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SANTRUMPOS

ANA - antikiinai prie§ branduolio antigenus
ACA — antiktinai prie$ centromeras

DR3 — serotipiné ZLA reprezentacija

DR5 — serotipiné ZLA reprezentacija

ECE — endoteling konvertuojantis enzimas
EGF — epidermio augimo faktorius

ENA - antik@inai pries i§skiriamus i§ branduolio antigenus
ET-1 - endotelinas-1

HGF — hepatocity augimo faktorius

HRP — krieny peroksidazé

ICAM-1- tarplastelinés adhezijos molekule-1

IFA - imunofermetinés analizés tyrimo metodas (angl. enzyme linked immunosorbent assay -
ELISA)

IL-1- interleukinas-1

IL-6 — interleukinas 6

PAH — plauciy arteriné hipertenzija

PDGF - trombocity sintezuojamas augimo veiksnys

SSc — sisteminé sklerozé

TGF-B — transformuojantis augimo veiksnys beta

TNF- naviko nekrozés veiksnys

VCAM-1 — kraujagysliy lgsteliy adhezijos molekulé-1

VUL SK LMC — Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky Laboratorinés medicinos centras

ZLA — 7mogaus leukocity antigenas



IVADAS

Sisteminé sklerozé (SSc) yra létiné, autoimuning, jungiamojo audinio liga pazeidzianti oda
ir vidaus organus. Nepaisant per pastarajj deSimtmetj pasiektos pazangos SSc diagnostikoje ir
gydyme, invalidizacija ir mirtingumas nuo SSc islieka didziausias, tarp visy jungiamojo audinio

ligy.

Progresuojanti sisteminé sklerozé — tai liga, susijusi su iSplitusia odos, smulkiyjy
kraujagysliy sieny bei vidaus organy jungiamojo audinio skleroze. SSc - reta liga, ja serga maziau
negu 1 proc. populiacijos, Lictuvoje Sia liga diagnozuota apie 200 Zmoniy. Iki $io néra aiSki SSc
etiologija. Ligg iSprovokuoti gali tick genetiné predispozicija, tick aplinkos veiksniai
(ultravioletiné spinduliuoté, cheminés medziagos, virusinés infekcijos), tiek Siy komponenty
sgveika. Moterys SSc serga 3 — 5 kartus dazniau negu vyrai. SSc jauny Zmoniy liga, dazniausiai $i

liga diagnozuojama 30 — 50 mety amziaus asmenims, tai ligos sergamumo pikas.

Sisteminés sklerozés diagnozé nustatoma remiantis klinikiniy pozymiy, laboratoriniy
zymeny ir fizinés biklés visuma. Taciau iki Siol néra nustatyti specifiniai laboratoriniai Zymenys,
kurie galutinai leisty patvirtinti SSc diagnoze ir jvertinti ligos aktyvuma bei prognoze. Siuo metu
pagrindiné laboratoriniy tyrimy paskirtis diagnozuojant SSc — ,.atmesti“ Kitus galimus

autoimuninius susirgimus.

Sergant sistemine skleroze, padidéja adhezijos molekuliy ekspresija endotelio Igsteliy
pavirSiuje, o kraujyje didéja tirpiyjy Siy molekuliy formy koncentracija, kurig jmanoma jvertinti
laboratoriniais tyrimy metodais, tiriant kraujo serumg. Atsizvelgiat j biologing funkcija ir
moksliniy tyrimy duomenis ET-1 laikomas vienas pagrindiniy SSc patogenezés komponenty.
Dideli ET-1 ir jo receptoriy kiekiai yra ekspresuojami tiek endotelio lasteliy, tiek cirkuliuoja SSc
sergan¢iy pacienty kraujyje. Tirpiy adhezijos molekuliy ir ET-1 nustatymas SSc serganciyjy
kraujo serume galéty bati vieni i$ laboratoriniy zymeny padedanéiy jvertinti SSc aktyvuma ir ligos

prognoze.

Sio mokslinio tiriamojo darbo metu, buvo siekiama jvertinti endotelino — 1 (ET-1),
kraujagysliy lasteliy adhezijos molekuliy - 1 (VCAM-1) ir tarplastelinés adhezijos molekuliy — 1

(ICAM-1) kiekio kraujo serume diagnosting vertg ir jtaka sisteminés sklerozés patogenezéje.



DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

DARBO TIKSLAS:

Ivertinti endotelino — 1 (ET-1), kraujagysliy lasteliy adhezijos molekuliy - 1 (VCAM-1) ir
tarplastelinés adhezijos molekuliy — 1 (ICAM-1) kiekio kraujo serume diagnosting vertg ir jtaka

ligos patogenezéje, pacientams sergantiems sistemine skleroze.

DARBO UZDAVINIAL

1. Nustatyti endotelino - 1, kraujagysliy lgsteliy adhezijos molekuliy - 1 (VCAM-1) ir
tarplastelinés adhezijos molekuliy — 1 (ICAM-1) koncentracijos, tiriamyjy kraujo serume,
diagnosting verte, sisteminés sklerozés atveju.

2. Nustatyti entodetino — 1, kraujagysliy lasteliy adhezijos molekuliy - 1 (VCAM-1) ir
tarplastelinés adhezijos molekuliy — 1 (ICAM-1) sasajas su uzdegimo zymenimis (CRB,
ENG, ENA), vertinant uzdegiminio proceso eig3.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. SISTEMINE SKLEROZE

Sisteminé sklerozé (SSc) yra polietiologing, nevienalyté, heterogeniska, daugeli organy
pazeidzianti autoimuniné liga [1]. Nepaisant per pastargjj deSimtmetj pasiektos pazangos SSc
diagnostikoje ir gydyme, invalidizacija ir mirtingumas nuo SSc iSlieka didziausias, tarp visy
jungiamojo audinio ligy [2]. Progresuojanti sisteminé sklerozé — tai liga, susijusi su i$plitusia odos,

smulkiyjy kraujagysliy sieny bei vidaus organy jungiamojo audinio skleroze.

Pirma kartg detaliai j Sisteming skleroze panas$ig ligg aprasé Curzio dar 1754 metais. 1847
metais Gintrac jau pasiiilé terming skleroderma. Zodis ,,skleroderma", kiles i§ graiky kalbos,
reiSkiancio - ,kieta oda". Pagal Siuolaikinj apibrézima, SSc - tai pirminé idiopatiné vidaus organy
ir odos fibroze, susijusi su sutrikusia fibroblasty funkcija ir padidéjusia kolageno sinteze. Tai
sisteminé jungiamojo audinio liga, pasireiskianti vidaus organy bei odos fibroze, kolageno
hiperprodukcija, mikrocirkuliacijos sutrikimais, uzdegimo sukeltais pakitimais, endotelio
proliferacija, smulkiyjy kraujagysliy sieneliy uzdegimu, bei humoralinio ir lgstelinio imuniteto
pakitimais. Sisteminé skleroz¢ - tikslesnis $ios ligos pavadinimas, nes procesas pasireiskia ne vien

dermoje.

Sistemingé sklerozé — jvardinama kaip uzdegiminé liga, taciau iki $iol uzdegima sukeliancios
priezastys yra neaiskios. Dazniausiai $i liga priskiriama autoimuniniy ligy grupei. SSc sergancio
asmens imuniné sistema kovoja su organizmo antigeninémis struktiromis. Uzdegiminis procesas
sukelia audiniy edema, padidéjusj fibrozinio audinio sintezés aktyvuma. Sergant Sia liga oda
tampa blizganti ir kieta. Sisteminé sklerozé — létai progresuojanti liga. Siai ligai budingas odos
sustandéjimas ir vidaus organy pazeidimai. SSc - reta liga. Nors SSc serga maziau negu 1 proc.
populiacijos, tac¢iau pasaulyje $ia liga serga apie 2,5 milijono zmoniy. Lietuvoje SSc diagnozuota
apie 200 asmeny. Per metus pasaulyje nustatoma iki 3 naujy ligos atvejy 100 000 gyventojy.
Motery sergamumas Sia liga yra 3 - 4 kartus didesnis negu vyry [3]. SSc dazniausiai pasireiSkia ir
diagnozuojama 30 — 50 mety amziaus moterims, tai ligos sergamumo pikas. Vyrai dazniausiai
Suserga budami vyresnio amziaus (>60 mety). Sergamumas S§ia liga tarp vaiky Zemas,

registruojami pavieniai atvejai.

Tiksli liga sukelianti priezastis iki Siol néra iSaiSkinta ir zZinoma. Liga gali iSprovokuoti
daugybé veiksniy: virusinés infekcijos, vaistai, cheminés medziagos (vinilchloridas, epoksidiné
derva), radiacija, ultravioletiné spinduliuoté. ReikSmés turi ir genetiniai faktoriai: aptinkamas
Seiminis sergamumas, nustatytas rySys su II klasés ZLA DR3 ir DR5 genotipais. SSc 1,6 proc.

dazniau pasireiSkia Seimose, kuriuose yra ar buvo serganciyjy SSc, lyginant su bendra gyventojy
6



populiacija [4]. Padidéjusig ir nepagrjsta jungiamojo audinio sintez¢ lemia imuniné sistema.
Provokacinis veiksnys, lemiantis imuninés sistemos stimuliacija, gali buti bet kuris aplinkos
veiksnys ar genetinis faktorius. Normaliag organy audiniy struktira pamazu ima Kkeisti
jungiamasis audinys, dél struktariniy audiniy poky¢iy atsiranda nuolat progresuojantys organy
veiklos sutrikimai. Sergant SSc ypac¢ pazeidziamos 0dos kraujagyslés, todél oda jgauna budingg
SSc specifinj vaizda. SSc metu nekontroliuojama fibrozé pazeidzia ne tik oda, bet ir kitus vidaus

organus, sukeliant komplikacijas, kurios yra viena pagrindiniy mirties nuo SSc priezas¢iy.

SSc yra létiné sisteminé autoimuniné liga, pazeidzianti oda, plaucius, Sirdj, virSkinimo
trakta, inkstus ir skeleto raumeny sistema. Skiriamos dvi pagrindinés SSc formos, priklausomai
nuo odos pazeidimo lygio: difuziné ir ribota. Difuziné sisteminé sklerozé¢ daugiausiai apima
centrines kiino dalis t. y. liemenj, kriiting, $launis. Difuzinei SSc biidingi odos poky¢iai vir$ alkiiny
ar keliy, ankstyvas organy pazeidimas, Scl — 70 autoantikiiny aptikimas, greitas organy
disfunkcijos progresavimas, 10 mety iSgyvenamumo rodiklis siekia tik 40 proc. Ribotos sisteminés
sklerozés pazeidimai daugiausia pasireiskia periferinése kuino dalyse pvz.: pédose, plastakose,
veide. Ribotai SSc budingi odos poky¢iai virs alkiiniy ar keliy, tai 1é¢iau progresuojanti SSc forma,
nustatomi CENP-B autoantikiinai, vélyvos komplikacijos, kurios daZniausiai susijusios su plau¢iy
arterine hipertenzija (PAH), trofinémis opomis, 0 10 mety i§gyvenamumo rodiklis yra didesnis

nei 70 proc. [5].

Plauciy arteriné hipertenzija (PAH) yra pagrindiné SSc sukelta mirties priezastis. PAH tai
greitai progresuojanti plauc¢iy kraujagysliy liga, kuriai bidingas smarkus kraujagysliy
susiauréjimas, kuris sukelia patologiskai auksta spaudima plaugiy arterijose. Si biiklé nustatoma,
kai spaudimas plauciy arterijoje padidéjes daugiau nei 25 mmHg ramybéje ir daugiau nei 30
mmHg fizinio kravio metu. PAH pasireiskia 10 - 12 proc. visy SSc pacienty. Mirtingumas siekia
net 50 proc. per 3 metus nuo nustatytos PAH diagnozés [6]. PAH simptomai yra nespecifiniali,
todél daznai priskiriami kitiems SSc sukeltiems simptomams, dél to PAH daZniausiai

diagnozuojama tik vélyvoje stadijoje. Kol kas 81 SSc sukelta komplikacija nepagydoma.

1.2.SISTEMINES SKLEROZES PATOGENEZE

Ligos patogenezéje visy pirma pasireiskia kraujagysliy pazeidimas ir uzdegimo aktyvacija,
o tik po to fibrozé. Sutrikusi vazodilatatoriy bei vazokonstriktoriy pusiausvyra sutrikdo normalig
kraujo cirkuliacijg. ISemijos — reperfuzijos epizodai lemia oksidacinj stresa, kuris dar labiau didina
kraujagysliy pazeidima. Pirminis kraujagysliy pazeidimas yra endotelio lgsteliy pazeidimas, kurj
sukelia T lasteliy gaminami citokinai, proteoliziniai fermentai, plazminiy lasteliy sekretojami

autoantikiinai nukreipti prie$ endotelio Igsteliy antigenus. Uzdegiminis Kraujagysliy pazeidimas

7



sukelia endotelio Iasteliy aktyvacijg ir disfunkcijg, tai lemia padidéjusig kraujagysliy endotelio
lasteliy adhezijos molekuliy ir leukocity adhezijos molekuliy sekrecija. Pakitusi vazoaktyviy
mediatoriy sekrecija aktyvuoja trombocitus ir fibrinolizinius procesus. Aktyvuoti trombocitai
i§skiria tromboksang A2, PDGF ir TGF-B, Kkurie sukelia vazokonstrikcijg, prisideda prie
fibroblasty aktyvavimo ir miofibroblasty diferianciacijos. Aktyvuotos endotelio lgstelés ima
sekretuoti vazoaktyvius mediatorius, tokius kaip prostaciklinas ir endotelinas — 1 (ET-1).

Daugybé citokiny ir biologiskai aktyviy mediatoriy yra siejami su SSc patogeneze. Detalus
SSc patogenezés mechanizmas vis dar néra pilnai iStirtas ir aiSkus, tac¢iau pagrindiniai pazeidimai
parodo, kad SSc procese dalyvauja maziausiai Keturi 1asteliy tipai: fibroblastai, 1gstelinio imuniteto
lastelés - T limfocitai, humoralinio imuniteto lgstelés — endoteliocitai ir B limfocitai [5]. Ligos
eigoje atsiranda autoantikiiny, pazeisti audiniai infiltruojami limfocitais ir monocitais, daugiausiai

makrofagais bei T limfocitais, vystosi létinis uzdegimas [3] (1 paveikslas).

A e

Genetiné predispozicija

— :E”:» 3)% = :)

N Vazoaktyvas Vaskulopatija dél
/_\)r faksvisila . mediatoriai endotelio lIasteliy
aisvieji radikalai & ovt & g8
UV spinduliuoté proliferacijos ir lygiuju - L
- raumeny hipertrofijos Audiniy hipoksij
Endotelio lasteliy
A pazeidimas

Radiacija

J @ S
SO @™ %

Citokinai
Chemokinai

-

e

Tarsa
Tir B limfocitai ~ Makrofagai

Leukocity aktyvacija
c O
Virusai }
' !

\J Autoantikanai

Cheminés medziagos

Fibrozé

1 paveikslas. Sisteminés sklerozés patogenezés mechanizmas [4].

SSc metu tiek Th1l tiek Th2 limfocitai gali sintetinti T Igsteliy citokinus. Citokiny perteklius
nustatomas ir pacienty kraujyje bei odoje. Citokinai skatina fibroblasty proliferacijg, makrofagai
pradeda sintetinti IL-1 bei TNF-a, kurie veikia fibroblastus stimuliuodami kolageno, IL-6, PDGF
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sinteze. Endoteliocitai skatinami gaminti Igsteliy adhezijos molekules ICAM-1 ir VCAM-1 bei IL-
1 ir IL-6 [3]. B limfocitai SSc metu esti aktyvinti, virt¢ plazminémis lastelémis, gebanciomis
sintetinti autoantiktinus. B limfocity aktyvacija gali parodyti laboratoriniai rodikliai, pavyzdziui
hipergamaglobulinemija, autoantikiny aptikimas ir padidinta CD19+ ekspresija periferiniame

kraujyje [4].

Imunologiné sisteminés sklerozés patogenezés hipotezé - iki $iol tiksliai neZinomi veiksniai
(UV spinduliuoté, radiacija, cheminés medziagos, virusai) aktyvina T limfocitus, kuriy i$skiriami
citokinai telkia makrofagus ir plazmines lasteles. Jy iSskiriami mediatoriai (histaminas, augimo
faktoriai) skatina sustipréjusig kolageno sinteze¢ bei fibroblasty augimg. Neimuninis SSc
mechanizmas — ank$¢iau jvardyti veiksniai aktyvina smulkiyjy kraujagysliy endotelj ir
trombocitus. I§ smulkiyjy kraujagysliy endotelio ir pradéjusiy agreguotis trombocity i$siskyre
augimo ir chemotaksiniai faktoriai aktyvina fibroblastus. Susiauréjus daugeliui smulkiyjy
kraujagysliy, pasireiskia audiniy i§emija ir formuojasi fibrozé. Ligos patogenezéje galimai svarbiis

abu mechanizmai.

1.3.ENDOTELINAS -1

Endotelino sistema pirma kartg iSgryninta ir sekvenuota 1980 — yjy pabaigoje i§ kultivuoty
endotelio lgsteliy [8]. Endoteliny sekrecija yra reguliuojama geny lygmeniu. Endoteliny raiska
sustiprina fiziniai veiksniai: hipovolemija, hipoksija, $al¢io poveikis, stresas, hormonai:
angiotenzinas Il, adrenalinas, insulinas, antidiurezinis hormonas, kortizolis, vietiniai veiksniai:
augimo faktoriai, citokinai (IL — 1), aktyvuoti trombocitai, endotoksinai, trombinas, oksiduoti
mazo tankio lipoproteinai. Endotelino geno ekspresija slopina azoto oksidas (NO), prostaglandinai
(PGE1, PGE2), heparinas, hepatocity augimo faktorius (HGF), epidermio augimo faktorius (EGF),
natriuretiniai peptidai [9] (2 paveikslas).

Endoteliny Seimai priklauso trys endotelino izoformos — ET-1, ET-2 ir ET-3. Tai peptidai,
sudaryti i§ 21 aminoragsties liekanos. Visi trys turi bendrus receptorius, bet pasizymi skirtingu
giminingumu. Endotelinai skatina uzdegimg, kraujagysliy vidinio dangalo proliferacija, vidurinio
kraujagysliy dangalo hipertrofija, raumeniniy lasteliy migracija j smulkigsias arterioles,

fibroblasty proliferacija bei fibroze [9].

ET biosintezé prasideda nuo pirmtaky molekulés, pro - ET, kuri susideda i§ 212
aminoragsciy. Pro — ET hidrolizuojamas neutralia endopeptidaze, susidaro aktyvus prekursorius
Hdidysis ET-1% | Didysis ET-1“ verCiamas pilnaver¢iu baltymu metaloproteinazés endoteling
konvertuojanciu fermentu — 1 (ECE — 1) [10].



Endotelinas — 1 yra vazokonstrikcinis, prieSuzdegiminis ir proliferacinis endotelio Igsteliy
sekretuojamas peptidas, svarbus kraujagysliy funkcijos reguliavimui. Endotelinas - 1 yra
stipriausias zinomas vazokonstrikcinis peptidas gaminamas jvairiy lasteliy, didzioji dalis ET-1
sintezuojama endotelyje, epitelio Igstelése, monocituose, makrofaguose ir fibroblastuose.
Didziausia geba sintetinti ET-1 pasizymi smulkiyjy veny endotelis, vainikiniy Sirdies kraujagysliy
ir smegeny arterijy endotelis. ET-1 ekspresija yra indukuojama TGF - B, jo signalai perduodami
per A ir B fibroblasty endotelino receptorius, kurie stimuliuoja fibroblasty migracija,
miofibroblasty diferenciacijg ir lygiyjy raumeny proliferacijg. Skiriami dviejy tipy ET-1

receptoriai:

1) ET A —daugiausia lygiuosiuose raumenyse;

2) ET B — randama lygiuosiuose raumenyse ir endotelio lastelése.

Fizikiniai cheminiai Hormonai
Kraujo komponentai  Yeiksniai Adrenalinas Baltymai
R s Angiotenzinas IT ey 7
G s S o
Trombinas . Insulinas T(-:'}_
Oksiduoti MTL Kortizolis H_l-ﬁ eostaciiings

Endotoksinai Azoto oksidas
ANP. BNP
Heparinas

'l = >
..

Prepro ET-1

Endotelio lastelé

2 paveikslas. ET-1 sintezés reguliacija ir veikimo vietos [12].
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ET-1 dazniausiai pasizymi parakrininiu veikimu. Tyrimai su endotelinais ir specifiniais
endotelino receptoriy antagonistais rodo, kad Sie peptidai yra svarbis kraujagysliy fiziologijoje
[12]. ET-1 dalyvauja ir autokriningje endoteliniy lasteliy reguliacijoje, skatindamas azoto oksido
(NO) ir prostaciklino susidarymg. ET-1, iSskirtas po endotelio Igsteliy aktyvinimo ir/arba
suzalojimo, vaidina svarby vaidmenj fibroziniame bei vaskulopatiniame jungiamojo audinio ligy
procese [7]. ET-1dalyvauja fibrozés kaskadoje stimuliuodamas fibroblasty kolageno gamybg ir

inhibuodamas matrikso metaloproteinazés — 1 aktyvuma.

ET-1 poveikis organams ir organy sistemoms gali biiti suskirstytas j trumpalaikj (hormony
sekrecija, raumeny susitraukimas, Iasteliy transporto kontrol¢) ir ilgalaiki poveikj (geny
ekspresijos kontrolé, poveikis lgsteliy hipertrofijai, mitogenezé ir kt.). ET-1 yra parakrininis
mediatorius, kuris stimuliuoja pagumburio ir hipofizés hormony sekrecija, taip pat aldosterono,

adrenalino ir Sirdies natriuretinio peptido iSsiskyrima.
1.4 ENDOTELINAS — 1 SISTEMINES SKLEROZES PATOGENEZEJE

Atsizvelgiat | biologing funkcija ir moksliniy tyrimy duomenis ET-1 laikomas vienu
pagrindiniy SSc patogenezés komponenty. Dideli ET-1 ir jo receptoriy kiekiai yra ekspresuojami
tiek endotelio lgsteliy, tiek cirkuliuoja SSc serganciy pacienty kraujyje. Pacienty serganciy SSc
kraujo serume yra nustatomos padidintos ET-1 koncentracijos, lyginant su sveiky pacienty
kontrolinémis grupémis [8] [17]. Pacientams serganties SSc, kuriy vidaus organai pazeisti SSc,
ET-1 koncentracija kraujo serume yra zymiai didesné negu pacienty, kuriems dar néra sisteminiy
organy pazeidimy [10]. ET — 1, kuris sekretuojamas aktyvintose ir pazeistose endotelio Igstelése,

atlieka svarby vaidmenj fibrozés bei jungiamojo audinio vaskuliarizacijos procese [7].

2013 m. Italy mokslininky atliktas bandomasis tyrimas patvirtino, kad SSc sergantiems
pacientams serumo ET-1 koncentracija virsija rekomenduojama referenting verte ir yra susijusi su
ligos sunkumu ir komplikacijy rizika. Tyrimo metu buvo analizuojami SSc serganciy pacienty
kraujo serumo méginiai, nustatyta, jog néra statistiSskai reik§Smingo rysio tarp ET-1 koncentracijos
ir tiriamyjy amziaus, ANA, ANCA titry. Bet nustatytas statistiSkai reik§mingas teigiamas rySys
tarp ET-1 koncentracijos ir SSc klinikinio pasireiSkimo [11]. Padidéjusi ET-1 koncentracija
siejama su plauciy arterine hipertenzija (PAH), inksty funkcijos nepakankumu, trofinémis opomis
[12].

ET-1 yra stiprus vazokonstriktorius, stiprus mitogenas fibroblastams ir lygiyjy raumeny
lasteléms, stiprus matrikso biosintezés stimuliatorius. ET — 1, greiciausiai, vaidina pagrindinj

vaidmenj plétojant struktiirinj kraujagysliy sutrikimg ir organy fibroze SSc patogenezéje.
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Stimulivodamas kraujagysliy lygiyjy raumeny ET - A receptorius, ET — 1, veikia kaip
vazokonstriktorius ir kaip vazodilatatorius veikdamas endotelio lgsteliy ET — B receptorius.
Padidéjus ET-1 sekrecijai ir sumazéjus NO ir PGI2, ET-1 dalyvauja kraujagysliy tonuso
reguliacijos procese. Tyrimy duomenimis provokacija $al¢iu statistiS$kai reikSmingai padidino ET-
1 koncentracijg pacientams serganties SSc lyginant su kontroline sveiky tiriamyjy grupe [20]. Vis
délto keletos tyrimy metu nenustatytas rySys tarp ET-1 koncentracijos bandymo pradzioje ir atlikus
provokacinj Sal¢io tyrima pacientams, kuriem yra pasireiskes Reino fenomenas [22]. Tikétina, kad
padidéjusi ET-1 koncentracija, labiau gali biiti endotelio pazeidimo Zymeniu, o ne kraujagysliy
susiaur¢jimo rodikliu. ET-1 dalyvauja strukriiriniame proliferaciniame kraujagysliy pazeidime, o

ne vazokonstrikcijoje.

ET-1 yra stiprus mitogenas ir veikia kartu su kitais augimo faktoriais, jskaitant kraujagysliy
endotelio augimo faktoriy (VEGF), ir gali veikti kaip ko-mitogenas jvairiy lasteliy atzvilgiu. ET-
1 skatina glikoproteiny, trobospondino, fibronektino sintez¢ ir sekrecija. Be to, ET-1 padidina
neutrofily ir trombocity sukibimg su kraujagysliy sienelémis taip sukeldamas oksidacinj stresg ir
kraujagysliy pazeidima, dél kurio atsirada endotelio disfunkcija [18]. ET-1 sukelia intimos
proliferacija ir kraujagysliy sienelés sustoréjima pacientams sergantiems SSc. ET-1 vaidmuo
dalyvaujant kraujagysliy pazeidimo procesuose demonstruojamas tyrime su transgeninémis
pelémis [19]. Transgeniniy peliy endotelio lastelés gausiai ekspresuoja ET-1 ir tai sukelia
kraujagysliy sieneliy hipertrofijg ir oksidacinj stresa, kas lemia endotelio disfunkcija, taip pat
Zymiai padidéja ET — B receptoriy, palyginti su laukinio tipo pelémis.

1.5.TIRPIOS ADHEZIJOS MOLEKULES

Adhezijos molekulémis vadinami jvairts lasteliy membrany baltymai, tarpininkaujantys
vykstant Igsteliy sukibimui tarpusavyje arba prikibimui prie tarplastelinio uzpildo. Adhezija (lot.
adhaesio — prilipimas, sukibimas) yra gyvybiSkai butina organizmo Igsteliy savybé. Dél Sios
funkcijos galima lasteliy diferenciacija ir augimas, migracija, audiniy funkcionavimas bei

vientisumo palaikymas.

Lasteliy adhezijos molekulés dalyvauja SSc patogenezéje [24]. Adhezijos molekulés
dalyvauja vystantis uzdegiminiam procesui, trombocitams ir leukocitams judant audiniy
pazeidimo vietos link. Sergant sistemine skleroze, padidéja adhezijos molekuliy ekspresija
endotelio lgsteliy pavirSiuje, o kraujyje didéja tirpiyjy S$iy molekuliy formy koncentracija, kurig

Jmanoma jvertinti laboratoriniais tyrimy metodais, tiriant kraujo seruma.

Kraujagysliy lasteliy adhezijos molekulée — 1 (VCAM-1) yra glikoproteinas, kurio
molekuliné masé¢ 90 kDa, struktira panasi j ICAM-1. VCAM-1 priklauso imunoglobuliny
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superSeimai. VCAM-1 genas turi SeSis arba septynis imunoglobuliny domenus ir yra
ekspresuojamas tiek didziosiose, tick mazosiose kraujagyslése tik tada, kai endotelio lasteles
stimuliuoja citokinai. VCAM-1 tarpininkauja limfocity, monocity, eozinofily ir bazofily
sukibimui su kraujagysliy endoteliu. VCAM-1 palaiko limfocity, monocity, natiiraliy zudikiy,
eozinofily ir bazofily sukibimg per sgveika su vélyvuoju leukocity antigenu — 4 (VLA — 4).
VCAM-1 ir VLA — 4 sgveika palaiko tvirtg ne neutrofiliniy leukocity prisijungima prie endotelio.
VCAM-1 taip pat dalyvauja leukocity sukibimo procesuose uz kraujagysliy, stimuliuodama
limfocity adhezijg prie kauly ¢iulpy stromos lasteliy ir B limfocity adhezijg prie limfmazgiy
folikuliniy dendritiniy Igsteliy. Ramybés busenoje VCAM-1 ant endotelio lasteliy pavirsiaus
ekspresuojamas silpnai, tac¢iau ekspresija labai suaktyvina citokinai, pavyzdziui, TNF —a, IL — 13,
IL — 4 ar INF — y. VCAM-1 sekrecijg taip pat skatina hiperglikemija, homocisteinas, oksiduoti
mazo tankio lipoproteinai bei laisvieji radikalai. Yra iSskirta tirpi VCAM-1 forma. Tirpiy VCAM-
1 molekuliy randama sveiky asmeny kraujyje, o padidéjusia koncentracija galima nustatyti sergant
Siomis ligomis: véziu, autoimuninémis ligomis, infekcinémis ir kitomis 1étinémis ligomis. VCAM-
1 sintetinamas ne tik iSskirtinai endotelio lasteliy, jis taip pat ekspresuojamas folikuliniy
dendritiniy lasteliy, bluznies ir Ciobrialiaukés makrofagy, Kupferio Igsteliy kepenyse nesat
uzdegimo. Dél plataus paplitimo Zmogaus audiniuose ir organuose VCAM-1 dalyvauja daugelyje

patofiziologiniy mechanizmy ir yra siejamas su tam tikromis ligomis.

Tarplastelinés sgveikos adhezijos molekulé — 1 (ICAM-1) tai adhezijos molekulé,
priklausanti imunoglobuliny superSeimai. Siai $eimai priskiriami baltymai, kuriy molekulinéje
sandaroje yra pasikartojanéiy struktiiry, panasiy j imunoglobulinuose randamus domenus. Sie

domenai sudaryti i§ tankiai ,,supakuoty* peptidy B vijy, Kurias stabilizuoja disulfidinés jungtys.

ICAM-1 transmembraninis glikoproteinas, kurio molekuliné masé svyruoja nuo 60 iki 114
kDa, priklausomai nuo prijungty gliukozés molekuliy skai¢iaus. Svarbiausi ICAM-1 ligandai
yra B2 integrinai: makrofagy — 1 antigenas (MAC — 1) ir su limfocity funkcija susijgs antigenas —
1 (LFA — 1), kurie yra ekspresuojami leukocity pavirSiuje. ICAM-1 randama jvairiy leukocity ir
nehematogeniniy lgsteliy pavirSiuje. ICAM-1 yra integrino LFA-1 ligandas. Dalyvauja lasteliy
migracijoje. ICAM-1 néra specifiSka endoteliui, randama daugelyje lgsteliy tipy — monocity,
limfocity, epiteliniy, lygiyjy raumeny, Sirdies raumens lasteliy, keratinocity, eozinofily,
fibroblasty, dendritiniy lasteliy, hepatocity, kamieniniy lgsteliy — pavirsiuje. ICAM-1 ekspresija
stimuliuoja tokie citokinai kaip IL — 1, TNF — a, INF — y. Ekspresijg taip pat skatina bakterijy

endotoksinai bei oksiduoti maZo tankio lipoproteinai.

Adhezijos molekuliy ekspresijg galima tirti endotelio Igstelése, ta¢iau daug patogiau tirti jy

tirpigsias formas kraujo serume (SICAM-1, sVCAM-1). Tam gali bati taikomos jvairios
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metodikos, pavyzdziui, imunofermentinés analizés metodas (IFA), tirpiyjy adhezijos molekuliy
koncentracijos nustatymui kraujo plazmoje arba serume. Tirpi adhezijos molekulé — tai
uzlasteliné atitinkamos adhezijos molekulés dalis, kuri, veikiant fermentams proteazéms,
,nukerpama“ ties jéjimo j plazming membrang vieta. Apie 10 proc. Igstelés pavirSiaus baltymy
yra paSalinami tokios proteolizés budu, tai yra svarbus baltymy skai¢iy lgstelés pavirSiuje
reguliuojantis mechanizmas, galintis vykti jvairiose organizmo Igstelése. SICAM-1 koncetracija
kraujo serume atspindi endotelio uzdegima sergant SSc. Si molekulé, nepaisant to, kad yra
aktyvacijos zymuo, sukelia uzdegimo kaskadg endotelio Iastelése, skatindama citokiny gamybag ir
kity adhezijos molekuliy ekspresijg [13]. 2018 metais Andrea Delle Sedie ir kity autoriy atlikto
tyrimo duomenimis, pacienty sergan¢iy SSc, SVCAM-1 ir SICAM-1 koncentracijos padidéjimas
kraujo serume yra lygiagretus, taciau rySys nustatytas tik tarp SICAM-1 molekuliy koncentracijos
ir uzdegimo zymeny (CRB, ENG) [14]. Remiantis tyrimo duomenimis galime teigti, kad SICAM-

1 gali buti susij¢ su létiniu uzZdegimu sergant SSc.

SVCAM-1 ir sICAM-1 adhezijos molekulés pla¢iai naudojamos kaip endotelio disfunkcijos
zymenys. Adhezijos molekuliy svarba SSc patogenezéje isskiriama ne viename moksliniame
tyrime [14] [15]. Ankstyvojoje SSc stadijoje pacientams ir ypa¢ tiems, kuriems liga aktyviai
progresuoja, nustatoma padidéjusi tirpiy adhezijos molekuliy koncentracija kraujo serume. Netgi
ligos pradZzioje, SSc pacienty odoje randamas padidéje¢s adhezijos molekuliy kiekis [16]. Tirpios
adhezijos molekuliy formos aptinkamos ir kraujyje. sVCAM-1 padidéjimas Kraujo serume, sergant
SSc, gali biti susijes su organy pazeidimo mastu [13]. Tirpios adhezijos molekulés, VCAM-1,
ICAM-1, i§skiriamos endoteliniy lgsteliy, aktyvuoja endotelio lgsteles ankstyvose SSc stadijose ir
koreliuoja su tam tikry organy pazeidimu ir komplikacijomis [17]. SVCAM-1 ir SICAM-1 rySys
su SSc sunkumu nustatytas daugelyje moksliniy studijy [19] [17], ta¢iau ne visose [16].

Endotelio lasteliy pazeidimas sukelia adhezijos molekuliy ekspresija, tai sukelia tolimesn;j
endotelio pazeidimg dalyvaujant uzdegimag sukelianCioms lgsteléms. Anksteniy tyrimy
duomenimis nustatyta, kad pacienty sergan¢iy SSc fibroblastai pasiZymi padid¢jusia ICAM-1

ekspresija, o tai rodo padidéjusj potencialg prisijungti prie uzdegiminiy lasteliy [17].
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1.6. ANTIKUNAI PRIES ISSKIRIAMUS IS BRANDUOLIO ANTIGENUS IR

SISTEMINE SKLEROZE

I§ branduolio i$skiriami antigenai yra tirptis branduolio komponentai, kurie yra autoantikiiny
taikiniai. Siuo metu Zinoma per 100 antikiiny prie§ i§skiriamus i§ branduolio antigenus (ENA),
tac¢iau klinikinéje praktikoje dazniausiai nustatomi antikiinai prie§ Siuos keturiolika antigeny:
NRNP, Sm, SS - A (SS - A natyvinis ir Ro - 52), SS - B, Scl-70, PM - Scl, CENP-B, PCNA, ds -
DNR, nukleosomas, histonus, ribosominj P baltyma ir AMA - M2. ENA autoantiktiny tyrimas gali
bati taikomas tokiy ligy kaip sisteminé raudonoji vilkligé, Sjogren‘o sindromas,

polidermatomiozitas ir SSc diagnostikai.

Serumo autoantikiiny aptikimas prie§ i§ branduolio isskiriamus antigenus yra SSc
serologinis Zymuo. Sergant SSc, §ie autoantikiinai aptinkami 95 proc. pacienty [32]. Iskiriami 3
pagrindiniai SSc specifiniai autoantikiinai, kiti — retesni, nespecifiniai, nenustatyti arba kliniskai
nereikSmingi [33]. SSc budingi autoantikiinai retai nustatomi pacientams sergantiems Kitomis
jungamojo audinio ligomis ir dar reciau aptinkami pacientams, kurie neserga autoimuninémis
ligomis. SSc sergantiems pacientams retai nustatomas daugiau negu vienas autoantikiinas [34].
Anti — ENA antikiiny reik§mé SSc patogenezéje néra aiskiai nustatyta, taciau Sie autoantikiinai
gali buti siejami su ligos prognoze ir klinikine iSraika. Anti — ENA nustatymas yra naudingas

ankstyvos ir tikslios diagnozés nustatymui.

Antik@inai prie§ topoizomeraze I (Scl-70) aptinkami 25 — 75 proc. pacienty serganciy
skleroderma, ypa¢ sergant SSc. Pacientai, kuriems pasireiSkia Reino sindromas ir aptinkami
antiktinai prie§ Scl-70, dazniausiai susiduria su tipine difuzine progresuojancia sistemine skleroze.
Scl — 70 antigenas buvo identifikuotas kaip funkciskai aktyvus fermento DNR topoizomerazés |
degradacijos produktas. 70 kDa molekulinés masés antigenas yra lokalizuotas nukleoplazmoje ir
ypac didelé jo koncentracija yra branduolyje. Fermentas dalyvauja DNR dvigubos grandinés
replikacijoje ir transkripcijoje.

Antiktinai prie§ centromeras pirma karta buvo apraSyti 1980 metais. ISskiriami keli
centromery baltymai — A, B, C ir D. Taciau pagrindinis taikinys SSc patogenezéje yra B
centromery baltymas. Antiktinai prie§ centromery baltymg B (CENP — B) aptinkami net 80 — 95
asmeny serganciy ribota SSc forma [32] [33]. Jie nustatomi tik 8 — 10 proc. pacienty, serganciy
difuzine ligos forma. CENP — B autoantikiiny nustatymo jautrumas sergant SSc svyruoja nuo 20
iki 40 proc., kai tuo tarpu specifiskumas sieka net 97 proc. [33]. CENP-B autoantikiinai yra siejami

su ribota SSc ir geresne ligos prognoze, palyginus su kitais SSc btidingais autoantikiinais.

15



Antiktinai prie§ RNR polimeraze III (RNAP I11) aptinkami 5 — 23 proc. pacienty serganciy
SSc [36]. Siy autoantikiiny aptikimas siejamas su sunkia 1igos eiga ir bloga ligos prognoze, galima
didesne inksty ir Sirdies pazeidimo rizika. SSC sergantiems pacientams, kuriems nustatomi
autoantiktinai prie§ RNAP III, dazniausiai néra aptinkami SSc budingiausi autoantikiinai, tokie

kaip CENP — B ir Scl-70 [33].

Autoantikiiny prie$ Scl-70, CENP-B ir RNAP 11l aptikimas paciento kraujo serume yra
vienas i§ siilomy, 2013 metais Amerikos reumatologijos kolegijos (ACR) ir Europos lygos prie$
reumatines ligas (EULAR), sudaryty, SSc klasifikavimo kriterijy [40]. Pacientams sergantiems
SSc nustatomi ir kiti ENA subtipai, kurie néra specifiski ir aptinkami sergant kitomis reumatinémis

autoimuninémis jungiamojo audinio ligomis [36].

1.7.UZDEGIMO ZYMENYS SERGANT SISTEMINE SKLEROZE

Tokie uzdegimo zymenys kaip eritrocity nusédimo greitis (ENG) ir C reaktyvusis baltymas
(CRB) daugelio autoimuniniy ir reumatiniy ligy atvejy yra mazai jautriis ir nespecifiski. Jie gali
bati naudingi nustatant uzdegiminio proceso eigg ir sunkuma, kuris gali lemti tam tikrg sisteming
jungiamojo audinio ligg. ENG nustatymas yra taikomas uzdegiminiy ligy atrankai, ypac kai
pacientas turi neaiskiy bendro pobiuidzio nusiskundimy. Vienas aiskiausiy ENG padidéjimo
mechanizmy — amiai uzdegimo fazei budingy baltymy, ypa¢ fibrinogeno, koncentracijos
padidéjimas Kraujo serume, taciau ENG padidéjimas stebimas ir kity létiniy uzdegiminiy ligy

atveju.

Autoimuniniy reakcijy metu vyksta fagocitozé, makrofagai i$skiria signalines molekules ir
citokinus, ypac IL - 6, jis kepeny lastelése sukelia imios fazés baltymy, ypa¢ CRB sinteze, skatina
leukocitoze, ypac¢ neutrofily gamyba. CRB yra timios fazés baltymas, infekcinio proceso uzdegimo
zymuo. Sveikstant ENG gali baiti padidéjes keleta savaic¢iy. CRB koncentracija dazniausiai
koreliuoja su ENG, tac¢iau CRB koncentracija kinta kas 6 valandas, t.y. CRB poky¢iai greitesni
nei ENG, taciau sisteminiy jungiamojo audinio ligy diagnostikoje ENG laikomas patikimesniu
biologiniu zymenimi. Klinikiniy studijy duomenimis, pacienty serganc¢iy SSc, padidéjusi CRB
koncentracija ir yra susijusi su prastesne ligos prognoze [37] [38] [39]. 2012 metais Kanadoje
atlikto tyrimo duomenimis, istyrus 1043 pacientus, kuriems diagnozuota SSc, 25 proc. pacienty
CRB koncentracija buvo padidéjusi. Sios studijos metu, nustatyta, kad padidéjusi CRB
koncentracija buidinga pacientams sergantiems difuzine SSc forma, susijusi su sunkesniu odos ir
plauciy pazeidimu [37]. Tyrimy rezultatai rodo, kad CRB koncentracija gali biiti naudojama kaip
prognostinis Zymuo, nustatant SSc pacienty pogrupj, kuriam reikalingas intensyvesnis steb¢jimas

ir gydymas [39].
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1.8.SISTEMINES SKLEROZES LABORATORINE DIAGNOSTIKA

Sisteminés sklerozés diagnozé nustatoma remiantis klinikiniy poZymiy, laboratoriniy
zymeny ir fizinés buklés visuma [12]. Taciau iki Siol néra nustatyta specifiniy laboratoriniy
rodikliy, kurie galutinai patvirtinty SSc diagnoze. Siuo metu pagrindiné laboratoriniy tyrimy
paskirtis diagnozuojant SSc — ,,atmesti kitus galimus autoimuninius susirgimus ir jvertinti vidaus

specifiniais autoantiktiny tyrimais - ANA, ENA.

Autoantikliny tyrimai atlieckami tiek diagnozuojant liga, tiek stebint jos eiga, gydymo
efektyvuma bei diferencijuojant nuo kity autoimuniniy reumatiniy biikliy. Autoantikiinai Siuo
metu yra vieni patikimiausiy biologiniy zymeny SSc diagnostikoje, klasifikacijoje ir tolimesnéje
ligos klinikiniy pozymiy pasireiskimo prognozéje [13]. 80 - 90 proc. SSc pacienty nustatomas
vienas i§ SSc specifiniy ar su SSc susijusiy serumo autoantikiiny ir retais atvejais daugiau negu
vienas is $iy specifiniy autoantikiny [36]. Vienas i$ pagrindiniy, atlickamy SS¢ moksliniy tyrimy,
uzdaviniy yra sukurti visuoting ligos aktyvumo matavimo ir vertinimo priemong, kuri atspindéty

nuolatine ligos biiseng ir atsakg j gydyma.

17



2. EKSPERIMENTINE DALIS

2.1. TIRIAMUJU IMTIS IR CHARAKTERISTIKA

Mokslo tiriamojo darbo tikslui ir uZdaviniams pasiekti buvo pasitelkta 30 tiriamyjy imtis,
pacientai buvo tirti ir gydyti Vilniaus Universtiteto ligoninés Santaros klinikose (VUL SK).
Tiriamyjy imtj sudaré, Vilniaus Universiteto ligoninés Santaros kliniky reumatologijos skyriaus,
pacientai, sergantys sistemine skleroze. Sisteminé sklerozé Siems pacientams buvo diagnozuota
remiantis, 2013 metais Amerikos reumatologijos kolegijos (ACR) ir Europos lygos pries$
reumatines ligas (EULAR), sudarytais klasifikavimo kriterijais [43]. Tiriamoji medziaga — veninio

kraujo serumo méginiai.

Pacienty daugumg sudaré moterys — 87 proc., vyrai sudaré — 13 proc. Tiriamyjy amziaus
vidurkis buvo 52,5 + 8,7 metai. 84 proc. tiriamyjy diagnozuota ribota SSc forma, tik 16 proc.
pacienty sirgo difuzine SSc. Pagal ligos pasireiskima ir klinikinius simptomus pacientai pagal ligos
trukme buvo suskirstyti j tris grupes: sergantys SSc¢ maziau negu 5 metus (57 proc.); sergantys nuo
5 iki 10 mety (27 proc.); sergantys daugiau negu 10 mety (57 proc.). 37 proc. tiriamyjy buvo
nustatyta PAH.

2.2. TYRIMO METODAI

Antiktiny pries i$skiriamus i§ branduolio antigenus nustatymui taikytas imunobloto metodas
(Euroimmun, Vokietija): atlikta kokybiné reakcija autoantikiinams aptikti prie§ 14 skirtingy
autoantigeny: NRNP/Sm, SS — A (SS — A natyvinj ir Ro - 52), SS — B, Scl — 70, PM — Scl, CENP
— B, PCNA, ds — DNR, nukleosomas, histonus, ribosominj P baltymg ir AMA — M2.

Tirpiy adhezijos molekuliy VCAM-1 ir ICAM-1 koncentracija nustatyta IFA metodu (IBL
International, Vokietija). Vidutiné tiekéjo nurodoma sveiky asmeny ICAM-1 koncentracija kraujo
serume <504 ng/ml. Rekomenduojama vidutiné referentiné sveiky asmeny VCAM-1

koncentracija <772 ng/ml.

ET-1 koncentracija iSmatuota IFA metodu (BioSourse™, Biomedica, Austrija). Tikétina

vidutiné tiekéjo nurodoma ET-1 koncentracija sveiky pacienty kraujo serume < 0,65 pg/ml.

CRB koncentracija nustatyta nefelometrijos metodu (Dade Behring, BNII, Vokietija),

rekomenduojama referentiné CRB koncentracija <5 mg/I.

ENG jvertintas Westergreno metodu. Siame tyrime normalia ENG verte pasirinkta <30
mm/h atsizvelgiant j ly¢iy pasiskirstyma (87 proc. motery) ir tiriamyjy amziaus vidurkj (53 £ 9
metai).
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2.2.1. TIESIOGINES DAUGIASLUOKSNES ,, SUMUSTINIO “TIPO
IMUNOFERMENTINES ANALIZES METODAS ET-1, VCAM-1 IR ICAM-1

KONCENTRACHOS NUSTATYMUI

ET-1 Kkoncentracija, pacienty kraujo serume, nustatyta naudojantis tiesioginés
daugiasliuoksnés ,,sumustinio* tipo IFA metodu (Sandwich ELISA). Tai ypa¢ jautrus ir specifiskas
tyrimo metodas, jau tapes rutininiu tiek moksliniuose, tiek klinikiniuose in vitro tyrimuose. IFA
metodo esmé yra ta, jog norint, paciento kraujo serume, nustatyti tam tikry antigeny koncentracija,

ja galima iSmatuoti panaudojus tam tikrg Zyme, t. y. fermentg krieny perokdidaze (HRP).

Tyrimo metu naudoti du skirtingi antiktinai, atpazjstantys nepersidengiané¢ius skirtingus to
paties antigeno epitopus. Fiksuotas pirmy antikiiny kiekis yra sujungtas su netirpia matrica,
plastikinés mikrotitravimo plokstelés Sulinéliais. | Sulinélius dedamas tiriamas paciento kraujo
serumas su nezinoma antigeno (ET-1, VCAM-1, ICAM-1) koncentracija, Salia titruojami
standartiniai tirpalai su zinoma antigeny koncentracija. Tiriamas kraujo serumas, kuriame yra
ieSkomy antigeny, reaguoja su Sulinélio dugne fiksuotais specifiniais antik@inais. Antigenai risasi

prie Sulinélio dugne esanciy antikiiny, neprisiris¢ antigenai nuplaunami.

I Sulinélius dedamas konjugatas, fermentu Zyméti monokloniniai antik@inai prie§ zmogaus
IgG klasés imunoglobulinus. Sie antikiinai yra sujungti su fermentu krieny peroksidaze (HRP).
Kuo daugiau Sulinélivose bus prie pirminiy antikiiny prisiriSusiy antigeny, tuo daugiau prie $iy
antigeny prisiri$ antriniy Zyméty antikiing. [ reakcijos tirpala dedamas substratas -
tetrametilbenzidinas (TMB). Fermentas skaldo chromogeninj substratg, gaunama spalviné
reakcija, kuri vertinama matuojant reakcijos tirpalo optinj tankj spektrofotometru. Dél
vykstancios imunofermentinés reakcijos kinta reakcijos tirpalo spalva. Spalvos intensyvumas yra
proporcingas serumo méginyje esanciy antigeny koncentracijai. Pagal standartiniy antigeny
riS$imgsi nubraizomos standartinés kalibracinés kreivés, i$ kuriy i§skai¢iuojamos tiriamy antigeny

koncentracijos.

2.2.2. IMUNOBLOTO METODAS ENA NUSTATYMUI

Siekiant nustatyti ENA autoantikiinus kraujo serume, atlikta pusiau kokybiné reakcija su
zmogaus IgG klasés autoantikiinais prie§ 14 skirtingy antigeny: nRNP, Sm, SS-A (SS-A natyvinis
ir Ro-52), SS-B, Scl-70, PM-Scl, CENP-B, PCNA, ds-DNR, nukleosomas, histonus, ribosominj P
baltyma ir AMA-M2. Tyrimui naudotos juostelés padengtos lygiagreciomis iSgryninty antigeny
linijjomis (3 paveikslas). Pirmame reakcijos etape juostelés yra sudrékinamos ir inkubuojamos
kartu su paciento kraujo serumu. Jeigu tiriamame kraujo serume yra specifiniy ENA
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autoantikiiny, t.y. méginiai yra teigiami, tuomet specifiniai IgG klasés antikiinai susiriSa su
atitinkama antigeno vieta. Po inkubacijos naudojamas buferinis tirpalas, skirtas pasalinti visus
reakcijoje nedalyvaujan¢ius serumo komponentus, su antigenais nesusiriSusius 19gG. Antros
reakcijos metu, pirmojoje reakcijoje suriSty antikiiny aptikimui, yra atliekama inkubacija su
konjugatu — fermentu krieny peroksidaze (HRP) Zymétais monokloniniais antikiinais prie$
zmogaus Imunoglobulinus. Sukeliama spalviné reakcija, kurios intensyvumas proporcingas
tiriamojo kraujo serume esamy antikiiny koncentracijai. Imunobloto metodas pasizymi ypac
aukStu jautrumu ir specifiSkumu. Ant tyrimo juosteliy yra kontrolinis ruozelis. Inkubavimas

atliktas tinkamai, jeigu kontroliniame ruozelyje matoma ryski spalviné reakcija.

& & q-‘;’@ o @iﬁi 2 @ 3 - . S o
uo{é & & & «b”}q v?”ﬁ:s’? *t‘y? & ¥ 9 # 6":\ o ® %"1“’? S 2 ?g
| IEICICHEIEIE I I I

3 paveikslas. Lygiagreciomis i$gryninty antigeny linijomis padengta ENA tyrimo juostelé [45].

2.3. STATISTINE DUOMENU ANALIZE

Statistiné duomeny analizé buvo atlikta naudojant Microsoft Office Excel 2013, IBM SPSS
Statistics 21 programinés jrangos paketus. Kokybiniai duomenys apibtidinami absoliuc¢iuoju
skai¢iumi ir procentine iSraiSka. Parametriniy duomeny apibtdinimui naudotas aritmetinis
vidurkis ir standartinis nuokrypis. Neparametriai duomenys apibtdinti vidutine, minimalia ir
maksimalia reikSmémis. Kolmogorovo — Smirnovo Kriterijus naudotas nustatant normalyjj
kintamyjy skirstinj. Vertinant parametry skirtumus tarp grupiy naudotas nepriklausomas T-testas
(Independent Sample T-test), keliy grupiy vidurkiams palyginti naudota vienfaktoriné dispersiné
analizé (ANOVA). Sasajy tarp biologiniy zymeny (ET-1, ICAM-1, VCAM-1) jvertinimui
naudotas Spearman‘o Koreliacijos koeficientas. Duomeny skirtumai laikyti statistiSkai

reikSmingais, kai paklaidos tikimybés p reikSmé buvo mazesné uz 0,05 (p < 0,05).
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3. TYRIMO REZULTATAI

3.1. ET -1, VCAM-1 IR ICAM-1 KONCENTRACIJOS TIRIAMUJU KRAUJO SERUME

DIAGNOSTINE VERTE, SERGANT SISTEMINE SKLEROZE

Mokslo tiriamojo darbo tikslui ir uzdaviniams pasiekti buvo nustatyta ICAM-1, VCAM-1 ir

ET-1 koncentracija tiriamyjy kraujo serumo méginiuose.

Vidutiné ET-1 koncentracija tiriamyjy kraujo serume buvo 4,86 pg/ml, minimali reikSmé —
0,435 pg/ml, maksimali — 67,95 pg/ml (4 paveikslas). Net 83 proc. tiriamyjy kraujo serume
nustatyta ET-1 koncentracija virSijo reagenty gamintojo rekomenduojama vidutine referenting

verte (< 0,65 pg/ml).
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4 paveikslas. ET-1 ir tirpiy adhezijos molekuliy (ICAM-1, VCAM-1) koncentracija tiriamyjy

Kraujo serume.

Vidutiné VCAM-1 koncentracija — 1137,75 ng/ml, maziausia nustatyta koncentracija —
457,0 ng/ml, didZiausia - 6202,5 ng/ml. Reagenty gamintojo nurodyta vidutiné referentiné sveiky
asmeny VCAM-1 koncentracija < 772 ng/ml. Daugiau negu pusés, net 77 proc. tiriamyjy VCAM-

1 koncentracija kraujo serume buvo didesné negu 772 ng/ml.

Vidutin¢ ICAM-1 koncentracija tiriamyjy kraujo serume buvo 372,39 ng/ml (SD = 106,19).
Tikétina tiekéjo nurodoma sveiky asmeny vidutiné referentiné ICAM-1 reik§mé < 504 ng/ml. Tik
10 proc. tiriamyjy kraujo serume nustatyta ICAM-1 koncentracija virSijo gamintojo nurodyta
viduting koncentracijg. Likusiy pacienty ICAM-1 koncentracija buvo zemesné uz

rekomenduojama viduting referenting reikSme (4 paveikslas).
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Tyrimo metu nustatyta statistiSkai reikSminga, vidutinio stiprumo, teigiama priklausomybé
tarp ET-1 ir tirpiy adhezijos molekuliy VCAM-1 koncentracijos tiriamyjy kraujo serume (r =
0,687; p <0,001) (5 paveikslas). Statistiskai reikSmingo rysio tarp ET-1 ir tirpiy adhezijos
molekuliy ICAM-1 koncentracijos nenustatyta (r = 0,13; p = 0,945).
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5 paveikslas. ET-1 ir VCAM-1 koreliacija tiriamyjy kraujo serume.

Tyrimo metu nenustatyti statistiSkai reikSmingi ET-1, ICAM-1 bei VCAM-1 koncentracijy

skirtumai pagal ligos trukmeg (1 lentel¢).

1 lentelé. ET-1 ir tirpiy adhezijos molekuliy (ICAM-1, VCAM-1) koncentracijy skirtumai tarp

grupiy pagal ligos trukme.
ET-1 (pg/ml) VCAM-1 (ng/ml) ICAM-1 (ng/ml)
vidutiné p vidutiné p vidutiné p
o koncentracija koncentracija koncentracija
E <5 mety 4,75 1180,50 325,00
S 5-10
L]
Z mety 5,03 0,387 924,25 0,193 411,950 0,191
2 >10
3 mety 14,50 1322,00 344,30

Tyrimo metu bandyta nustatyti tirpiy adhezijos molekuliy koncentracijos skirtumus tarp
pacienty kuriems diagnozuota PAH, ir kuriems, PAH nenustatyta (6 paveikslas). Taciau statistiskai
reikSmingy skirtumy nustatyti nepavyko (2 lentel¢). Skirtumy buvo bandoma rasti ir tarp ET-1
koncentracijos bei PAH diagnozés (7 paveikslas). Pacienty, kuriems nustatyta PAH, ET-1
koncentracija statistiSkai reik§mingai nesiskyré nuo pacienty, kuriems PAH nenustatyta (2

lentelé).
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6 paveikslas. Tirpiy adhezijos molekuliy (ICAM-1, VCAM-1) koncentracijy skirtumai tarp

pacienty grupiy, atsizvelgiant j PAH.

2 lentelé. ET-1 ir tirpiy adhezijos molekuliy (ICAM-1, VCAM-1) koncentracijy skirtumai tarp

pacienty, atsizvelgiant j PAH.

ET-1 (pg/ml) VCAM-1 (ng/ml) ICAM-1 (ng/ml)
vidutiné p vidutiné p vidutiné p
T koncentracija koncentracija koncentracija
Ay 6,68 1352,50 354,80
nenustatvia 0,863 0,074 0,747
IStatyt 4,75 995,00 346,10
(n=19)
Tiriamyjy ET-1 koncentracija, kuriems PAH nenustatyta >—-
Tiriamyjy ET-1 koncentracija, kuriems nustatyta PAH _
0 10 20 3 40 50 60 70 80

Koncentracija pg/ml

7 paveikslas. ET-1 koncentracijos skirtumai tarp pacienty, atsizvelgiant j PAH.
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3.2. ET -1, VCAM-1 IR ICAM-1 SASAJOS SU UZDEGIMO ZYMENIMIS (CRB, ENG,

ENA), VERTINANT UZDEGIMINIO PROCESO EIGA

Tiriamojo darbo metu, iskeltiems uzdaviniams pasiekti, tiriamyjy kraujo serume, buvo
nustatyti uzdegimo zZymenys: CRB, ENG, ENA.

Beveik pusés - 43 proc. tiriamyjy ENG rodiklis virsijo rekomenduojama referenting vertg (>
30 mm/h). Vidutiné nustatyta ENG reiksmé 29 mm/h; SD = 23,13 (8 paveikslas).
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8 paveikslas. CRB koncentracija ir ENG reik§mé tiriamyjy kraujo serume.

Tyrimo metu nustatyta, kad 27 proc. pacienty kraujo serume CRB koncentracija buvo
didesné negu 5 mg/l. Rekomenduojama referentiné CRB koncentracija <5 mg/l. Vidutiné tiriamyjy

CRB koncentracija 1,8 mg/l, minimali nustatyta koncentracija - 0,30 mg/l, maksimali — 23,10 mg/I
(8 paveikslas).

Tiriamyjy kraujo serume nustatytas statistiskai reikSmingas, silpnas, teigiamas rysys tarp
ET-1ir CRB koncentracijos (r = 0,387; p = 0,035). Statistiskai reik§mingas rySys tarp ET-1 ir ENG
nenustatytas (r=0,348; p = 0,064) (3 lentelé).

Tyrimo metu reikSmingo VCAM-1 rySio su CRB koncentracija (r = 0,218; p = 0,256) ir
ENG (r = 0,170; p = 0,368) nenustatyta. Tyrimo metu nustatytas silpnas, teigiamas ICAM-1 ir
ENG rysys (r = 0,369; p = 0,045). ICAM-1 ir CRB koncentracijos rysys nenustatytas (r = 0,306;
p =0,107) (3 lentel¢).
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3 lentelé. ET-1 ir tirpiy adhezijos molekuliy (ICAM-1, VCAM-1) rysys Su uzdegimo zZymenimis.

r p reik§mé
CRB 0,387 0,035*
ET-1

ENG 0,348 0,064

CRB 0,218 0,256
VCAM-1

ENG 0,170 0,368

CRB 0,306 0,107
ICAM-1

ENG 0,369 0,045*

* - statistiSkai reikSmingas rySys

Tiriamoje pacienty grupéje dazniausiai nustatyti autoantiktinai prie§ CENP-B (n = 12), Ro —
52 (n=12) ir Scl — 70 (n = 12) (9 paveikslas). Autoantikiiny pries kitus i§ branduolio isskiriamus
antigenus aptikta maziau, taciau net 60 proc. tiriamyjy nustatytas daugiau negu vienas ENA
autoantikiiny tipas. 3 tiriamiesiems ENA autoantikiinai neaptikti. Literatiros duomenimis Scl-70
ir CENP-B autoantikiinai yra laikomi specifiskiausiais SSc patogenezéje. Tyrimo metu Siy
autoantikliny pasiskirstymo daznis tarp tiriamyjy buvo vienodas. 40 proc. pacienty nustatyti Scl-
70, kitiems 40 proc. tiriamyjy aptikti CENP-B autoantikiinai,. Nei vienam i$ trisdeSimties pacienty

nebuvo nustatyti abu autoantikiinai kartu.
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9 paveikslas. ENA autoantikiiny aptikimo daznis tiriamyjy kraujo serume.

Tyrimo metu nenustatyti statistiSkai reik§mingi skirtumai tarp ET-1 (p = 0,780), VCAM-1
(p = 0,478) koncentracijy ir tiriamyjy grupiy, kuriems nustatyti CENP-B, ir kuriems Sie
autoantiklinai neaptikti. Rastas reik§mingas skirtumas tarp CENP-B autoantikiiny turin¢iy ir

neturin¢iy pacienty grupiy bei ICAM-1 koncentracijos (p = 0,002). Tiriamyjy, kuriy kraujo serume
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buvo nustatyti CENP-B autoantikiinai, ICAM-1 koncentracija buvo Zzemesné negu likusiy

pacienty, kuriems S§ie autoantikiinai nenustatyti. ReikSmingi skirtumai tarp pacienty grupiy,

turin¢iy Scl-70 autoantikiinus ir neturin¢iy bei ET-1 (p = 0,525), ICAM-1 (p = 0,325) ir VCAM-1

(p = 0,799) nenustatyti. StatistiSkai reikSmingas skirtumas nustatytas tarp Scl-70 autoantikiiny

turin€iy tiriamyjy grupés ir ENG (p = 0,029) (4 lentelé). Pacienty, kuriems nustatyti Scl-70

autoantikiinai, ENG reikSmeés buvo didesnés, negu tiriamyjy grupés, kuriems §ie autoantikiinai

neaptikti.

4 lentelé. ET-1, tirpiy adhezijos molekuliy ir uzdegimo zZymeny koncentracijy skirtumai tarp

tiriamyjy, atsizvelgiant | CENP-B ir Scl-70 autoantikiiny aptikima.

CENP-B Scl-70
Antikiinai Antiktinai p Antikiinai Antikiinai p
aptikti (n =12) neaptikti (n=18) reikSmé aptikti (n=12) neaptikti (N =18) reikSmé
ET-1
3,55 6,60 0,780 9,28 3,63 0,525
(pg/ml)
VCAM-1
934,75 1190,50 0,478 1045,00 1180,50 0,799
(ng/ml)
ICAM-1
308,06 409,64 0,002* 396,17 356,54 0,325
(ng/ml)
CRB (g/l) 2,40 1,50 0,818 3,55 1,80 0,199
ENG
25,27 30,85 0,534 39,92 21,40 0,029*
(mm/h)

X —Zymens vidutiné reikSmeé, * - statistiSkai reikSmingas skirtumas
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4. REZULTATU APTARIMAS

Sio tiriamojo darbo tikslas buvo jvertinti endotelino — 1 (ET-1), kraujagysliy lasteliy
adhezijos molekuliy - 1 (VCAM-1) ir tarplgstelinés adhezijos molekuliy — 1 (ICAM-1) kiekio
kraujo serume diagnosting vertg ir jtakg ligos patogenezeje, pacientams sergantiems sistemine

skleroze.

SSc reta liga, Lietuvoje Sia liga serga apie 200 zmoniy. Biitent dél Sios priezasties miisy
tiriamyjy imtj sudaré tik 30 pacienty, kuriems diagnozuota SSc. Mokslinés literatiiros duomenimis
moterys SSc serga 3 — 4 kartus dazniau negu vyrai [3], todél ir misy tyrimo metu tiriamyjy
dauguma sudaré moterys (87 proc.). SSc jauny ir vidutinio amziaus asmeny liga, dazniausiai
susergama 20 — 50 mety amziaus [6]. Misy tyrime dalyvavusiy tiriamyjy amziaus vidurkis buvo

52 metai.

Endotelio disfunkcijos ir fibrozés pasireiskimas SSc metu rodo, kad endotelio lgsteliy
sekretuojamos medziagos, tokios kaip ET — 1, gali biiti svarbis sisteminés sklerozés patogenezés
veiksniai ir diagnostikos zymenys [45]. ET-1 yra endogeninis vazokonstriktorius, sekretuojamas
kraujagysliy endotelio Igsteliy. ET-1 skatina endotelio proliferacijg, fibroze ir kraujagysliy
uzdegimg. Misy atlikto tyrimo metu net 83 proc. tiriamyjy kraujo serume nustatyta ET-1
koncentracija virSijo reagenty gamintojo rekomenduojamg referenting viduting verte (< 0,65
pg/ml). Toks ET-1 koncentracijos padidéjimas SSc metu gali lemti odos storéjimg, fibroze ir
kraujagysliy pazeidima [46]. Panasiis rezultatai gauti ir kity atlikty studijy metu. Siy tyrimy metu
nustatyta zenkliai didesné ET-1 koncentracija pacientams sergantiems SSc. 2013 metais atlikto
tyrimo metu taip pat nustatyta, jog pacienty sergan¢iy SSc, ET-1 koncentracija yra statistiskai
reik§mingai didesné negu kontrolinés sveiky asmeny grupés [47]. Remiantis kity moksliniy studijy
duomenimis taip pat gaunami panasis rezultatai: ET-1 koncentracija buvo reik§Smingai didesné
SSc serganciy tiriamyjy grupéje [46]. Misy atliktame tyrime dalyvavo tik SSc sergantys pacientai,
tad rezultaty analizé, tarp sveiky asmeny ir serganéiy SSc paciety grupés, nebuvo atlikta. Tyrimo
metu gauti rezultatai sutampa su kity autoriy atlikty tyrimy duomenimis. Pritaikius ET-1
koncentracijos, pacienty kraujo serume, nustatymo tyrimg klinikinéje praktikoje, $j biologinj

zymen] biity galima naudoti kaip SSc laboratorinj diagnostinj rodiklj.

Tirpios adhezijos molekulés (ICAM-1, VCAM-1) yra laikomos potencialiais SSc
biologiniais Zymenimis, kadangi jy koncentracija kraujyje yra susijusi su endotelio aktyvumu bei
pazeidimu ir gali atspindéti endotelio aktyvacijos biiseng [31]. Adhezijos molekuliy svarba sergant
SSc aprasyta ne viename moksliniame tyrime, taciau daugelio jy rezultatai grindZiami nedidelémis

tiriamyjy imtimis [6] [26] [48] . Misy atlikto tyrimo metu, [CAM-1 koncentracija, pacienty kraujo
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serume, nevirSijo reagenty gamintojo rekomenduojamos vidutinés koncentracijos. Taciau
tarptautiniame klinikinés imunologijos zurnale, 2014 metais publikuoto straipsnio duomenimis,
ICAM-1 koncentracija, tiriamyjy sergan¢iy SSc grup¢je, buvo reikSmingai didesné negu
kontrolinés tiriamyjy grupés [48]. ReikSmingai didesné ICAM-1 koncentracija nustatyta ir kito
tyrimo metu [6]. Miisy atlikto tyrimo metu nustatyta vidutiné VCAM-1 koncentracija (1351,82
ng/ml) buvo beveik dvigubai didesné uz reagenty gamintojo rekomenduojama referentine vidutine
koncentracija (< 772,2 ng/ml). Nors kity autoriy atlikto tyrimo duomenimis, skirtumy, tarp
VCAM-1 koncentracijos sveiky ir SSc serganciy, tiriamyjy grupése nenustatyta [6]. Taciau 2018
metais Italijos mokslininky atlikto tyrimo metu nustatyta, jog tiriamyjy serganciy SSc ICAM-1 ir
VCAM-1 koncentracija yra reikSmingai didesné negu sveiky kontroliniy asmeny grupéje [26].
Kaip ir misy atlikto tyrimo rezultatai taip ir daugelio kity atlikty moksliniy tyrimy duomenys
prieStaringi. Vis dél to reikalingi tolimesni tyrimai ir tirpiy adhezijos molekuliy analiz¢ SSc
patogenezgeje, kad biity galima Siuos biologinius Zymenis naudoti ligos diagnostikoje ir tolimesné¢je

ligos klinikiniy pozymiy pasireiSkimo prognozéje.

Daugelyje moksliniy tyrimy ieSkoma ET-1, VCAM-1 ir ICAM-1 koncentracijy sgsajy tarp
ribota ir difuzine SSc sergandiy pacienty grupiy [26] [31] [47]. Sio tyrimo metu, deja, negaléjome
atlikti Siy biologiniy zymeny koncentracijy palyginimo tarp ribota ir difuzine SSc serganciy

pacienty grupiy, kadangi difuziné SSc buvo diagnozuota tik 5 tiriamiesiems.

Sio tyrimo metu nustatyta statistifkai reik§minga, vidutinio stiprumo, teigiama
priklausomybé tarp ET-1 ir VCAM-1 koncentracijos tiriamyjy kraujo serume (r = 0,687; p
<0,001). Moksliniy tyrimy duomenimis ET-1 stimuliuoja VCAM-1 sekrecijg [50] [51]. Tokie
moksliniy tyrimy duomenys sutampa su misy tyrimo rezultatais ir patvirtina tiek ET-1 tiek
VCAM-1 dalyvavimg SSc patogenezéje. Atlikto tyrimo metu statistiskai reikSmingo rysio tarp ET-
1 ir tirpiy adhezijos molekuliy ICAM-1 koncentracijos nenustatyta. Kity autoriy tyrimy
duomenimis ET-1 skatina ICAM-1 sekrecija, tad $iy dviejy zymeny koncentracija tarpusavyje yra
susijusi  [53] [54]. Taciau kito tyrimo duomenys priestaringi. Tiriamyjy imtj sudaré pacientai
sergantys 1 tipo cukriniu diabetu su ankstyva diabetine retinopatija, Sio tyrimo metu nenustatyti

statistiSkai reik§mingi rysiai tarp ET — 1, VCAM-1 ir ICAM-1 koncentracijos [54].

Viena pagrindiniy mirties nuo SSc prieZaciy yra jvardijama plauciy arterine hipertenzija
(PAH). Didelj mirtinguma nuo Sios SSc komplikacijos lemia tai, kad PAH daZniausiai nustatoma
vélyvose stadijose ir §i buklé yra nepagydoma. Misy atlikto tyrimo metu 37 proc. tiriamyjy buvo
diagnozuota PAH. Tyrimo metu bandéme nustatyti ar skiriasi ET-1 ir tirpiy adhezijos molekuliy
koncentracija tarp pacienty grupiy priklausomai nuo PAH diagnozés. Taciau statistiskai
reik§mingy skirtumy nustatyti nepavyko. Siy biologiniy Zymeny koncentracijos, tarp pacienty
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grupiy, zenkliai nesiskyré. Misy atlikto tyrimo duomenys sutampa ir su kity autoriy atlikto tyrimo

rezultatais. Sio tyrimo autoriy duomenimis ICAM-1 ir VCAM-1 néra specifiski PAH Zymenys [6].

Literataros duomenimis Scl-70 ir CENP-B autoantikiinai yra specifiS8kiausi SSc
patogenez¢je ir diagnostikoje, Sie autoantikiinai aptinkami 20 — 40 proc. SSc serganciy asmeny
[32] [36] [56]. Scl-70 ir CENP-B autoantikiinai siejami su skirtingomis SSc formomis, Scl-70
budingesni difuzinei ligos formai, CENP-B dazniau nustatomi sergant ribota SSc. Musy atlikto
tyrimo metu dazniausiai nustatyti autoantikiinai prie§ CENP-B (40 proc.), Ro —52 (40 proc.) ir Scl
— 70 (40 proc.), gauti rezultatai patvirtina kity autoriy atlikty tyrimy duomenis. Beveik pusei
tiramyjy nustatyti Ro — 52 autoantikinai néra specifiski SSc, jie nustatomi tik 15 — 30 proc.
pacienty, dazniausiai kartu su kitais SSc specifiSkais autoantikiinais [32] [36] [57]. Dazniausiai $ie
autoantikiinai nustatomi asmenims sergantiems sistemine raudongja vilklige, Sjogreno sindromu,
autoimuniniu miozitu [56] [58] [59]. Autoantikiiny pries kitus i§ branduolio isskiriamus antigenus
aptikta maziau, taCiau net 60 proc. tiriamyjy nustatyti keli ENA autoantikiiny tipai. 10 proc.
tiriamyjy ENA autoantikiinai neaptikti. Kadangi SSc buidingiausi Scl-70 ir CENP-B autoantikiinai,
atliekant statisting duomeny analiz¢ tyrimo metu bandyta nustatyti ar yra rySys tarp Siy
autoantikiiny, ET-1 ir adhezijos molekuliy koncentracijos. Tyrimo metu nenustatyti statistiskai
reikSmingi skirtumai tarp pacienty grupiy, kai CENP-B autoantikiinai aptinkami ar nenustatomi,
bei ET-1 (p = 0,780) bei VCAM-1 (p = 0,478). Rastas reikSmingas skirtumas tarp CENP-B
autoantikiny ir ICAM-1 koncentracijos (p = 0,002). Pacienty, kuriems buvo nustatyti CENP-B
autoantikiinai, ICAM-1 koncentracija buvo mazesné negu pacienty, kuriems Sie autoantikiinai
neaptikti. ReikSmingi skirtumai tarp pacienty grupiy, priklausomai nuo Scl-70 autoantikiiny bei
ET-1, ICAM-1 ir VCAM-1 koncentracijy nenustatyti.

Europos sklerodermos studijy grupé (EScSG) rekomenduoja SSc aktyvuma vertinti pagal
ligos aktyvumo indeksag, kurio vienas kriterijy ENG > 30 mm/h [60]. Moksliniy tyrimy duomenys
apie CRB koncentracijg sergant SSc priestaringi [61]. Kai kuriy moksliniy tyrimy duomenimis
nenustatyta reikSmingo CRB koncentracijos padidéjimo sergant SSc [37] [38]. Kity studijy metu
nenustatyti reikSmingi CRB koncentracijos skirtumai tarp SSc serganciy ir kontrolinés sveiky
asmeny grupés [62]. Taciau yra studijy, kuriy metu nustatyti reikSmingi skirtumai tarp sveiky ir
sergan¢iy SSc asmeny CRB koncentracijos. CRB koncentracija SSc sergan¢iy asmeny kraujyje
buvo zenkliai didesné [63] [64]. Misy atlikto tyrimo metu beveik pusés - 43 proc. tiriamyjy ENG
virsijo rekomenduojamg verte (> 30 mm/h), vidutiné tiriamyjy CRB koncentracija buvo tik 4,04
mg/l. Masy tyrimo metu 43 proc. tiriamyjy ENG rezultatai sutapo su EScSG rekomendacijomis

skirtomis SSc aktyvumo vertinimui.
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2017 metais atlikto tyrimo metu buvo siekiama nustatyti biologiniy zymeny, atspindin¢iy
endotelio lasteliy aktyvacija ar disfunkcija, asociacija. Sio tyrimo metu nustatytas reik§mingas
rySys tarp CRB ir ET-1 koncentracijos [65]. Miisy atlikto tyrimo metu nustatytas statistiskai
reikSmingas, silpnas, teigiamas rySys tarp ET-1 koncentracijos ir CRB (r = 0,387; p = 0,035). Nors
tyrimo metu beveik pusei tiriamyjy nustatytas ENG > 30 mm/h, taciau statistiSkai reik§mingo0 rysio
tarp ET-1 ir ENG nenustatyta (r = 0,348; p = 0,064).

Misy atlikto tyrimo metu reikSmingo VCAM-1 rysio su CRB koncentracija (r = 0,218; p =
0,256) ir ENG (r = 0,170; p = 0,368) nenustatyta. Tyrimo metu nustatytas silpnas, teigiamas
ICAM-1 ir ENG rysys (r = 0,369; p = 0,045), taciau sgsajy tarp ICAM-1 ir CRB koncentracijos
nenustatyta (r = 0,306; p = 0,107). IS dalies panasiis rezultatai gauti ir kitos mokslinés studijos
metu, nenustatytas reikSmingas VCAM-1 koncentracijos rySys su uzdegimo zymenimis (CRB,
ENG) [26]. Sio tyrimo metu nustatytas teigiamas ry3ys tarp ICAM-1 koncentracijos ir uzdegimo
Zymeny, nors miisy tyrimo metu ry$j nustatéme tik tarp ICAM-1 ir ENG. 2018 metais atlikto
tyrimo metu, nenustatyta statistiSkai reikSmingy rezultaty tarp tiriamyjy ICAM-1, VCAM -1
koncentracijos ir CRB, ENG rodikliy [6]. Misy atlikto tyrimo duomenys Siuo atzvilgiu sutampa

su kity studijy duomenimis.

Darbo sklaida: Mokslo tiriamojo darbo tema, kartu su kitais autoriais — doc., Dr. L.
Bagdonaite, doc., Dr. R. Rugiene, N. Gerc¢iukaite, buvo paruoStas ir pristatytas stendinis
pranesimas tarptautiniame imunologijos kongrese Lisabonoje ( 11" International Congress on
Autoimmunity, Lisbon, 2018) .
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5. ISVADOS

1. Nustatyta statistiSkai reikSminga priklausomybé tarp ET-1 ir VCAM-1 koncentracijos
tiriamyjy kraujo serume (r = 0,687; p <0,001). Sio tyrimo rezultatai patvirtino ET-1 ir VCAM-1
dalyvavima sisteminés sklerozés patogenezéje, todél $iy zymeny nustatymas gali biiti naudojamas
vertinant sisteminés sklerozés uzdegiminio proceso aktyvuma bei ankstyvai pacienty, kuriems yra

didelé ligos komplikacijy rizika, identifikacijai.

2. a) nustatytas statistiskai reikSmingas rysys tarp ET -1 ir CRB koncentracijos tiriamyjy
kraujo serume (r = 0,387; p = 0,035). Drauge $ie rodikliai galéty biiti naudojami kaip uzdegimo

aktyvumo zZymenys.
b) nustatyta ICAM-1 koncentracijos ir autoantikiiny (CENP - B ) sasaja (p = 0,002)
leidzia diferencijuoti ligos iSplitima.

c) priklausomybés tarp VCAM-1 koncentracijos ir uzdegimo zymeny (ENG, CRB, ENA)

nenustatyta.
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6. SANTRAUKA

Temos aktualumas: Endotelinas - 1 (ET-1) yra siejamas su uzdegiminiy ir jungiamojo audinio
ligy, iskaitant ir sisteming sklerozg, patogeneze. ET-1 pasizymi ne tik kraujagysliy tonuso
moduliacija ir ekstralgstelinio matrikso biosintezés stimuliacija, bet reguliuoja tarplasteliniy
adhezijos molekuliy - 1 (ICAM-1) ir kraujagysliy lgsteliy adhezijos molekuliy - 1 (VCAM-1)

ekspresijg lgsteliy pavirsiuje.

Tyrimo tikslas: Jvertinti endotelino — 1 (ET-1 ), kraujagysliy lasteliy adhezijos molekuliy - 1
(VCAM-1) ir tarplastelinés adhezijos molekuliy — 1 (ICAM-1) kiekio kraujo serume diagnosting

vertg ir jtaka ligos patogenezéje, pacientams sergantiems sistemine skleroze.

Tyrimo uZdaviniai: Nustatyti endotelino — 1, kraujagysliy lasteliy adhezijos molekuliy - 1
(VCAM-1) ir tarplastelinés adhezijos molekuliy — 1 (ICAM-1) koncentracijos, tiriamyjy kraujo
serume, diagnosting verte, sisteminés sklerozés atveju bei jvertinti sgsajas su uzdegimo zymenimis

(CRB, ENG, ENA), vertinant uzdegiminio proceso eiga.

Tyrimo metodika: Tiriamyjy imtj sudaré 30, Vilniaus Universiteto ligoninés Santaros kliniky
reumatologijos skyriaus, pacienty, serganciy sistemine skleroze. Tiriamyjy kraujo serume buvo
nustatyta ET-1, tirpiy adhezijos molekuliy (ICAM-1, VCAM-1) koncentracija. Tirti uzdegimo
zymenys (CRB, ENG, ENA). Antikiiny prie§ branduolio i$skiriamus antigenus nustatymui taikytas
imunobloto metodas (Euroimmun, Vokietija). Tirpiy adhezijos molekuliy VCAM-1 ir ICAM-1
koncentracija nustatyta IFA metodu (IBL International, Vokietija). ET-1 koncentracija iSmatuota
IFA metodu (BioSourse™, Biomedica, Austrija).

Tyrimo rezultatai: Net 83 proc. tiriamyjy kraujo serume nustatyta ET-1 koncentracija virsijo
rekomenduojama referenting viduting koncentracija (< 0,65 pg/ml). Tyrimo metu nustatyta
priklausomybé tarp ET-1 ir VCAM-1 koncentracijos tiriamyjy kraujo serume (r = 0,687; p
<0,001). Sasajy tarp ET-1 ir ICAM-1 koncentracijos nenustatyta (r = 0,13; p = 0,945). Tyrimo
metu nenustatyta reikSmingy ET-1, ICAM-1 bei VCAM-1 koncentracijy skirtumy priklausomai
nuo ligos trukmés. Skirtumy tarp pacienty grupiy, priklausomai nuo plauciy arterinés hipertenzijos
(PAH) bisenos ir ET-1, VCAM-1 ir ICAM-1 koncentracijy, nenustatyta. Nustatytas reikSmingas
rySys tarp ET-1 ir CRB koncentracijos (r = 0,387; p = 0,035), sasajy tarp ET-1 ir ENG nenustatyta
(r = 0,348; p = 0,064). Rysio tarp VCAM-1 koncentracijos ir uzdegimo zZymeny (ENG, CRB,
ENA) nenustatyta.

ISvados: Nustatyta statistiSkai reikSminga priklausomybé tarp ET-1 ir VCAM-1 koncentracijos
tiriamyjy kraujo serume (r = 0,687; p <0,001). Sio tyrimo rezultatai patvirtino ET-1 ir VCAM-1

dalyvavima sisteminés sklerozés patogenezéje, todél $iy zymeny nustatymas gali buti naudojamas
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vertinant sisteminés sklerozés uzdegiminio proceso aktyvuma bei ankstyvai pacienty, kuriems yra
didel¢ ligos komplikacijy rizika, identifikacijai. Nustatytas statistiSkai reikSmingas rySys tarp ET
-1 ir CRB koncentracijos tiriamyjy kraujo serume (r = 0,387; p = 0,035). Drauge Sie rodikliai
galéty buti naudojami kaip uzdegimo aktyvumo zymenys. Nustatyta ICAM-1 koncentracijos ir
autoantikiiny (CENP - B) sgsaja (p = 0,002) leidzia diferencijuoti ligos i$plitimg. Priklausomybés
tarp VCAM-1 koncentracijos ir uzdegimo zymeny (ENG, CRB, ENA) nenustatyta.

RaktaZodzZiai: endotelinas — 1 (ET-1), tarplastelinés adhezijos molekulé-1 (ICAM-1),
kraujagysliy lasteliy adhezijos molekulé — 1 (VCAM-1), sisteminé sklerozé.
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7. SUMMARY

Reason: It is thought, that endothelin — 1 (ET — 1) has been implicated in the pathogenesis of
inflammatory and fibrotic diseases, including systemic sclerosis. In addition to modulating
vascular tone and extracellular matrix turnover, ET-1 up - regulates cell surface adhesion
molecules - intercellular adhesion molecule — 1 (ICAM-1) and vascular cell adhesion molecule —
1 (VCAM-1).

Aim: To evaluate the diagnostic value of endothelin - 1 (ET-1), vascular cell adhesion molecules
- 1 (VCAM-1) and intercellular adhesion molecules - 1 (ICAM-1) in blood serum and to influence

the pathogenesis of the disease in patients with systemic sclerosis.

Objectives: To determine the diagnostic value of endothelin - 1, vascular cell adhesion molecules
- 1 (VCAM-1) and extracellular adhesion molecules - 1 (ICAM-1) in the case of systemic sclerosis
and to evaluate the correlation with inflammatory markers (CRP, ESR, ENA), evaluating the

course of the inflammatory process.

Methods: 30 patients with systemic sclerosis from Vilnius University Hospital Santaros klinikos
were included in the study. Venous blood serum samples were tested for autoantibodies to
extractable nuclear antigens (ENA) by immunoblotting method (Euroimmun, Germany); serum

levels of ICAM-1, VCAM-1 and ET-1 were assessed by enzyme immunoassay.

Results: The study determined the relationship between ET-1 and VCAM-1 concentrations (r =
0.687; p <0.001). No interactions between ET-1 and ICAM-1 were detected (r = 0.13; p = 0.945).
No significant differences in the concentrations of ET-1, ICAM-1 and VCAM-1 were detected in
the study, depending on the duration of the disease. Differences between patient groups, depending
on pulmonary arterial hypertension (PAH) status and ET-1, VCAM-1 and ICAM-1 concentrations,
have not been determined. There was a significant correlation between ET-1 and CRB levels (r =
0.378; p = 0.035); no correlation was found between ET-1 and ENG (r = 0.348; p = 0.064). The
relationship between VCAM-1 concentration and inflammation markers (ESR, CRP, ENA) has

not been established.

Conclusions: There was a statistically significant relationship between serum ET-1 and VCAM-
1 concentrations (r = 0.687; p <0.001). The results of this study indicated that ET-1 and VCAM-1
are involved in the pathogenesis of systemic sclerosis and may be assessed together as markers of
inflammation and the identification of patients at high risk for disease progression. The study
showed a statistically significant relationship between serum CRB and ET-1 concentrations (r =
0.378; p = 0.035). These markers can be used as signs of inflammatory activity. The correlation

between ICAM-1 concentration and CENP-B autoantibodies (p = 0.002) allows to differentiate
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limited cutaneous systemic sclerosis from diffuse cutaneous systemic sclerosis. There is no

relationship between VCAM-1 concentration and inflammation markers (ESR, CRP, ENA).

Keywords: endothelin — 1 (ET-1), intercellular adhesion molecule — 1 (ICAM-1), vascular cell

adhesion molecule — 1 (VCAM-1), systemic sclerosis.
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