siekdami jvertinti UVAT poveiki T lasteliy apoptozei, Yamauchi su bendrautoriais
atliko tyrimg in vitro su sveikomis CD4" ir T limfomos Igstelémis [216]. Pasvitinus
Iasteles 20 J/em? UVAL1 paaiskéjo, kad lasteliy jautrumas apoptozei priklauso nuo
aktyvios kaspazés-3 raiSkos. Didesnis §io fermento kiekis lasteliy aplinkoje
(budingas patogeninéms lasteléms) lemia geresn] apoptozinj atsaka i UVAI
spinduliuotg. Misy atliktame tyrime aktyvios kaspazés-3 raiSka galbiit taip pat
padidina ¢ia esanciy T lasteliy jautrumg UV A1 salygotai apoptozei, todél mazeja
uzdegiminé infiltracija ir gaunamas antifibrozinis fototerapijos efektas. Okazaki su
bendraautoriais [217] nustaté, kad pacienty, sergan¢iy SS, serume yra padidéjusi
autoantikiiny prie§ aktyvig kaspaze-3 koncentracija. Siy antikiiny kiekis buvo
tiesiogiai susijes su kraujagysliy pazeidimu, ilgesne ligos trukme, padidéjusiais
uzdegiminiais rodikliais ir iSreiksta plauciy fibroze. Manoma, kad antikiinai pries

kaspaze-3 yra susije¢ su sutrikusiu apoptozes reguliavimo procesu ir sumazg¢jusiu
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kaspazés-3 fermento aktyvumu [217]. Taigi siaurajuost¢ UVAI1 spinduliuoté,
sukelianti padidéjusig aktyvios kaspazés-3 raiska, reguliuoja SS biidinga pakitusj

apoptozés procesa.

Siekiant nustatyti siaurajuostés UVAT1 spinduliuotés jtaka karcinogenezei, Ki-67 ir
p53 baltymy raiska buvo jvertinta tiek sveiky peliy, tiek ty, kurioms buvo sukelta
skleroderma, grupése. Didelés molekulinés masés baltymas Ki-67 yra lgsteliy
proliferacijos Zymuo. Padidé¢jusi Sio baltymo raiSka yra susijusi su pakitusia lgsteliy
diferenciacija, o tai lemia véziniy procesy iSsivystymo galimybe [198].
Negydytoms peléms, kurioms buvo sukelta skleroderma, nustatytas sumazéjes Ki-
67 Kkiekis, o tai atspindi bleomicino antiproliferacinj veikimo mechanizma [218].
Skyrus UVAL fototerapija didelémis ir vidutinémis dozémis sveiky peliy ir peliy,
kurioms buvo skleroderma, grupéms, padidéjusi Ki-67 raiska epidermyje neaptikta.
Anksciau atlikty studijy rezultatai yra prieStaringi. Edstrom su bendraautoriais
[219] parodé, kad placiajuoste UVA1(340—400 nm; suminé dozé — 240 J/cm?)
sukélé padidéjusia Ki-67 raiska sveiky zmoniy epidermio lgstelése. Taciau
Gambichler su kolegomis [220] nustaté, kad trys minimalios eriteminés
placiajuostés UVAT1 spinduliuotés dozés neturéjo jtakos Ki-67 ekspresijai sveiky
savanoriy odoje. Milsy rezultatai svarbils tuo, kad terapinés 600 J/cm? ir 1 200 J/cm?
siaurajuostés UV A1 fototerapijos dozés neaktyvino Ki-67 baltymo raiskos sveiky
peliy ir peliy, kurioms buvo skleroderma, epidermyje. Be proliferacijos zymens Ki-
67, karcinogenezes 18sivystymui turi jtakos ir p53 baltymas. Normaliose lgstelése
p53 kiekis yra minimalus, tac¢iau esant piktybinéms ligoms, jskaitant ir epitelinius
odos vézio atvejus, $io baltymo raiska yra pakitusi ir padidéjusi net 50-90 % [197].
Ultravioletiné spinduliuoté yra vienas i§ pagrindiniy veiksniy, sukelian¢iy p53
mutacijas. Nustatyta, kad p53 raiska sveiky zmoniy odoje, kai jie tam tikrg laikg
pabiina sauléje, padidéja [221]. Siame tyrime po bleomicino injekcijy peliy odoje
aptikta aiskiai teigiama p53 imunohistocheminé reakcija. Yamamoto su

bendrautoriais [222] patvirtino, kad bleomicinu sukeltame gyviiny sklerodermos
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modelyje vyrauja apoptoziniai procesai. Taigi, padidéjusi p53 raiSka odoje gali
turéti jtakos uzdegiminiams, fibroziniams ir imunomoduliaciniams poky¢iams
[223]. Suminés 1 200 J/cm? ir 600 J/cm? siaurajuostés UVAT spinduliuotés dozés
nesukélé statistiSkai reikSmingos p53 raiskos sveiky peliy ir ty, kurioms buvo
skleroderma, grupése. Remiantis kity autoriy duomenimis, placiajuosté UVAI
(330460 nm) sukelia pS3 ekspresija zmogaus epidermio keratinocituose [224,
225]. Burren su bendraautoriais [224] parodé, kad 0,5, 1 ir 2 minimalios eriteminés
UVAL spinduliuotés dozés tiesiogiai veikia nuo dozés priklausomg p53 raiska
epidermyje. Kitoje studijoje, atliktoje su sveikais savanoriais, buvo nustatyta
padidéjusi $io baltymo raiska po ap$vitinimo suminémis 200 J/cm? pladiajuostés
UVAI dozémis [225]. Tokie rezultaty skirtumai gali buti paaiskinami skirtingu
spinduliuotés spektru. Minétose studijose buvo naudojamas platus UVAI
spinduliuotés spektras, apimantis tiek regimaja Sviesa, tieck UVA2 srit].
Elektromagnetiniy bangy spektre esancios trumpesnés bangos turi daugiau
energijos nei ilgos bangos. Skverbimosi j audinius gylis priklauso nuo odoje esanciy
Sviesg sugerianc¢iy chromofory ir fluorofory [128]. Epidermyje yra gausu
trumpesnio bangos ilgio UV sugerian¢iy molekuliy. Taigi daugiau energijos
turinios trumpos UV bangos gali sukelti apoptoze reguliuojanciy baltymy, tokiy
kaip p53, raiska, ypac virSutiniuose odos sluoksniuose [130]. Atlikti tyrimai su
gyvinais taip pat patvirtino mazesnj UVA1 karcinogenin] poveikj nei UVB.
ApsSvitinus UVA1 ar UVB (280-315 nm) spinduliuotémis beplaukes peles,
nustatyta, kad UVA1 (tyrime naudotas Sviesos spektras patenka ir | UVA2 srit],
bangos ilgis 315400 nm) turi silpnesnj poveikj lastelés ciklo S fazei
(deoksiribonukleortigsties — DNR replikacijai) ir p53 baltymo raiskai nei UVB
radiacija [226]. Skirtingas UV spinduliuotés bangos ilgis lemia specifinj biologinj
poveikj lasteléms. UVB tiesiogiai sukelia DNR pazaidas, taip formuojasi
pirimidino dimerai, o tai lemia jvairias mutacijas [190]. Nustatyta, kad ir UVAL
gali skatinti pirimidiny dimery susidaryma, taciau 10 000 karty maziau nei UVB ir
100 karty maziau nei UVA2 spinduliuotés [191]. Apsvitinus UVB (280-320 nm) ir
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UVA1L (320400 nm) spinduliuotémis genetiSkai modifikuotas peles (HGF/SF,
angl. Hepatocyte growth factor/scatter factor), kurioms UV spinduliais gali buti
sukelta melanoma (tiek biologiniu, tick genetiniu aspektais panasi j Zzmogaus), buvo
nustatyta, kad melanomos iSsivystymui turi jtakos tik UVB spinduliuote, 0 UVAL
spinduliuoté tokios jtakos neturi [227]. Khodaeiani su bendraautoriais [197] tyré
piktybines odos ligas ir nustaté aiSkiai teigiamas p53 ir Ki-67 baltymy raiskas
imunohistocheminése reakcijose, 0 tai rodo Siy veiksniy jtakg odos karcinogenezei.
Siame tyrime 365 + 5 nm UVALI fototerapija didelémis ir vidutinémis dozémis
nesukélé nei p53, nei Ki-67 baltymy raiskos sveikoje ar peliy, kurioms sukelta
skleroderma, odoje. Be abejo, norint visiSkai atmesti UVAI1 sukeliamg
karcinogenezg, imunohistocheminés reakcijos rezultatams patvirtinti biity tikslinga

atlikti geny ekspresijos analize.

5.2. Tyrimuy, atlikty bleomicinu sukeltame susiformavusios fibrozés
modelyje, kai bleomicinas skiriamas visg eksperimento laikotarpi,
rezultaty aptarimas

Pacientams, sergantiems sistemine skleroze, biidingi jsisenéje fibroziniai pokyciai

su besitgsianCiu patogenetiniu  mechanizmu. Tad veiksmingas antifibrozinis

gydymas turéty ne tik skatinti kolageno degradacija, bet ir sustabdyti tolesnj
tarplgstelinio uzpildo kaupimgsi. Darbo tikslas Siame etape buvo jvertinti
siaurajuostés UVA1 dideliy doziy poveikj susiformavusiai fibrozei, naudojant
bleomicinu sukelta susiformavusios fibrozés sklerodermos modelj, Kkai
patogenetinis  faktorius skiriamas visag eksperimento laikotarpj. Atlikus
histologinius ir imunohistocheminius tyrimus pries$ fototerapijos kursg ir po jo, buvo

jvertintas odos storis, MMP-1, MMP-3, I ir III tipy kolageno kiekiai.

Tiriamosios grupés peléms aStuonias savaites buvo leistas bleomicinas ir paskutines
penkias eksperimento savaites kartu taikytas gydymas suminémis 1 200 J/cm?
UVA1 spindulivotés dozémis. Po fototerapijos kurso, kartu veikiant ir

patogenetiniam faktoriui, odos storis sumazéjo 49 % ir 43 %, palyginti su grupémis
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peliy, kurioms aStuonias ir tris savaites leistas tik bleomicinas. Be to, po gydymo
didelémis UVAT1 dozémis odos storis buvo mazesnis, palyginti su pries fototerapija
buvusiais fibroziniais poky¢iais. Taigi, 365 = 5 nm UVAI ne tik sustabdo fibrozés
progresavima, bet ir sukelia jau buvusiy fibroziniy pokyciy regresija. Anksciau
atliktuose tyrimuose, naudojant gyviiny modelius, kuriuose tirtas placiajuostés
UVAL poveikis fibrozei, nebuvo taikomas bleomicinu sukeltas susiformavusios
fibrozés modelis. Sis modelis buvo pasirinktas remiantis ankstesniais darbais,
kuriuose autoriai [228] tyré imatinibo mezilato poveikj susiformavusiai fibrozei
bleomicinu sukeltame sklerodermos modelyje. Imatinibo mezilatas — tirozinkinazés
inhibitorius, blokuojantis SS patogenezéje dalyvaujanciy svarbiausiy citokiny
(TGF-B ir PDGF) profibrozines funkcijas [229]. Imatinibo mezilatas (150 mg/kg/d)
buvo leidziamas j pilvaplévés ertme tris savaites DBA/2 linijos peléms, kartu tesiant
bleomicino injekcijas visg eksperimento laikotarpj. Nustatyta, kad peliy, paskutines
tris eksperimento savaites veikty bleomicinu ir gydyty imatinibo mezilatu, oda buvo
27 % plonesné nei peliy, veikty tik bleomicinu. Tad neinvaziné siaurajuosté UVAI
fototerapija labiau sumazina odos storj susiformavusios fibrozés sklerodermos
modelyje nei sisteminis gydymas tirozinkinazés inhibitoriumi (atitinkamai 49 % ir

27 %), palyginti su negydyty peliy, kurioms sukelta skleroderma, grupémis.

Viena i§ hipoteziy, paaiSkinanciy efektyvy UVA1 fototerapijos antifibrozinj
poveikj, yra susijusi su hemooksidaze-1. Nustatyta, kad, paveikus UVA1l
spinduliuote, dermos fibroblastuose padidéja fermento hemooksidazés-1 kiekis
[230]. Hemooksidazé-1 apsaugo lasteles nuo neigiamo oksidacinio streso poveikio,
taip pat maZina uZzdegiminiy citokiny koncentracija ir padidina matrikso
metaloproteinaziy raiskg odoje [231]. Tad manoma, kad fermentas hemooksidazé-
1 ir MMP-1, mazinant odos fibrozg, veikia sinergiskai [232]. llgesnio bangos ilgio
UVAL sukelia stipresng hemooksidazés-1 raiska, palyginti su trumpesnio bangos
ilgio UVAL [232]. Tad daroma prielaida, kad, selektyviai naudojant UVAL

spinduliuotés 365 nm bangos 1ilgj, antifibrozinis efektas dél hemoksidazés-1
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indukcijos yra rySkesnis nei skiriant plataus spektro UVAT1. Tad siaurajuosté UVA1
fototerapija didelémis dozémis galéty biiti efektyvi neinvaziné gydymo priemong,
kurios veikimo mechanizmas pasireiskia ne tik fibrozés progresavimo sustabdymu,

bet ir fibroziniy poky¢iy regresija.

Veiksmingas antifibrozinis gydymas turéty biiti sutelktas j fibroblasty aktyvumo
mazinimg ir susikaupusio tarplastelinio uzpildo komponenty skaidyma.
Fibroblastai, esantys dermos sluoksnyje, gali buti vieni i§ UVAI1 fotototerapijos
taikiniy. SS buidingas tarplastelinio matrikso komponenty kaupimasis priklauso nuo
fibroblasty padidéjusios kolageno I ir III tipy gamybos ir sumazéjusios MMP-1 ir
MMP-3 raiskos. Be daugelio kity substraty, MMP-1 (kolagenazé-1) skaido I ir 111
tipo kolageny fibriles, o MMP-3 (stromelizinas-1) — III tipo kolageng [83, 84].
Taigi, MMPs sumazgjes kiekis ir aktyvumas tiesiogiai dalyvauja SS patogenezeje.
Misy tyrime po 8 savaiciy bleomicino injekcijy peliy, kurioms buvo skleroderma,
odoje MMP-1 kiekis sumazéjo 1,8 karto, 0 MMP-3 — 1,4 Kkarto, palyginti su sveiky
peliy grupe. Kaip nustatyta anksciau atliktuose lasteliy kultiiros tyrimuose, SS
fibroblastams buidingas sumazéjes MMP-3 ir MMP-1 aktyvumas, palyginti su
sveiky zmoniy lgstelémis [233, 234]. Pries du deSimtmecius atliktais in vitro
tyrimais jrodyta, kad UVAI1 sukelia MMPs aktyvumg zmogaus fibroblasty
kulttroje [235, 236]. Be to, MMPs kiekis buvo padidéjes po fototerapijos taikant
gydymga placiajuoste UVA1 spinduliuote pacientams, sergantiems lokalia ar
sistemine skleroze [166, 179, 181]. Taigi miisy darbe odos storio sumazéjimas gali
biti nulemtas UVA1 poveikio ] kolageng skaidancias proteazes. Sukaupus sumine
1 200 J/cm? siaurajuostés UVAI1 doze, gyviiny su skleroderma grupéje MMP-1
kiekis odoje padidéjo 5,8 karto, 0 MMP-3 — 5,2 karto, palyginti su kontroline
negydyty peliy, kurioms buvo sukelta skleroderma, grupe. Po fototerapijos kurso
kartu tesiant prolonguotas bleomicino injekcijas, kolageno I tipo kiekis sumazéjo
1,2, o kolageno I11 tipo — 1,4 Kkarto, palyginti su negydyty kontroliniy peliy grupe.

Labiau sumazéjes III tipo kolageno kiekis gali biti susijes su padidéjusiomis jj
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skaidan¢iy MMP-1 ir MMP-3 raiskomis [83]. Po 365 = 5 nm UVAL1 fototerapijos
didelémis dozémis, tgsiant patogenetinio faktoriaus — bleomicino veikima, peliy su
sklerodema odoje nustatytas mazesnis kolageno kiekis nei prie§ gydymo kursa

buvusios kolageno sankaupos skleroderminéje odoje.

Padidé¢jes kolageng skaidanciy fermenty aktyvumas arba susilpnéjusi kolageno
sintezé de novo lemia kolageno kiekio sumazéjimg po fototerapijos. Mempel su
bendraautoriais [148] nustaté, kad suminé 750 J/cm? pla¢iajuostés (350-400 nm)
UVAI spinduliuotés dozé sumazino I ir III tipo kolageno kiekj (atitinkamai 1,33 ir
1,08 karto) pacienty, serganciy atopiniu dermatitu, odoje. Taciau po plataus spektro
UVAL1 fototerapijos MMP-1 aktyvumas nepadidéjo. Taigi, remiantis §io mokslinio
darbo rezultatais, galima daryti iSvada, kad siaurajuost¢ UVAI1 fototerapija
sumazina kolageno sankaupas ne tik aktyvindama proteazes, bet ir veikdama
kolageno sintezg de novo. Svarbu paminéti, kad siaurajuosté UVA1 sumazino III
tipo kolageno kiekj efektyviau nei plataus spektro UVA1 fototerapija (atitinkamai
1,4 ir 1,08 karto) [148].

6. REZULTATU APIBENDRINIMAS

Sie tyrimai buvo atlikti tikintis netolimoje ateityje siaurajuoste UVAI1 pritaikyti
sistemine skleroze sergantiems pacientams gydyti. Siekiant jvertinti, ar Sis gydymo
metodas yra veiksmingas ir saugus, Siame moksliniame darbe buvo tirtas
siaurajuostés UVAT1 (365 + 5 nm) spinduliuotés poveikis naudojant bleomicinu
sukeltos susiformavusios fibrozés ir bleomicinu sukeltos susiformavusios fibrozés,
kai bleomicinas skiriamas visg eksperimento laikotarpj, gyviiny modelius. Atlikus
histologinius ir imunohistocheminius tyrimus, buvo jvertintas siaurajuostés UVAI
poveikis odos storiui, putliyjy lasteliy infiltracijai, aktyvios kaspazés-3, p53 ir Ki-
67 baltymy raiSkai, kolageno I ir I1I tipo kiekiui bei juos skaidan¢iy fermenty MMP-
1 ir MMP-3 raiskoms.

97



Pirmame tyrimo etape DBA/2 linijos peléms buvo sukelta sisteminé skleroze,
skiriant poodines bleomicino injekcijas. Paskui gyviinams buvo skirtas penkiy
savaiiy siaurajuostés UVAI1 fototerapijos kursas, kurio metu sukauptos didelés
(suminé dozé — 1 200 J/cm?) arba vidutinés (suminé dozé — 600 J/cm?) spinduliuotés
dozés. Nustatyta, kad dideliy ir vidutiniy doziy UVAI1 fototerapijos kursas
reikSmingai sumazina skleroderminés odos storj ir antifibrozinis efektas yra
tiesiogiai priklausomas nuo dozés. Histologinés analizés rezultatai parodé, kad 365

+ 5 nm UVALI neturi jtakos sveikos odos storiui ir struktiirai.

Siekiant jvertinti fototerapijos veikimo mechanizmo grandis, buvo tirtas UVAL
poveikis uzdegiminiy lgsteliy infiltracijai. Yra Zinoma, kad putliosios Iastelés
dalyvauja sisteminés sklerozés patogenezéje ir yra vienos i$ fibrogenezg¢ skatinanciy
faktoriy [237]. Po dideliy ir vidutiniy UVA1 fototerapijos doziy buvo stebétas
sumazgjes putliyjy lasteliy sankaupy kiekis sklerodermingje peliy odoje. Tad 365 +
5 nm UVALI sukélé patogenetiniy uzdegiminiy lasteliy apoptoze, tai patvirtina ir
padidéjes aktyvios kaspazés-3 raiskos kiekis po fototerapijos kurso peliy, kurioms
buvo sukelta skleroderma, odoje. Svarbu paminéti, kad siaurajuost¢ UVAIl
Skleroderminiai fibroblastai, esantys giliuosiuose odos sluoksniuose, yra atspariis
apoptozei, dé¢l to iSlieka aktyviis ir toliau gausiai gamina tarplastelinio matrikso
komponentus [209]. Aktyvios kaspazés-3 raiSkos nustatymas giliuosiuose odos
sluoksniuose yra ¢ia vykstanCios apoptozés zymuo [154]. Tai leidzia daryti
prielaida, kad suplonéjes odos storis gali biiti susijes su sumazéjusiu putliyjy
lasteliy, fibroblasty skai¢iumi ar paciy lasteliy aktyvumu dél siaurajuostés UVAL
salygotos apoptozés. Taciau iy tyrimy duomenimis, dermos sluoksnyje tam tikros
rusies lasteliy apoptozé po UVAL fototerapijos negali biiti paaiskinta, todél reikia

tolesniy tyrimy in vitro, pavyzdziui, naudojant skleroderminius fibroblastus.

Siekiant nustatyti, ar siaurajuost¢ UVAI1 fototerapija nesukelia padidéjusios

piktybiniy naviky rizikos, buvo jvertinta karcinogeneze¢ skatinanciy p53 ir Ki-67
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baltymy raiska sveikoje ir sklerodermingje gyviny odoje. Imunohistocheminés
analizés duomenys parodé, kad dideliy ir vidutiniy doziy 365 =+ 5 nm UVAI
fototerapija nesukele reikSmingai padidéjusios p53 ir Ki-67 baltymy raiSkos nei
sveiky, nei peliy su skleroderma odoje. Be abejo, norint visiskai atmesti UVAI1
salygojamg karcinogeneze, imunohistocheminés reakcijos rezultatams patvirtinti

bty tikslinga atlikti geny ekspresijos analizg [197].

Kadangi pacientams, sergantiems sistemine skleroze, budingi jsisenéj¢ fibroziniai
pokyciai ir besitesiantis fibroze skatinantis patogenetinis mechanizmas,
veiksmingas antifibrozinis gydymas turéty ne tik skatinti kolageno degradacija, bet
ir sustabdyti tolesnj tarplastelinio uzpildo kaupimasi. Tad antrame mokslinio darbo
etape buvo atlikti tyrimai, siekiant jvertinti siaurajuostés UVAI1 dideliy doziy
poveikj susiformavusiai fibrozei, naudojant bleomicinu sukeltg susiformavusios
fibrozés modelj. Histologinés analizés duomenys parodé, kad po dideliy doziy 365
+ 5 nm UVAL fototerapijos, kartu skiriant bleomicing visg eksperimento laikotarpj,
peliy, kurioms sukelta skleroderma, oda suplonéjo net labiau nei pries gydyma buve
fibroziniai poky¢iai.

Fibrozés patogenezéje svarbiausios proteazés yra MMP-1 (kolagenaze-1) ir MMP-
3 (stromelizinas-1), kuriy susilpnéjes aktyvumas ir sumazéjgs kiekis lemia
padidéjusj I ir IIT tipo kolageno kaupimasi [83, 84]. Siekiant jvertinti siaurajuostés
UVAI poveikj kolageno metabolizmui, buvo atlikti tyrimai su pirminiais antikiinais
pries MMP-1, MMP-3, kolageno | ir Ill tipus. Nustatyta, kad peliy, veikty
bleomicinu astuonias savaites ir paskutines penkias eksperimento savaites gydyty
didelémis siaurajuostés UVAI1 spinduliuotés dozémis, odoje buvo reikSmingai
padidéjusios MMP-1 ir MMP-3 raiskos, palyginti su grupe peliy, gavusiy tik
bleomicing visas aStuonias savaites. Gauti rezultatai taip pat patvirtino, kad suminés
1 200 J/cm? UV A1 fototerapijos dozés statistiskai reikSmingai sumazina kolageno

I ir 111 tipo kiekius skleroderminéje odoje. Imunohistocheminés analizés duomenys
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atspindi, kad tiek padidéjusi kolageng skaidan¢iy fermenty raiska, tiek susilpnéjusi

kolageno sintez¢ lemia kolageno sankaupy sumazéjima po fototerapijos.

Siame moksliniame darbe buvo patvirtinti ginamieji teiginiai, kad siaurajuosté 365

+ 5 nm UVAL fototerapija sumazina skleroderminés odos storj, sustabdo fibrozés

progresavimg ir sukelia fibroziniy pokyCiy regresija bleomicinu sukeltame

susiformavusios  fibrozés gyviiny modelyje, nesukeldama padidéjusios

karcinogenezés rizikos.

7. ISVADOS

1.

Suminés 1 200 J/cm? ir 600 J/cm? siaurajuostés UVAT spinduliuotés dozés
statistiSkai reikSmingai sumazina odos stor] bleomicinu sukeltame
susiformavusios fibrozés gyviny modelyje.

365 + 5 nm UVALI fototerapija didelémis (1 200 J/cm?) ir vidutinémis (600
Jicm?) dozémis sumazina putliyjy lasteliy infiltracijg ir padidina aktyvios
kaspazés-3 raiSkg sklerodermingje odoje, naudojant bleomicinu sukelta
susiformavusios fibrozés gyviiny modelj.

Taikant 365 + 5 nm UVAI fototerapijg suminémis 1 200 J/cm? ir 600 J/cm?
dozémis, neaptikta karcinogeneze lemianciy p53 ir Ki-67 baltymy raiskos
gyviny, kuriems bleomicinu sukelta SS, odoje.

365 + 5 nm UVAI fototerapija suminémis 1 200 J/cm? dozémis sumaZina I
ir III tipy kolageno sankaupas ir padidina matrikso metaloproteinazés-1 ir
matrikso metaloproteinazes-3 raiSkas gyviiny odoje, naudojant bleomicinu
sukeltg susiformavusios fibrozés modelj, kai bleomicinas skiriamas visg
eksperimento laikotarpi.

Suminés 1 200 J/cm? siaurajuostés UVA1 fototerapijos dozés ne tik sustabdo
fibrozés progresavima, bet ir sukelia jau buvusiy fibroziniy pokyc¢iy regresija
bleomicinu sukeltos susiformavusios fibrozés gyviiny modelyje, kai

bleomicinas skiriamas visg eksperimento laikotarpij.
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8. MOKSLINIO DARBO TRUKUMAI

Antifibrozinis preparaty ar prietaisy poveikis ikiklinikiniuose fibrozés modeliuose
skirstomas | tris jrodymo lygius (lygiai nuo C iki A) [122]. Vaistai, kurie
apibiidinami akivaizdZiu C jrodymo lygiu, pasiZymi antifibrozinémis savybémis tik
in vitro tyrimuose. Reikia pazyméti, kad teigiamas poveikis in Vitro nebiitinai gali
biti veiksmingas in vivo. Akivaizdus B jrodymo lygis — antifibrozinis efektas, kuris
yra jvertinamas in Vivo, naudojant gyviny SS modelius. Vaistai, priskiriami
akivaizdziam A jrodymo lygiui, turi bati iStirti, naudojant maziausiai du gyviny
modelius, atspindinéius skirtingus ligos ypatumus. Siame moksliniame darbe buvo
jrodytas siaurajuostés UVA1 fototerapijos efektyvumas bleomicinu sukeltame
sisteminés sklerozés modelyje, kuriame fibrozés patogenezé biidinga ankstyvoms,
nuo uzdegimo priklausangioms, SS stadijoms. Siame modelyje, nors ir nustatytas
kraujagysliy sieneliy sustoréjimas giliuosiuose odos sluoksniuose, néra tipiskos
generalizuotos mikroangiopatijos, kuri prasideda sergantiems SS iki i$sivystant
fibrozei [116, 123]. Spontaniniame sklerodermos Tsk-1 modelyje vyrauja
kraujagysliy pazeidimas, autoimuniniai pokyciai ir fibrogenezé, taCiau néra
uzdegiminiy infiltraty [238]. Taigi, sickiant jvertinti UVA1 fototerapijos
efektyvuma nuo uzdegimo nepriklausancioje, vélyvoje SS stadijoje, tikslinga atlikti
tyrimus su spontaniniais, natiiraliai i§sivystanciais sklerodermos gyviiny modeliais,

kuriuose vyrauja ir vaskulopatijos pozymiai.

Be to, ilgalaikis UVAI spinduliuotés poveikis néra istirtas. Siame moksliniame
darbe buvo jrodytas suminiy 1 200 J/cm? siaurajuostés UVA1 spinduliuotés doziy
antifibrozinis efektas, pasireiSkiantis fibroziniy poky¢iy regresija ir fibrozés
prevencija. Taigi, dideliy doziy UVA1 fototerapija biity veiksminga pacienty,
serganciy SS, gydymo galimybé. Siekiant sumazinti galimg paSaliniy reakcijy
rizika, bity tikslinga jvertinti vidutiniy arba mazy siaurajuostés UVA1 doziy

poveikj naudojant bleomicinu sukeltg susiformavusios fibrozés gyviny model;.
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Pagrindinis §io tyrimo tikslas buvo jvertinti siaurajuostés UVAI1 spinduliuotés
poveikj fibrozés procesui bleomicinu sukeltame sisteminés sklerozés gyviiny
modelyje. Atliktais tyrimais buvo nustatytas Sios fototerapijos antifibrozinis
efektyvumas su minimalia karcinogenezés rizika. Taciau, siekiant iSaiskinti tiksly
UVAI veikimo mechanizmg sklerodermingje odoje, ateityje buty tikslinga nustatyti
Sios spinduliuotés poveikj miofibroblastams, CD3* T Igsteléms, CD20" B 1asteléms,

CD68" makrofagams, TGF-p, kurie dalyvauja sisteminés sklerozés patogenezéje.

9. PRAKTINE NAUDA

Pasaulyje kasmet yra patvirtinami nauji veiksmingi autoimuniniy ligy gydymo
metodai ar medikamentai, taciau SS gydymas kol kas yra neiSsprestas uzdavinys
tiek klinicistams, tiek mokslininkams. Pacienty, serganciy SS, sisteminio ar
lokalaus gydymo galimybés yra ribotos. Sio mokslinio darbo rezultatai parodé, kad
1 200 J/em? ir 600 J/cm? siaurajuostés UVAI1 spinduliuotés dozés statistiSkai
reikSmingai sumazina odos stor]j bleomicinu sukeltos susiformavusios fibrozés
modelyje, nesukeliant padidéjusios karcinogenez¢ lemianciy baltymy raiskos. Be
to, dideliy doziy, 1 200 J/cm? siaurajuost¢ UVAL fototerapija ne tik sustabdo
fibrozés progresavimg, bet ir sukelia jau buvusiy fibroziniy pokyc¢iy regresija
susiformavusios fibrozés modelyje, kai bleomicinas skiriamas visg eksperimento
laikotarpj. Tad $i fototerapijos rusis gali biiti viena i§ neinvazinio gydymo

galimybiy odos fibrozei mazinti.

Netolimoje ateityje planuojama atlikti klinikinj sistemine skleroze serganciy
pacienty tyrimg, siekiant gydyti odos fibroze taikant 365 + 5 nm UVAI
spinduliuote. Valstybiné akreditavimo sveikatos prieziiiros veiklai tarnyba prie
Sveikatos apsaugos ministerijos suteiké leidimg naudoti specialiosios paskirties
medicinos prietaisg ,,IMC-Light klinikiniame tyrime, vyksian¢iame Vilniaus
universiteto ligoninés Santaros klinikose. Akreditacijos duomenys ir suteiktas

leidimas (D2-11748 - (5.19) (Nr. S8-5)) yra jregistruoti Europos medicininiy
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prietaisy duomeny banke EUDAMED:; klinikinio tyrimo identifikacijos Nr. (CIV-
ID): CIV-15 - 10-013898.

Sio neinvazinio metodo pritaikymas kasdieninéje klinikinéje praktikoje bity
svarbus zingsnis sprendziant sudétingas SS gydymo problemas. O d¢l savo gery
techniniy parametry ir saugumo siaurajuostés UVA1 spinduliuotés prietaisas gali
pakeisti ir plataus UV AL spektro prietaisus, skirtus atopiniam dermatitui, psoriazei
ir kitoms odos ligoms gydyti.
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11. PRIEDAI

1 priedas. Valstybinés akreditavimo sveikatos prieziiiros veiklai tarnybos pri'e
Sveikatos apsaugos ministerijos teikimas atlikti medicinos prietaiso klinikinius
tyrimus

VALSTYBINE AKREDITAVIMO SVEIKATOS PRIEZIUROS VEIKLAI TARNYBA
PRIE SVEIKATOS APSAUGOS MINISTERIJOS

BiudZetine jstaiga, buveiné Jeruzalés g 21, LT-08420 Vilnius, tel. (8 5) 261 5177, faks. (8 5) 212 7310,
cl. pastas vaspvit@vaspvt.gov.lt , interneto svetainé www. vaspvigov.ll
Duomenys kaupiami ir saugomi Juridiniy asmeny registre, kodas 191352247

Valstybinis moksliniy tyrimy institutas 2015-A7-04 Nr. D2-ll)-(5.19.)

Inovatyvios medicinos centras | 2015-08-17 pranes$ima
Zygimanty g. 9, (2015-08-19) (Nr. S8-5)

LT-01102 Vilnius
El. pastas imc@imcentras It

DEL TEIKIMO ATLIKTI MEDICINOS PRIETAISO KLINIKINIUS TYRIMUS
ISDAVIMO

Valstybin¢ akreditavimo sveikatos prieZitiros veiklai tarmyba prie Sveikatos apsaugos
ministerijos (toliau — Akreditavimo tamyba) jvertino jmonés Valstybinio moksliniy tyrimy instituto
Inovatyvios medicinos centro 2015 m. rugpjutio 19 d. pateikty prane$img apic medicinos prictaiso —
Sviesos Saltinio ,, IMC “Light" - Klinikinius tyrimus.  Informuojame, kad vadovaujantis
Akreditavimo tamybos direktoriaus 2014 m. gruodzio 19 d. isakymu Nr. T1-1913 ,.Dél teikimy
atlikti medicinos prietaisy klinikinius tyrimus idavimo tvarkos apraSo patvirtinimo™ patvirtinto
Teikimy atlikti medicinos prictaisy klinikinius tyrimus iddavimo tvarkos apraSo 14 punktu, jmonci
Valstybinio moksliniy tyrimy instituto Inovatyvios medicinos centrui isduodamas Teikimas atlikti
medicinos prietaiso klinikinius tyrimus Nr. S8-5-15. Taip pat praneSame, kad praneSimas apie
vykdomus klinikinius tyrimus yra jregistruotas Europos medicinos prictaisy duomeny banke
EUDAMED, klinikinio tyrimo identifikacinis numeris (CIV-ID): CIV-15-10-013898.

PRIDEDAMA. Teikimas atlikti medicinos prictaiso klinikinius tyrimus, 2015-10-30 Nr. $8-5-15, |
lapas, 1 egz.

Dircktore Nora Ribokiené

S.Dainiuviene, tel. (8 5) 261 5177 ¢l. pastas: saule dainiuviene@vaspvt.gov.It
R. Talalajevskis, tel. (8 5) 261 5177 el. pastas: romanas talalajevskis@vaspvi.gov.It
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1 priedas. Valstybinés akreditavimo sveikatos priezitros veiklai t_arnyb_o_s [_)ri_e
Sveikatos apsaugos ministerijos teikimas atlikti medicinos prietaiso klinikinius

tyrimus (tesinys)

VALSTYBINE AKREDITAVIMO SVEIKATOS PRIEZITUROS VEIKLAI TARNYBA
PRIE SVEIKATOS APSAUGOS MINISTERIJOS

Biud2etiné jstaiga, buveiné Jeruzales g. 21, LT-08420 Vilnius, tel. (8 5) 261 5177, faks (85)2127310,

¢l. padtas vnmn&z\a\p_‘go_l_t NIEmeto svetaing www.vaspvt.gov,lt .
D vs k ir saugomi Juridiniy y registre, kodas 191352247

{d

TEIKIMAS
ATLIKTI MEDICINOS PRIETAISO KLINIKINIUS TYRIMUS

2015-10-30  Nr. S8-5-15
(Sudarymo data)

Vilnius
(Sudarymo vieta)

r(Taminlojo pavadinimas f Valstybinio moksliniy tyrimy instituto Inovatyvi ios [
medicinos centras R
@nimojo adresas | Zygimanty g. 9. LT-01102 Vilnius - ]
Medicinos prietaiso pavadinimas | Sviesos 3altinis N
| Tipas, modelis | IMC-Light ) o
| Pagrindinis tyrejas | Dr. Rita Rugiené
T)nmo atlikimo vieta | V3l Vilniaus universiteto ligoninés Santamkxu i
. klinikos, Santarikiy g. 2, LT-08661, Vilnius -
| Tiriamy prietaisy skaicius M __ ]
, Tyrime dalvvau_panéxq pacienty skaidius | 90 ]

[ Tyrimo pradzia ir numatoma trukmé | 2016-01-02, numatoma trukme 3 metai

Pastaba. Jei medicinos prietaise yra imogaus kraujo produkty ir/ar vaisty, jy kokybe ir sauga néra jvertinta,

Pranesimq del medicinos prietaisy Klinikiniy tyrimy atlikti pateike:

Valstybinio moksliniy tyrimy instituto
Inovatyvios medicinos centras
(uridinio asmens pavadinimas)
Zygimanty 2. 9. LT-01102 Vilnius

Quridinio asmens duomenys)

— _Direktore

Nora Ribokiene
([!lﬂl[,ﬂ.\ nldum ar /u pareigas einandio asmens purg/gw)

(vardas ir pavarde)
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2 priedas. Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos leidimas atlikti bandymo su
gyvinais procediiry projekta

Va
o,

L'wu YViO
Gulr,q
VALSTYBINE MAISTO IR VETERINARIJOS li\?l{\u \ b
Nr ,f -

LEIDIMAS ATLIKTI BANDYMO SU GYVUNAIS PROCEDURL l'R().l ER

2014-08-01 Nr. G2-15
Vilnius

Vadovaujantis Lictuvos Respublikos gyviny ymo 16
straipsnio 4 dalimi, Mokslo ir mokymo tikslais naudojemy gyviiny laikymo, priezitros ir
naudojimo  reikalavimais, patvirtintais  Valstybinés maisto ir veterinarijos tamybos
direktoriaus 2012 m. spalio 31 d. jsakymu Nr. B1-866 ,Dél Mokslo ir mokymo tikslais
naudojamuy gyviny laikymo, priezitros ir naudojimo reikalavimy patvitinimo®, Europos
konvencija dél eksperimentiniais ir kitais mokslo tikslais naudojamu stuburiniy gyviiny
apsaugos (OL 2004 m. speciatusis leidimas, 15 skyrius, 4 tomas, p. 323) ir remiantis Lietuvos
bandomuju gyviiny naudojimo etikos komisijos pric Valstybinés maisto ir veterinarijos
tamnybos 2014-07-28 ivada Nr. 9 ,Dél leidimo atlikti bandymus su gyvinais®, leidziam
a

gerovés ir apsaugos jstat

Valstybinio nmkﬂllmu t\ rimy mm(utul Inovatyvios medicinos centrui

O SehE (0 e e idacas e Tian ovkis Bandy e va Vet praceliry proiR

_Moleét pl. 29, LT-01102 \1lmu> 302877556,

Trear (oo Wodis (1] JanEoneq nomems Fep e

atlikti bandymo su gyviinais procediru projekta

WUVAL skitingu  $viesos doziu poveikio vertinimas bleomicinu  sukeltame peliy

eksperimentings sisteminés sklerozés modelyje”,

TBARTII00 44 1 VUSALL i veda:

S A e

vadove Gailuté Kirdaite, naudojant 60 linijiniu peliu,

Valstybinio moksliniy tyrimy iostitutui Inovatyvios medicinos centrui, Molety pl. 29,
Vilnius

TBaNay o S8 EyVUNAE Procedung Projekia ST INTG 8 ICios pavadinims, adresas)

Leidimas atlikti bandymo su gyviinais procegdty projektq galioja iki 2015 m. gruodzio

31d.

Dircktorius Jonas Milius
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3 priedas. Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos leidimas atlikti bandymo su
gyviinais procediiry projekta

VALSTYBINE MAISTO IR VETERINARIJOS TARNYBA
LEIDIMAS ATLIKTI BANDYMO SU GYVUNAIS PROCEDURU PROJEKTA

2016-04-45Nr. G2-42
Vilnius

Vadovaujantis Lietuvos Respublikos gyviiny gerovés ir apsaugos jstatymo 16
straipsnio 4 dalimi, Mokslo ir mokymo tikslais naudojamy gyviiny laikymo. priezidros ir
naudojimo  reikalavimais, patvirtintais Valstybinés maisto ir veterinarijos tamy bos
direktoriaus 2012 m. spalio 31 d. jsakymu Nr. B1-866 ,.Dél Mokslo ir mokymo tikslais
naudojamy gyviiny laikymo, prieZidros ir naudojimo reikalavimu patvirtinimo™, Europos
konvencija dél eksperimentiniais ir kitais mokslo tikslais naudojamu stuburiniy gyvinu
apsaugos (OL 2004 m. specialusis leidimas, 15 skyrius, 4 tomas, p. 325) ir remiantis Lietuvos
bandomuyjy gyviiny naudojimo etikos komisijos prie Valstybines maisto ir veterinarijos
tarnybos 2016-04-21 isvada Nr. 4 ,,Dél leidimo atlikti bandymus su gyviinais™,
leidziama

Valstybinio moksliniog tyrimy instituto Inovatyvios medicinos centrui,
§ JERES (-G Temms) iduotas Todimas TR0 U EYVARAS proceduiny projekiy.

Moléty pl. 29, Vilnius, 302877556.

adresas (-a1). Wodas (~81) JUndinrg asmeny 1ot

atlikti bandymo su gyviinais procediiry projekta

JUVA1 skirtingy &viesos doziy poveikio vertinimas bleomicinu sukeltame peliy

eksperimentiniame sisteminés sklerozés modelyje”,
{ ymo su pyWinais proce projckio pavedimmas vadovas, JATY gy VoA |

projekto vadové Riita Bradiinaité, naudojant 42 peles.

Valstybinio mokslini% tyrimy instituto Inovatyvios medicinos centre, Moléty pl. 29, Vilnius.
VMO Su ZyVURAIs proceduny projekto ailikimo vietos pavadinimas, adresas)

Leidimas atlikti bandymo su gyviinais procediiry projekta galioja iki 2017 m. gruodzio

31d.

!

\ |

/

Direktoriaus pavaduotojas f / K CCC \K Vidmantas Paulauskas
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