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Siaurajuostes ultravioletinés
A1 spinduliuotes poveikis
aktyviai kaspazes-3 raiskai
sistemines sklerozés gyviny
modelyje

Santrauka

Darbo tikslas. Ivertinti 365 + 5 nm ultravioletinés A1 (UVAL1) spindu-
livoteés dideliu ir vidutiniu doziu poveiki apoptozei ir fibrozei naudojant
bleomicinu (BLM) sukelta sisteminés sklerozés gyvany modeli.

Tyrimo medzZiaga ir metodai. KeturiasdeSimt dvi sveikos ir skle-
roderminés, taikant BLM injekcijas, DBA/2 linijos pelés buvo gydytos
didelémis ir vidutinémis UVAI1 spinduliuotés dozémis. Kontrolinéms
gyvunu grupéms §vitinimas netaikytas. Eksperimentui naudotas fotote-
rapijos prietaisas, skleidziantis UVA1 spinduliuote, kurios bangos ilgis
365 + 5 nm, o galios tankis — 21 mW/cm?. Odos méginiuy storis po dazymo
hematoksilinu ir eozinu (H&E) ivertintas histologiniu metodu. Aktyvios
kaspazés-3 raiSka ivertinta atlikus imunohistochemine analize su pir-
miniu antikinu prie§ aktyvig kaspaze-3. Duomenys laikyti statistiskai
reikSmingais, kai P < 0,05.

Rezultatai. Taikant fototerapija didelémis ir vidutinémis UVA1
dozémis, peliy su sistemine skleroze odos storis reikSmingai sumazéjo,
palyginus su kontroline BLM grupe. Po UVAL fototerapijos kurso, su-
kaupus 1200 J/cm? ir 600 J/cm? spinduliuoteés dozes, peliu su sistemine
skleroze tikrojoje odoje nustatyta labai padidéjusi (P < 0,05) aktyvios
kaspazés-3 raiska (atitinkamai 17,2 £ 3,3 % ir 17,1 + 4,4 %), palyginti su
kontroline BLM grupe (9,8 + 1,5 %). Sveiku peliu be $vitinimo ir sveiky
gyvanu, kuriems taikyta siaurajuosté UVA1 spinduliuoté, aktyvios kas-
pazés-3 raiSka nesiskyreé.

Isvados. 365 nm bangos ilgio UVA1 spinduliuoté reik§mingai su-
mazina odos stori BLM sukeltame eksperimentiniame peliy sisteminés
sklerozés modelyje, o antifibrozinis poveikis tiesiogiai priklauso nuo do-
zés. Fototerapijos kursas dvigubai padidina kaspazés-3 raiSka sklero-
derminéje gyvinu odoje.

Reiksminiai Zodziai: fototerapija, apoptoze, fibroze, ultravioletine Al
spinduliuote, sisteminé sklerozé.

IVADAS

disfunkcija yra pirminis ir pagrindinis
sisteminés sklerozés patogenezés
veiksnys [1]. Endotelio aktyvacija pa-
sireiskia padidéjusiu kapiliary pralai-
dumu, profibroziniu citokiny ir augi-
mo faktoriy sekrecija bei endotelio 1as-

Sisteminé sklerozé — nezinomos etiolo-
gijos autoimuniné liga, pasireiskianti
odos ir vidaus organu pazeidimu.
Kraujagysliu pazeidimas su endotelio
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teliu apoptoze, kuri skatina tolesni uz-
degimo procesa [2]. Pagrindinis me-
diatorius, skatinantis fibrogeneze, yra
transformuojantis augimo faktorius
beta (angl. transforming growth fac-
tor B, TGF-B), tadiau tokie citokinai
kaip trombocity kilmeés augimo fakto-
rius (angl. platelet-derived growth fac-
tor, PDGF), jungiamojo audinio augi-
mo faktorius (connective tissue growth
factor, CTGF), interleukinai (IL-4,
1L-6, 1L-13), endotelinas-1 (ET-1), se-
rotoninas taip pat skatina fibrozés
progresavima [3-6]. Veikiant fibrozei
palankiems faktoriams, ypa¢ TGF-j,
aktyvuoti fibroblastai virsta miofib-
roblastais, kurie gausiai gamina tarp-
lastelinio matrikso komponentus [7].
Matrikso metaloproteinazés — tai pro-
teoliziniai fermentai, kurie skaido ir
modifikuoja beveik visus tarplasteli-
nio matrikso komponentus — kolage-
na, lamining, fibronektina, proteogli-
kanus. Sisteminés sklerozés patogene-
zéje svarbiausios yra MMP-1 (kolage-
nazé-1) ir MMP-3 (stromelizinas-1),
kuriu susilpnéjes aktyvumas ir suma-
zéjes kiekis lemia padidéjusi I ir II1I ti-
po kolageno kaupimasi [8, 9]. Minétos
pagrindinés patogenezés grandys —
vaskulopatija su ryskia kraujagysliu
spastika, progresuojanti fibrozé dél
padidéjusiu kolagenu sankaupu ir pa-
kites imuninis atsakas dél uzdegimo
lasteliu infiltracijos lemia ligos hetero-
geniskuma [3]. Progresuojanti odos
fibroze turi kelias fazes: ankstyvoje
stadijoje pastebimas patinimas (ede-
miné faze), véliau oda storéja (fibrozi-
né stadija) ir galiausiai suplonégja (at-
rofiné stadija) [10]. Ankstyvas odos
fibrozés gydymas yra butinas ne tik
del paciento diskomforto pojuacio, bet ir
velyvu komplikaciju: judesiu amplitu-
dés sumazéjimo, kontraktiru, negy-
janciu zaizdu bei kalcinatu susidary-
mo. Ligos prognozé ir baigtis priklauso
nuo daugelio veiksniu, taip pat ir nuo
odos pazeidimo laipsnio bei tipo, todél
ne tik sisteminis, bet ir lokalus gydy-
mas turi bati nepaveluotas ir kom-
pleksinis.

Per paskutinius du deSimtmedéius
fototerapija ultravioletiniais spindu-
liais (UV) tapo viena i$ tam tikru odos
ligu neinvazinio gydymo galimybiu.
Pagal bangos ilgi, biologines ir fiziki-
nes savybes UV spinduliuoté skirsto-
ma i: ultravioletine C (UVC, bangos il-
gis — 200-290 nm), ultravioletine B
(UVB, bangos ilgis — 290-320 nm) ir
ultravioletine A (UVA, bangos ilgis —
320—400 nm) spindulius. UVA skirsto-
ma i ultravioletine A2 (UVAZ2,
320-340 nm) ir ultravioletine Al
(UVA1, 340-400 nm). Nustatyta, kad
ilgesnio bangos ilgio UVA1l spindu-
liuote i oda skverbiasi giliai, net iki po-

odzio, skirtingai nei didesnés energi-
jos UVAZ2 ir UVB spinduliai, kurie pa-
siekia tik vir§utinius tikrosios odos
sluoksnius, sukeldami epidermio las-
teliu pazaidas [11]. Atliktais tyrimais
parodyta, kad UVA1 340—-400 nm ban-
gos ilgio spinduliai pasizymi uzdegimag
slopinanéiu, antifibroziniu ir imuno-
moduliaciniu poveikiu [12, 13]. Dél
specifinio biologinio poveikio keratino-
citams, Langerhanso lasteléms, T las-
telems, eozinofilams, putliosioms las-
teléms UVA1 spinduliuoté skirta ato-
piniam dermatitui, dilgélinei ir odos
T lasteliu limfomai gydyti [14-16]. At-
liktais in vivo ir in vitro tyrimais nu-
statyta, kad UVAL slopina fibroblastu
proliferacija, blokuoja kolageno gamy-
ba, skatina kolageno skaidyma, suke-
lia T lasteliu apoptoze ir reguliuoja to-
kiu veiksniu kaip TGF-B, interferonas
gama, MMPs raiska [17-21]. Atsizvel-
giant i §i veikimo mechanizma, UVA1
fototerapija batu viena i§ indikaciju
lokalios sklerodermos ar sisteminés
sklerozés gydymui. Remiantis litera-
tiros duomenimis, §iuo metu néra at-
likta atsitiktiniy iméiu, placebu kon-
troliuojamu, dvigubai aklu tyrimu sie-
kiant nustatyti UVA1 fototerapijos
efektyvuma sklerodermai gydyti. Su
lokalia skleroderma ar sistemine skle-
roze serganciais pacientais atlikta ke-
liolika studiju, i§ kuriu tik trys kontro-
linés ir jose jvertintas UVA1 antifibro-
zinis poveikis [22—24]. Pateiktose stu-
dijose buvo naudojamas platus UVA1
spinduliuotés spektras (340—400 nm),
kartais apimantis tiek UVA2
(< 340 nm), tiek regimosios spindu-
livotés sritis (bangos ilgis > 400 nm).
Plataus UVA1 spinduliuotés spektro
naudojimas gali buti susijes su dides-
ne Salutiniu reakciju rizika, silpnes-
niu terapiniu poveikiu bei mazesne
spinduliuotés skvarba i audinius.

Ultravioletinés spinduliuotés
skverbimosi i audinius gylis priklauso
nuo odoje esanciy Sviesa sugerianciy
chromofory ir fluorofory. DidZiausia
UVALI sugerianc¢iuy fotojautriu medzia-
gu koncentracija yra mitochondrijose,
tad Sios organelés yra ypac jautrios ul-
travioletiniams spinduliams [25]. Vie-
na i$ pagrindiniy mitochondriju funk-
ciju yra apoptozés (1asteliu zuties) ak-
tyvavimas. Nustatyta, kad sisteminés
sklerozés patogenezéje vyrauja epi-
dermio ir endotelio lasteliy zutis, kuri
sukelia uzdegima ir paskatina tolesni
fibrozés vystymasi [26, 27]. Giliai der-
moje (tikrojoje odoje) esantys sistemi-
nés sklerozés fibroblastai yra atsparas
apoptozei, dél to fibroblastu kiekis di-
dé¢ja, jie tampa aktyvias, gamina eks-
tralgstelinio matrikso komponentus,
didéja kolageno sankaupos [28].

Mes iskéléme hipoteze, kad siaura-
juosteé 365 £ 5 nm UVAL spinduliuote
aktyvuoja giliajame dermos sluoksny-
je esanciy lasteliu apoptoze ir sumazi-
na odos fibroze. Tad §io darbo tikslas
buvo ivertinti siaurajuostés UVA1 di-
deliu ir vidutiniu doziu poveiki apop-
tozei ir fibrozei, taikant BLM sukeltg
gyvanu sisteminés sklerozés modeli.
Pries gydyma ir po fototerapijos kurso
ivertinta aktyvios kaspazés-3 raiska ir
dermos storis sveikoje ir sklerodermi-
néje peliy odoje.

TYRIMO MEDZIAGA
IR METODAI

Gyvunai

Gavus Valstybinés maisto ir veterina-
rijos tarnybos leidima atlikti bandy-
mus su gyvunais (Nr. G2-15), tyrimui
pasirinktos 42 DBA/2 linijos 6-8 savai-
¢iu amziaus peliu patelés. Viso ekspe-
rimento metu gyvanai buvo laikomi
numatyta tvarka, remiantis ES direk-
tyva ir kitais norminiais bandomuju
gyvanu naudojimo eksperimentams
aktais (Europos Parlamento ir Tarybos
direktyva 2010/63/ES, VMVT direkto-
riaus isakymas 2012-10-31 Nr. B1-866
»Del mokslo ir mokymo tikslais naudo-
jamu gyvanu laikymo, priezituros ir
naudojimo reikalavimy patvirtinimo®).

Eksperimentinis peliy
sisteminés sklerozés modelis

Bleomicinas (BLM) yra antibiotikas,
gaunamas i§ bakterijos Streptomyces
venticillus. Jis slopina auglius ir daz-
nai naudojamas véziui gydyti. Odos ir
plaudiu fibrozé yra gerai zinomas Salu-
tinis BLM poveikis, todél poodinis
BLM yra naudojamas eksperimenti-
nei fibrozei sukelti [29]. Histologiskai
matoma pakitusi audiniu struktara,
uzdegimo lgsteliu infiltracija, padide-
jes jungiamojo audinio lasteliu — fib-
roblastu kiekis. Tad §is sisteminés
sklerozés modelis atspindi uzdegimo
poky¢éius, kurie vyksta esant anksty-
vai ligos stadijai. Siame eksperimente
odos fibrozé buvo sukelta vietinémis
BLM injekcijomis i apibrézta zona pe-
liu nugaroje [29]. I$ pradziu nuo pazy-
métos 1 cm? srities pasalinti plaukai
naudojant depiliacini krema (Veet®,
Anglija). BLM tirpintas 0,9 % natrio
chlorido tirpale, gauta 0,5 mg/ml kon-
centracija. Poodinés 100 pul BLM injek-
cijos buvo leistos i penkis taskus pazy-
métoje nugaros srityje kas antra diena,
25 dienas. Kontroliniu grupiu gyva-
nams skirtos poodinés 100 ul 0,9 %
natrio chlorido tirpalo injekcijos.
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Fototerapija

Eksperimente naudotas fototerapijos
prietaisas, sudarytas i§ 20 Sviesos dio-
du (angl. Light Emitting Diode, LED),
skleidzian¢iuy UVA1 spinduliuote, ku-
rios bangos ilgis — 365 + 5 nm, o galios
tankis — 21 mW/cm?. Svitinimo proce-
diros buvo atliekamos specialioje me-
talineje dézéje su atskirais narveliais
kiekvienai pelei. Fototerapijos kur-
sas — 15 procediry (3 kartai per savai-
te, trukmeé — 5 savaités). Vienos proce-
daros metu skiriama vidutineé
40 J/cm? arba didelé 80 J/em® UVA1
dozé (suminés dozés — 600 J/em? arba
1200 J/cm?). Tokia gydymo schema pa-
sirinkta pagal atliktus sistemine skle-
roze serganciu pacienty tyrimus. Re-
miantis literataros apzvalga, reko-
menduojama 20-50 J/em? UVA1 dozé,
skiriant ja 3—4 kartus per savaite (gy-
dymo kursas — 30 proceduaru) [30].

Studijos dizainas

DBA/2 linijos pelés suskirstytos i
6 grupes po 7 gyvanus kiekvienoje.
I grupé — kontroliné, Sios grupés svei-
koms peléms 8 savaites buvo leidzia-
mas 0,9 % natrio chlorido tirpalas. II,
IIT ir IV grupiu gyvanams sukeltas
eksperimentinis sisteminés sklerozés
modelis, taikant BLM injekcijas pagal
apraSyta metodika. Sukélus fibroze,
III grupés peléms buvo skirtas gydy-
mas didelémis 80 J/cm?, o IV grupés
peléms — vidutinémis 40 J/cm? 365 nm
UVA1 dozémis kas antra diena pen-
kias savaites (fototerapijos kurso su-
minés dozés — atitinkamai 1200 J/cm>
ir 600 J/ecm?). II grupé — kontroliné
BLM grupé be gydymo. Siekiant iver-
tinti siaurajuostés UVA1 spinduliuo-
tés poveiki sveikai odai, V ir VI grupiu
sveikiems gyvianams skirtos didelés ir
vidutinés UVA1 dozés pagal apraSyta
schema. Eksperimento pabaigoje, kita
diena po paskutinés fototerapijos pro-
ceduros, visi gyvinai buvo numarinti
ir i§ pazymeétos nugaros srities paimta
biopsinés medziagos.

Histologiné analizé

Biopsiné medziaga buvo fiksuojama
10 % buferiniame formalino tirpale ir
ilieta i parafing. Odos storiui ivertinti
pjaviai buvo nudazyti pagal standarti-
ni protokola hematoksilinu ir eozinu
(H&E).

Meéginiai nufotografuoti naudojant
,Olympus BX51“ mikroskopa (Olym-
pus Corporation, Inc.,Tokijas, Japoni-
ja) su ,Nikon DXM 1200“ kamera
(Nikon Instruments, Inc., Niujorkas,
JAV) esant 40x didinimui. Dermos
storis iSmatuotas vertinant maksima-

lu atstuma tarp epidermio ir dermos
jungties bei dermos ir poodZio riebali-
nio sluoksnio keturiuose kiekvieno
meéginio laukuose. Kiekybiné odos sto-
rio analizé atlikta naudojant progra-
mine iranga ,NIS-Elements software”
v.BR 2.30 (Nikon Instruments, Olandi-
ja). Rezultatuose pateikta matavimu
vidurkis ir standartinis nuokrypis, is-
reiksti pm.

Imunohistocheminé analizé

Imunohistocheminis dazymas su pir-
miniu antikinu prie§ aktyvia kaspa-
ze-3 (triuSio polikloninis antiktnas,
1:500, Abcam, ab44976, Kembridzas,
Jungtiné Karalysté) atliktas pagal ga-
mintojo nurodyta protokola, panaudo-
jant ,En-Vision“ vizualizacijos rinkini
(DAKO, Glostrupas, Danija). Pirmiau-
sia odos pjuaviai deparafinizuoti ksilo-
lu, 100 %, 96 % ir 80 % etanoliu. Anti-
genams atstatyti deparafinizuoti pja-
viai buvo apdorojami 20 minuéiu citra-
to buferyje (pH 6,0) mikrobangu kros-
neléje (HISTOS REM®, Milestone
Medical, Miéiganas, JAV) +98 °C tem-
peratiuroje, paskui auSinami iki kam-
bario temperattros ir plaunami fosfa-
to buferiu (Phosphate Buffered Saline,
PBS). Endogeninés peroksidazeés akty-
vumas blokuotas preparatus inkubuo-
jant 30 minuciu 3 % vandenilio perok-
sido tirpale (DAKO REAL En-vision
Kit peroksidazés blokatorius). Pra-
plauti distiliuotu vandeniu pjaviai pa-
nardinti i §viezio buferio vonele ir in-
kubuoti praskiestais (1:500) pirmi-
niais antiktnais prie§ aktyvia kaspa-
ze-3 tamsioje drégnoje kameroje 4 °C
temperaturoje per nakti. Véliau pja-
viai praplauti PBS ir 30 minuéiu kam-
bario temperataroje inkubuoti antri-
niu (peroksidaze zymeéty) antikitnu
tirpale. Po plovimo PBS pjaviai buvo
veikiami DAB (3,3-diaminobenzidino
tetrahidrochloridas) substrato chro-
mogeno tirpale (DAKO En-vision Kit)
5 minutes. Naudojant DAB substrato
chromogena gaunamas rudai auksi-
nés spalvos reakcijos galutinis pro-
duktas tikslinio antigeno (aktyvios
kaspazés-3) vietoje. Svelniai praplauti
distiliuotu vandeniu pjaviai nudazyti
Mayerio hematoksilinu, nuskaidrinti
ir padengti dengiamaisiais stikleliais,
naudojant ilgalaikio saugojimo den-
giamaja terpe. Imunohistocheminé re-
akcija atlikta kartu su teigiama audi-
nio kontrole — Zmogaus tonzile, o nei-
giamai reagento kontrolei ivertinti
vietoje tiriamojo antikino buvo pasi-
rinktas atitinkamas kiekis PBS. Meégi-
niai nufotografuoti panaudojant Ni-
kon ,Eclipse TE2000“ mikroskopa
(Nikon, Tokijas, Japonija) su ,Nikon
DS-Fi2“ kamera (Nikon, Tokijas, Ja-
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ponija) esant 400% didinimui. Kiekybi-
né aktyvios kaspazés-3 raiSkos analizé
atlikta naudojant atvirojo kodo pro-
gramine iranga (ImageJ® Fiji soft-
ware, National Institutes of Health,
NIH, Merilandas, JAV) [31]. Rudai
nusidaziusi citoplazma vertinama
kaip aktyvios kaspazés-3 teigiama
imunohistocheminé reakcija. Optinis
vaizdas kompiuterinéje programoje
buvo apdorotas pagal spalvos (hema-
toksilino ir DAB — diaminobenzidino)
atskyrimo metodika [21]. Pasirinkus
teigiamos imunohistocheminés reak-
cijos spalvini slenksti, buvo ivertinta
aktyvios kaspazés-3 raiSkos procenti-
né dalis visame optinio vaizdo lauko
plote (pikseliu, atitinkandéiy teigiama
reakcija/bendras pikseliu skaiéius).
Matavimai atlikti keturiuose kiekvie-
no meginio vaizduose ir rezultatas pa-
teiktas matavimuy vidurkiu, iSreikstu
procentais (%).

Statistiné analize

Rezultaty statistiné analizé buvo at-
likta naudojant SPSS v. 16.0 progra-
ma. Duomenys iSreiksti kaip vidur-
kis * standartinis nuokrypis (SD). To-
lydziuju kintamuju palyginimui nau-
dotas Mano ir Vitnio (Mann-Whitney)
U testas. Duomenys laikyti statistis-
kai reik§mingais, kai P < 0,05.

TYRIMO REZULTATAI

Odos storis

Atlike histologine analize nustatéme,
kad kontrolinés grupés (I) sveiku peliu
odos storis — 179,3 + 25,3 um. Po BLM
injekeiju odos storis statistisSkai reiks-
mingai (P < 0,05) padidéjo iki
599,0 £ 55,7 um BLM grupéje (IT). Po
dideliu ir vidutiniy UVA1 doziu fotote-
rapijos peliu su eksperimentine siste-
mine skleroze (III ir IV grupése) odos
storis sumazéjo atitinkamai iki
272,9 £ 113,2 um ir 394,0 + 125,9 um,
lyginant su kontroline BLM (II) grupe
(P < 0,05). Sveiku gyvunu odos storis
po dideliy ir vidutiniy UVA1 spindu-
liuotés doziu nesiskyré (P > 0,05) nuo
I grupés peliu, kurios nebuvo §vitintos
(1 pav.).

Aktyvios kaspazés-3 raiska

Imunohistocheminé analizé su pirmi-
niais antiktGnais prie§ aktyvia kaspa-
ze-3 parodé, kad sveiky peliuy dermos
sluoksnyje aktyvios kaspazés-3 raisSka
buvo 4,2 £ 1,45 %. Sveiku peliu, §vitin-
tu didelémis ar vidutinémis UVAI1l
spinduliuotés dozémis, aktyvios kas-
pazés-3 raiSka odoje iSliko panasi —
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700 4

0DOS STORIS (um)

1 pav. Eksperimento grupiu gyvanu odos storio pokyd¢iai

Kiekvienos gyvanu grupés duomenys pateikiami kaip odos
storio (um) vidurkiai * standartinis nuokrypis. BLM — bleomici-
nas; UVAL — ultravioletiné Al spinduliuote; sveikos ir pelés su
BLM sukelta sistemine skleroze — kontrolinés grupés;
BLM+1200UVA1 — pelés su BLM sukelta sistemine skleroze, gy-
dytos didelémis 1200 J/cm UVAL1 dozémis; BLM+600UVAL1 — pe-
lés su BLM sukelta sistemine skleroze, gydytos vidutinémis
600 J/cm UVAL1 dozémis; Sve1kos+ 1200UVAL1 — sveikos pelés, gy-
dytos didelémis 1200 J/cm UVA1 dozémis; Sveikost600UVA1 —

Sveikos

Sveikos+1200UVA1

Sveikos+600UVA1

2 pav. Aktyvios kaspazés-3 imunohistocheminé analizé.
Padidinimas x 200

BLM - bleomicinas; UVA1 — ultravioletiné Al spinduliuote.
a) sveikos ir d) pelés su BLM sukelta sistemine skleroze — kontroli-
nés grupés; b) sveikos+1200UVA1 — sveikos pelés, gydytos didelé-
mis 1200 J/cm2 UVA1 dozémis; c) Sve1k0s+600UVA1 — sveikos
pelés, gydytos vidutinémis 600 J/cm UVA1l dozémis;
e) BLM+1200UVA1 —pelés su BLM sukelta sistemine skleroze, gy-
dytos didelémis 1200 J/cm UVAL1 dozémis; f) BLM+600UVA1 —
pelés su BLM sukelta sistemine skleroze, gydytos vidutinémis
600 J/cm UVA1 dozémis.

Fig. 2. Immunohistochemistry of active caspase-3

sveikos pelés, gydytos vidutinémis 600 J/cm2 UVAL1 dozémis.
— Skirtumai statistiskai reik§mingi esant P < 0,05.

Fig. 1. Changes of the skin thickness in all experimental

groups
atitinkamai 3,99 * 1,21 % ir
4,17 £ 1,18 %. BLM sukeltame siste-

minés sklerozés modelyje (I grupe)
aktyvios kaspazés-3 raiska odoje padi-
déjoiki 9,8 £ 1,5 % ir statistiskai reiks-
mingai skyresi (P < 0,05) nuo sveiky
gyvanuy grupés. Po UVAL1 fototerapijos
kurso, sukaupus 1200 J/em?

600 J/cm?> spinduliuotés dozes, peliu
su sistemine skleroze dermoje nusta-
tyta gerokai padidéjusi (P < 0,05) ak-
tyvios kaspazés-3 raiSka (atitinkamai
17,2 + 3,3% ir 17,1 + 4,4 %), palyginti
su kontroline BLM (IT) grupe (2 pav.).

REZULTATY APTARIMAS
IR DISKUSLJA

Sio darbo tikslas buvo ivertinti siaura-
juostés UVA1 spinduliuotés poveiki
odos fibrozei ir apoptozei BLM sukel-
tame peliu sisteminés sklerozés mode-
lyje.

Epitelio sluoksnio lastelés sistemi-
nés sklerozés atveju dél iSemijos ar ki-
tos pazaidos praranda tarplastelines

jungtis ir trans-
formuojasi 1 me-
zenchimines lgs-
teles arba miofib-
roblastus. Aktyvuoti miofibroblastai
uzdegimo aplinkoje gausiai gamina
tarplastelinio matrikso komponentus,
ypac I ir III tipo kolagenus [32]. Ligai
isigalint, fibroblastai proliferuoja, ju
fibrozinis aktyvumas didéja, taéiau
del progresuojanéio uzdegimo iSsivys-
to fibroblastu atsparumas apoptozei,
kas skatina tolesni fibrozés vystymasi.
Mes iskeleme hipoteze, kad UVAl
spinduliuote, pasiekdama tikrosios
odos sluoksni, sukelia ¢ia esanciuy las-
teliu apoptoze.

Apoptozés proceso reguliavimo su-
trikimas — viena i§ sisteminés sklero-
zés patogenezés grandziu. Apoptozéje
dalyvauja fermentai, prikausantys
peptidaziy Seimai. Kaspazés — tai pep-
tidazés, kuriu aktyviajame centre yra
aminorugstis cisteinas ir kurios skelia
asparto ragsties karboksilinés grupés
sudaroma peptidini ry$i (angl. caspa-
se-cysteinic aspartate specific peptida-
se) [33, 34]. Pagal veikimo mechaniz-
ma, kaspazés yra skirstomos i iniciaci-
nes (kaspazé-2, -8, -9 ,-10) ir vykdoma-
sias (kaspazeé-3, -6, -7) [35]. Kaspazé-3

yra pagrindiné ir dominuojanti vykdo-
moji peptidaze, kuri gali bati aktyvuo-
jama tiek per iSorini, tiek per vidini
apoptozes reguliavimo kelius [36, 37].
ISorinis kelias yra susijes su Fas arba
TNF faktoriaus receptoriais ir prie ju
prisijungiancdiais tirpiais baltymais
(pvz., Fas ligandu, TNF), aktyvuojan-
Giais kaspaze-8 [38]. Vidiniame apop-
tozés aktyvacijos kelyje dalyvauja mi-
tochondrijos [39, 40]. Atsiradus DNR
pazaidoms, i§ mitochondriju i citozoli
patenka citochromas c. Padidéjes mi-
tochondrijos membranos laidumas ir
citochromo ¢ patekimas i citozoli skati-
na kaspaziu Seimos aktyvavima [38].
Citochromas ¢ ir proteazes aktyvuo-
jantis faktorius (angl. apoptosis pro-
teases activating factor, Apaf-1) sufor-
muoja apoptosoma — baltymu kom-
pleksa, aktyvuojanti kaspaze-9 [41].
Apoptoze skatinanc¢iu (Bax, Bak ir
Bid) ir apoptoze slopinanc¢iu (Bel-2 ir
Bel-x) Bel Seimos baltymu pusiausvy-
ra nulemia apoptozés proceso pradzia
arba sustabdyma [42].

Atlike tyrima mes nustatéme padi-
déjusia aktyvios kaspazés-3 raiska
dermoje po BLM injekciju, kas rodo
patogenezini ir uzdegimini BLM veiki-
mo mechanizma, sukeliant fibrozini
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procesa. Yamamato su bendraauto-
riais [36] tyré apoptozés procesus
BLM sukeltame sklerodermos mode-
lyje C3H/Hed linijos peléms. Apoptozi-
niu lasteliuy kiekis vertintas (galinés
deoksinukleotidiltransferazés deok-
siuridintrifosfato liekanos Zymejimo)
(TUNEL) ir DNR elektroforezés gelyje
metodais. Po BLM injekciju nustaty-
tas padidéjes kaspazés-3 aktyvumas ir
mRNR raiska. Apoptozinés lastelés ir
padidéjes Fas/Fas ligando kiekis ras-
tas keratinocituose ir mononuklearuo-
se, bet ne fibroblastuose ir endotelio
lastelése. Skiriant neutralizuojanti
antikGng prie§ Fas liganda kartu su
BLM injekcijomis, nustatytas sumazé-
jes odos fibrozés iSsivystymo laipsnis
kartu su silpnesniu kaspazés-3 akty-
vumu ir nedideliu apoptozés laipsniu.
Tad Fas/Fas ligando apoptozés kelias
yra svarbus sisteminés sklerozés pato-
genezeéje [36]. Irodyta, kad sisteminés
sklerozés fibroblastai yra atsparus
nuo Fas ligando priklausomai apopto-
zei [28, 43, 44]. Kitu autoriy tyrimuy
duomenimis, sisteminés sklerozés fib-
roblastams budinga padidéjusi Bel-2
ir sumazéjusi Bax baltymu raiska, kas
lemia sumazéjusi apoptozini aktyvu-
ma [28, 45]. Manoma, kad TGF-f gali
buti pagrindinis veiksnys, sukeliantis
§Siai ligai budingas fibroblastu populia-
cijas, atsparias lasteliu zaciai [46].

Ivertinus, kad fibroblastu atsparu-
mas apoptozei priklauso ne tik nuo
Fas/Fas ligando grandies, bet ir nuo
vidiniame apoptozés kelyje dalyvau-
jan¢iu Bax ir Bel baltymu, efektyvi fo-
toterapija turétu veikti abu lasteliu
zuties kelius. Placdiajuostés UVA1 vei-
kimo sukeliant apoptoze mechaniz-
mas buvo tirtas polimorfonukleary
kultaroje (i§ sveiko Zmogaus kraujo
meéginio) [47]. Siekiant ivertinti apop-
tozés vidinio kelio aktyvacija, buvo tir-
ti antikGnai pries citochroma c ir akty-
vig kaspaze-9, o iSorinio kelio aktyva-
cija — antikGnai prie§ aktyvia kaspa-
ze-8 ir Bid baltyma. Zuvangéiy, lasteliy
kiekis ivertintas tékmés citometrijos
bidu. Po 30 J/em®, 50 J/em” ir 80 J/em”
UVA1 (340-440 nm) spinduliuotés do-
ziu, bendras zavandiy lasteliy kiekis
padidéjo atitinkamai 1,8, 2,7 ir
4,5 karto. Kaip ir ankséiau atliktuose
tyrimuose, buvo patvirtinta, kad
UVAL1 sukelia apoptoze tiek vidiniu,
tiek iSoriniu apoptozés aktyvacijos ke-
liu [25, 47].

Mausu tyrime po dideliu ir viduti-
niu UVA1 doziu fototerapijos aktyvios
kaspazés-3 raiSka dvigubai padidéjo
suplonéjusioje skleroderminéje odoje.
Atliktais tyrimais nustatyta, kad sis-
temine skleroze serganciu pacientu
T lastelés yra maziau jautrios apopto-
z€&s procesui ir jose sumazéja aktyvios

kaspazés-3 raiska [48]. Siekdami iver-
tinti UVA1 poveiki T lasteliu apopto-
zel, Yamauchi su bendrautoriais atli-
ko in vitro tyrima su sveikomis CD4'ir
T limfomos lastelémis [49]. Pasvitinus
lasteles 20 J/crn2 UVALI1 paaiskéjo, kad
lasteliu jautrumas apoptozei priklau-
so nuo aktyvios kaspazés-3 raiskos.
Didesnis sio fermento kiekis lasteliu
aplinkoje lemia geresni apoptozini at-
saka i UVA1 spinduliuote. Masu atlik-
tame tyrime aktyvios kaspazés-3 rais-
ka galbtuit taip pat padidina ¢ia esanc¢iu
T lasteliu jautruma UVA1 sukeltai
apoptozei, todél mazéja uzdegimine
infiltracija ir gaunamas antifibrozinis
fototerapijos poveikis. Okazaki su
bendraautoriais [50] nustateé, kad pa-
cientu serume yra padidéjusi autoan-
tikanu pries aktyvia kaspaze-3 kon-
centracija. Siy antikanu kiekis buvo
tiesiogiai susijes su kraujagysliniu pa-
zeidimu, ilgesne ligos trukme, padidé-
jusiais uzdegimo rodikliais bei ryskia
plaudiu fibroze. Manoma, kad antika-
nai pries kaspaze-3 yra susije su sutri-
kusiu apoptozés reguliavimo procesu
ir sumazéjusiu kaspazés-3 fermento
aktyvumu [50]. Taigi siaurajuoste
UVAL1 spinduliuote, sukelianti padide-
jusia aktyvios kaspazés-3 raiska, re-
guliuoja sisteminei sklerozei budinga
pakitusia apoptozés veikla.

UVA1 spinduliuote, pasiekdama
tikrosios odos sluoksnius, veikia ne tik
¢ia esancius fibroblastus ir uzdegimo
lasteles, bet ir kraujagysliu endoteli.
Breuckman su kolegomis [51] ivertino
UVA1 (340-400 nm) spinduliuotés po-
veiki endoteliniy lasteliu apoptozei.
Sistemine skleroze serganciu pacientu
galtniu odai skirta sumineé 1500 J/crn2
UVA1 dozé. Imunohistocheminé ana-
lizé su antiktnais pries M30 baltyma
(kaspazés skilimo produktas) parode,
kad endoteliniu lasteliu, turinc¢iu
M30°, kiekis dermoje sumazéjo, paly-
ginti su kontroline grupe be fototera-
pijos (atitinkamai 8,7 £ 5,2 % ir
18,1 £ 10,9 %, P = 0,025). Sie rezulta-
tai patvirtina, kad UVA1 turi itakos
endoteliniy lasteliu proliferacijai. Yra
zinoma, kad endoteliniy lasteliy apop-
tozé yra vienas i$ pradiniy sisteminés
sklerozés patogeneze skatinandéiuy
veiksniu [62]. Fibroblastai, pateke i
apoptoze patirianciu endoteliniy las-
teliu aplinka, pasikeic¢ia i miofibrob-
lastus [53]. Taip pat irodyta, kad endo-
teliniy lgsteliy zatis sukelia fibroblas-
tu atsparuma apoptozei per PISK pri-
klausoma kelig [54]. Tad kraujagysle-
se vykstancios apoptozés mazinimas
yra svarbus UVA1 veikimo mechaniz-
mas.

Siame tyrime taip pat ivertinome
siaurajuostés UVA1 dideliu ir viduti-
niu doziy poveiki sveikai gyvinuy odai.
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Po fototerapijos kurso, odos storis ir
kaspazeés-3 raiska nesiskyré nuo ne-
Svitintos sveikuy peliu kontrolinés gru-
pés. Ju su kolegomis [55] iStyre pla-
taus spektro UVA1l (bangos ilgis
340-400 nm) spinduliuotés mazu, vi-
dutiniy ir dideliu (suminés dozés ati-
tinkamai 20 J/ecm”, 60 J/cm” ir
100 J/cmz) doziu poveiki fibroblas-
tams, gautiems i§ sveiko Zmogaus
odos. Tiriant lasteliu gyvybinguma
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il-)-2,5-di-
feniltetrazolio bromido) dazu nustaty-
ta, kad fibroblastu pazaidos atsirado i§
karto po Svitinimo, taciau didziausi
proliferacijos sutrikimo poky¢iai buvo
po 24 val. Fibroblasty struktara buvo
edeming, i§ dalies suardyta, apvali,
tarplastelinis tarpas praplatéjes. Las-
teliu gyvybingumas sumazéjo priklau-
somai nuo skirtos dozés (ypaé dideli
pakitimai nustatyti didelés dozés
UVAL1 grupé¢je). Tad fibroblastai, is-
skirti i§ sveikos odos, yra jautrus
UVAL1 spinduliuotés sukeltai apopto-
zei [65]. Tame paciame tyrime buvo
ivertintas placéiajuostés UVAL spindu-
livuotés poveikis BALB/c linijos peliu
odos storiui BLM sukeltame sklero-
dermos modelyz]' e. Nustatyta, kad dide-
le (3000 J/ecm”) UVAL spinduliuotés
dozé sumazina skleroderma turinéiu
peliu odos stori 1,5 karto, vidutiné
(1800 J/cm®) - 1,14, o maza
(600 J/em”) — tik 1,03 karto, palyginti
su BLM kontrolinés grupés odos sto-
riu. Masu tyrime siaurajuostée UVA1
(1200 J/cmz) sumazino dermos stori
net 2,19, 0 600 J/cm2 —1,52 karto, paly-
ginti su kontroline BLM grupe. Tad
siauras 365 nm bangos spektras yra
efektyvesnis mazinant odos fibroze
eksperimentiniame peliu skleroder-
mos modelyje.

ISVADOS

Siaurajuosté 365 nm bangos ilgio
UVA1 spinduliuoté reikSmingai su-
mazina odos stori BLM sukeltame
eksperimentiniame sisteminés sklero-
zés modelyje, o antifibrozinis poveikis
tiesiogiai priklauso nuo dozés. Fotote-
rapijos kursas dvigubai padidina kas-
pazés-3 raiska skleroderminéje gyva-
nu odoje. Sveiku gyvunu grupése
UVAL spinduliuoté neturi itakos odos
storiui ir kaspazeés-3 raiskai.
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THE IMPACT OF NARROWBAND ULTRAVIOLET A1 ON ACTIVE CASPASE-3
EXPRESSION IN SCLERODERMA ANIMAL MODEL

Diana Karpec, Romualdas Rudys, Laima Leonaviciené, Zygmunt Mackiewicz,
Ruta Bradonaité, Gailuté Kirdaite, Algirdas Venalis

Background. To define the impact of
36515 nm ultraviolet A1 (UVA1) radia-
tion for the dermal fibrosis and apoptosis
in bleomycin (BLM)-induced mouse
model of scleroderma.

Materials and methods. Forty two
DBA/2 strain healthy mice and mice with
bleomycin-induced scleroderma were
treated with high and medium doses of
UVAL. The average cumulative doses
were 1200 J/em? for high and 600 J/cm?
for medium dose treatments. Non-
treated groups served as the control.

Light source emitting a narrowband UVA1
365+5 nm and radiation of 21 mW/cm2
power density was used in the study.
Histological analysis with H&E staining
for dermal thickness measurement and
immunohistochemical staining for active
caspase-3 proteins were performed. Statis-
tical significance was expressed by a
P value <0.05.

Results. The dermal thickness of mice
treated with high and medium doses of
UVA1 was significantly lower in compari-
son to the control BLM group (P<0.05). Af-

ter irradiation with cumulative doses of
1200 J/cm2 and 600 J/cm2 of UVA1 on
mice with scleroderma, the expression of
active caspase-3 was significantly
(P<0.05) higher (17.2%£3.3% and
17.1£4.4%, respectively) as compared
with that in the BLM control group
(9.841.5%) The expression profile of ac-
tive caspase-3 in the skin did not differ
between healthy and UVAl-treated
healthy mice groups.

Conclusions. Narrowband UVA1l
phototherapy effectively reduced the der-
mal thickness, and the impact was dose-
dependent. UVA1 radiation caused the
double increase of the active caspase-3
expression in the skin of mice with
scleroderma.

Keywords: phototherapy, apoptosis, fi-
brosis, ultraviolet A1, scleroderma.
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