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IVADAS nulemiandiu pasikartojancius kosulio epizodus, §voks-
Astma yra nevienalyté ir sudétinga liga, kuriai bu-  timg, dusulj ir spaudima kraitinéje [1]. Létinis kvépavi-
dingas sutrikes kvépavimo taky audiniy atsigavimas, =~ mo taky uzdegimas su ryskia kraujo ir kvépavimo taky
susijes su vietiniu uzdegimu ir padidéjusiu jautrumu,  eozinofilija yra esminis astmos bruozas. Kvépavimo
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taky eozinofilija susijusi su daznais astmos paameé-
jimais ir intensyvesniu gydymu [2]. Eozinofilai yra
granuloctai, kuriy brendima kauly ¢iulpuose aktyvina
2-ojo tipo uzdegimo metu gausiai i§skiriami citokinai
[3]. Astmos metu eozinofilai migruoja i$ periferinio
kraujo | pazeidimo vieta, prilimpa prie struktiriniy
kvépavimo taky lgsteliy, pavyzdziui, bronchy lygiuju
raumeny lgsteliy (BLRL) ir plaudiy fibroblasty (PF), ir
iskiria jvairias biologiskai aktyvias medziagas ir cito-
kinus. Manoma, kad $ios gausiai eozinofily i§skiriamos
medziagos gali reik§mingai prisidéti prie kvépavimo
taky remodeliavimosi sergant astma.

Kvépavimo taky remodeliavimasis apibudinamas
kaip didziyjy ir mazyjy kvépavimo taky lasteliniai ir
tarplastelinio uzpildo poky¢iai: epitelio lasteliy apop-
tozé, kvépavimo taky lygiyjy raumeny lasteliy prolife-
racija ir fibroblasty aktyvacija [4]. Siuos patologinius
kvépavimo taky pokycius lemia skirtingy lasteliy rasiy
aktyvinimas kvépavimo taky sieneléje ir gleivinéje.
Kvépavimo taky sienelés sustoréjimas yra viena svar-
biausiy remodeliavimosi, kurj lemia padidéjusi BLRL
ir PF proliferacija, aktyvacija bei sutrikusi tarplastelinio
uzpildo baltymy apykaita, savybé. Tarplastelinio uzpil-
do baltymai nustato audiniy architektarg, suteikdami
mechaninio stabilumo ir elastingumo, kurie reikalingi
normaliai plauciy funkcijai. Struktariniai kvépavimo
taky pokyciai yra patologiniai pozymiai, prisidedantys
prie klinikinio astmos pasireiskimo: bronchy spindZzio
susiauréjimo, $vokstimo, dusulio. Uzdegiminiy ir
struktariniy lasteliy tarpusavio rysiai sudaro tinkamas
salygas létiniam uzdegimui. Jrodyta, kad profibrozinis
citokinas, transformuojamasis augimo veiksnys beta
(angl. transforming growth factor beta, TGF-f3) dalyvau-
ja pagrindiniuose astmos remodeliavimosi procesuose,
jskaitant didziyjy ir mazyjy kvépavimo taky lastelinius
ir strukttrinius poky¢ius [12]. Eozinofilai, BLRL ir
PF gamina neaktyvinta TGF-p forma, kuri kaupiasi
tarplasteliniame uzpilde kaip latentinis kompleksas, o
aktyvinta TGF-{ forma gali autokriniskai ir parakri-
nigkai reguliuoti struktiriniy kvépavimo taky lasteliy
tarplastelinio uzpildo baltymy gamybg ir ardyma [13].
Be to, uzpildo metaloproteinazés (MMP), pavyzdziui,
MMP-2 ir MMP-9, skaido latentinius TGF- komplek-
sus, taip padidinamas aktyvintos TGF- formos kiekis
tarplasteliniame uzpilde [7].

Sergant astma tarplastelinio uzpildo komponenty,
pavyzdziui, kolageno, elastiniy skaiduly, fibronek-
tino ir versikano, apykaita kvépavimo takuose yra
sutrikusi. Tarplastelinio uzpildo homeostazé yra es-
miné organizmo vystymosi ir zaizdy gijimo dalis, o
tarplastelinio uzpildo baltymy kaupimasis ir sutrikes
baltymy ardymas sukuria patologines salygas laste-
léms. Tarplastelinio uzpildo homeostaze reguliuoja
MMP, skaidantys tarplastelinio uzpildo baltymus, ir
audiniy metaloproteinaziy inhibitoriai (angl. tissue
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metalloprotease inhibitor, TIMP), moduliuojantys
MMP aktyvuma. Mikroaplinkos poky¢iai sukelia
struktariniy kvépavimo taky lasteliy elgesio poky¢ius.
Sergant astma, kokybiniai ir kiekybiniai tarplastelinio
uzpildo baltymuy pokyciai yra dalis kvépavimo taky
remodeliavimosi procesy, prisidedanciy prie astmos
patogenezés.

TGEF-P signalinis kelias susideda i§ kanoninio (nuo
Smad priklausomas) ir nekanoninio keliy, kurie prasi-
deda, kai latentinis TGF-{ kompleksas suaktyvinamas
veikiant MMP [8]. Aktyvintas TGF-p jungiasi prie i$o-
rinéje lasteliy membranoje esanc¢iy TGF-p receptoriy.
Tada Smad 2, Smad 3 ir Smad 4 signalizacija aktyvina
kanoninio arba nekanoninio signalinio kelio moleku-
les, kurios lemia citokiny transkripcija, tarplastelinio
uzpildo baltymy sinteze ir aktino polimerizacija [9].
Eozinofily skatinama TGF- signalinio kelio elemen-
ty rai$ka ir inhibiciniy molekuliy raiskos slopinimas
susijes su aktyviu TGF-p signaliniu keliu lastelése [10].

BLRL ir PF yra sintetiskai ir mechanigkai aktyvios
lastelés, kurios greitai reaguoja j kvépavimo taky uzde-
gima ir pakeicia savo jprasta funkcija: gamina jvairius
biologiskai aktyvius mediatorius, tarplastelinio uzpildo
baltymus, didéja susitraukimas (kontraktiliskumas)
ir migracija. Pakites BLRL ir PF kontraktili$kumas
ir migracija yra vienas svarbiausiy kvépavimo taky
uzdegimo procesy, prisidedanciy prie kvépavimo
taky remodeliavimosi sergant astma. Ankstesni ty-
rimai parodé, kad astma serganciyjy BLRL skiriasi
nuo neserganciy astma, nes yra hiperkontraktiliniai,
hiperproliferaciniai ir hipersekreciniai [11]. BLRL
susitraukimo ir atsipalaidavimo dinamika atlieka
pagrinding kvépavimo takus susiaurinancia funckija
sergant astma [12]. BLRL susitraukimas ir migracija
yra glaudziai susije procesai, nes migravimas susijes
su labai konservatyviais molekuliniais mechanizmais,
koordinuojan¢iais susitraukima [12]. Padidéjusi astma
serganciy zmoniy kvépavimo taky BLRL masé siejama
su intensyvesne proliferacija ir migracija. Bronchy sie-
nelé taip pat storéja ir dél PF proliferacijos, migracijos
ir tarplastelinio uzpildo kaupimosi. PF yra pagrindinés
lastelés, atsakingos uz tarplastelinio uzpildo baltymy
apykaitg kvépavimo takuose. Be to, PF migruoja j
uzdegimo vietg ir yra pagrindinés lastelés, atsakin-
gos uz zaizdy gijima. Jrodyta, kad migruojantys PF
diferencijuojasi j miofibroblastus, kurie susitraukia ir
gamina itin daug tarplastelinio uzpildo baltymuy, taip
sukeldami audiniy fibroze [13]. Miofibroblastams taip
pat budinga didesnis kiekis zidininés adhezijos viety,
lasteliy-lasteliy jungciy ir intensyvesné a-sm-aktino
raiska [14]. Be to, BLRL ir PF i§skiria daugybe augimo
veiksniy ir citokiny, kurie skatina kvépavimo taky uz-
degimga [15]. Taigi, BLRL ir PF atlieka svarby vaidmenj
kvépavimo taky remodeliavime sergant astma.

Disertacijoje iskelta hipotezé, kad astma serganciy-
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ju eozinofilai veikia tarplastelinio uzpildo baltymy
ir jy apykaita reguliuojanc¢iy baltymy geny raiska,
TGEF- signalinio kelio molekuliy geny raiskag BLRL
ir PF, ir $iy lasteliy kontraktiliSkuma, migracija ir
diferenciacija.

Tikslas: jvertinti eozinofily poveikj tarplgstelinio
uzpildo baltymy geny raiskai, bronchy lygiyjy raume-
ny lasteliy ir plaudiy fibroblasty kontraktiliskumui ir
migracijai sergant astma.

Uzdaviniai:

1. Jvertinti eozinofily poveikj tarplastelinio uz-
pildo baltymy, uzpildo metaloproteinaziy ir
metaloproteinaziy audiniy inhibitoriy geny rais-
kai bronchy lygiujy raumeny lastelése ir plauciy
fibroblastuose sergant astma.

2. Nustatyti eozinofily poveikj kanoninio ir neka-
noninio TGF-f signalinio kelio molekuliy geny
rai$kai bronchy lygiyjy raumeny lastelése ir
plauciy fibroblastuose.

3. Istirti eozinofily jtakg bronchy lygiyjy raumeny
lasteliy ir plauciy fibroblasty kontraktilisku-
mui, migracijai ir kontraktiliniy baltymy geny
raigkai.

Tyrimo naujumas

Sis tyrimas suteikia naujy ziniy apie astma serganciy-
ju eozinofily poveikj bronchy lygiyjy raumeny Igste-
léms ir plauciy fibroblastams: (1) eozinofily sukeliama
tarplastelinio uzpildo baltymy apykaitos molekuliy
geny raiSkos BLRL ir PF sutrikdyma; (2) eozinofily
skatinamg TGF-p signalinio kelio molekuliy geny
raiSkg BLRL ir PF; (3) eozinofily skatinama BLRL
ir PF kontraktiliskuma, migracija ir $iy struktariniy
kvépavimo taky lgsteliy diferenciacija j kontraktilinj
lasteliy fenotipg, pasitelkiant tiriamyjy eozinofily ir
BLRL, PF sudétines kultiras.

Sis tyrimas suteikia daugiau informacijos apie as-
tmos gydymo tiksla — eozinofily kiekio mazinimg, jy
adheziniy savybiy blokavimg ir TGF-f signalinio kelio
molekuliy inaktyvinima siekiant sumazinti kvépavimo
takuose vykstancius remodeliavimosi poky¢ius. Vie-
nintelis gerai zinomas eozinofilijos gydymas pagrijstas
jy i$sekinimu uzblokavus eozinofily brendima kauly
¢iulpuose; taciau jis nelabai veiksmingas ir sukelia
rysky $alutinj poveikj. Tyrimo naujumas yra tyrimo
metodai, uzdaviniams pasiekti naudoti i$§ jvairaus
sunkumo astmos pacienty kraujo isskirti eozinofilai
sudétinése kultarose su BLRL ir PF lgsteliy linijomis,
rodanciomis skirtinga eozinofily poveikj juy tarplas-
telinio uzpildo geny raiskai, TGF-P signalinio kelio
molekuliy geny raiskai, lasteliy kontraktiliskumui,
migracijai ir diferenciacijai. Sis tyrimo modelis imi-
tuoja in vivo procesus. Taip pat, $ie tyrimai praplecia
supratimg apie struktariniy kvépavimo taky lgsteliy ir
eozinofily i$skiriamo TGF-f svarbg kvépavimo taky
remodeliavimuisi sergant astma.
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Tyrimas vykdytas Lietuvos sveikatos moksly uni-
versiteto (LSMU) Medicinos akademijos Medicinos
fakulteto Pulmonologijos klinikos Pulmonologijos
laboratorijoje. Pacienty atranka ir klinikinis istyrimas
vykdytas Lietuvos sveikatos moksly universiteto ligo-
ninés Kauno kliniky Pulmonologijos klinikoje, gavus
LSMU Regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komi-
teto leidima numeriu BE-2-13 ir Valstybinés duomeny
apsaugos inspekcijos leidimg numeriu 2R-7192 (2.6-1).

Tyrimas taip pat registruotas clinicaltrials.gov pusla-
pyje, identifikacijos numeris NCT03388359.

Tyrimas buvo prospektyvinis, trukes nuo 2017 m.
rugséjo 1 d.iki 2021 m. rugpjucio 31 d. ] tyrima jtraukti
tik tie tiriamieji, kurie pasirasé informuoto asmens
forma. Visi alergine astma (AA) ir sunkia nealergine
eozinofiline astma (SNEA) sergantys asmenys buvo
tiriami ir gydomi Lietuvos sveikatos moksly universi-
teto ligoninés Kauno kliniky Pulmonologijos klinikoje.
Sveiki asmenys (SA) dalyvavo tyrime kontrolinéje
grupéje ir visi jie buvo savanoriai.

I tyrima jtraukti i§ viso 95 tiriamieji. Nerukantys
18-80 mety amziaus vyrai ir moterys, sergantys ne-
sunkia, jkvepiamais gliukokortikoidais (IGK) negydyta
alergine astma, toliau AA - viso 39 asmenys, sergantys
sunkia nealergine eozinofiline astma, toliau SNEA -
20, ir 36 sveiki asmenys (SA) kaip kontroliné grupé.
Detalts tiriamyjy demografiniai ir klinikiniai duo-
menys pateikiami skiltyje Rezultatai (1 ir 2 lentelése).

Tyrimo eiga

Visi tiriamieji prie§ pradedant tyrimus atitiko jtrau-
kimo kriterijus, pasiragé informuoto asmens sutikimo
formas. Tuomet jie buvo kvie¢iami atvykti ne anksc¢iau
kaip trys dienos ir ne véliau kaip dvi savaités po jtrau-
kimo kriterijy patvirtinimo. SNEA pacientai ir dalis SA
(n = 11) buvo pakviesti atvykti tyrimams vieng karta,
visi AA sergantieji ir dalis SA (n = 25) buvo kvie¢iami
atvykti du kartus - pries ir 24 val. po bronchy provo-
kacijos D. pteronyssinus alergenu.

Pirmo vizito metu i§ visy tiriamyjy buvo paimtas
periferinis kraujas, pamatuotas FEV, ir FeNO. Detalus
tirlamy asmeny iStyrimas apibadintas publikacijose
[16-19]. Taip pat, pateikiamas iSsamus eksperimentinis
tyrimy planas 1 paveiksle.

REZULTATAI

duomenys

I tyrima jtraukti i§ viso 95 tiriamieji (42 vyrai ir 53
moterys), i§ kuriy 39 buvo sergantys AA, 20 serganciy
SNEA ir 36 SA. Visiems 39 sergantiems AA ir 25 SA
atlikta bronchy provokacija D. pteronyssinus alergenu.
SNEA sergantys asmenys iSsiskyré statistiskai reiks-
mingai vyresniu amziumi, blogesne plauciy funkcija,
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Sveiko asmens BLRL, Igsteliy linija, imortalizuota stabilios Zmogaus telomerazés atvirkstinés transkriptazés geno raiskos, ir komerciné PF
Iasteliy linija buvo pasétos Sesiose sulinéliy plokstelése. BLRL séjamos S+ DMEM terpéje; kuomet PF séjamos S+ EMEM terpéje. S+ terpé
paruosta naudojant FBS (10 proc. v./v.), streptomicino-penicilino (2 proc. v./v.) ir amfotericino B (1 proc. v/.v.) tirpalus.

s+ SO Inkubacija 72 val., 24 val. ir analogiskai.
b _(___ 2 Eksperimenty dieng S+ terpé pasalinta ir Iastelés nuplautos vieng kartg PBS tirpalu, tuomet ant Iasteliy uzpilta SO terpé, kurios sudétyje néra
'-—-—-—-‘] serumo, paruosta naudojant antibiotikus be insulino, transferino ir seleno reagenta.

Kolageno gelio metodas

Kolageno gelio metodas atliktas remiantis NGO ir kt.
protokolais. 1x10° BLRL ir PF buvo surinktos naudojant
tripsing, kuris neutralizuotas naudojant S+ terpe. Tuomet,
lastelés centrifuguojamos ir neplaunamos S+ terpe ir pa-
sétos j kolageno gelj. Paruostas gelis atsargiai suraSomas
megintuvélyje su paruostomis BLRL arba PF SO terpéje.
Tuomet gelis isliejamas 24 sulinéliy plokstelése.

Polimerizacija 20-30 min.

o

e Geliui sustingus, sudaromos individualios kombinuotos

S S lasteliy kultaros su tiriamyjy eozinofilais ir (arba) serumu,
E;?ﬁﬂ remiantis A, B, Cir D paveikslais

Inkubacija 24 val.

Po 24 val. inkubacijos su eozinofilais gelis atlipinamas
nuo sulinélio sieneliy naudojant pipetés antgaliuka. Gelio
skersmuo matuojamas po 1, 2 ir 3 val. nuo atlipinimo.
Gelio disko skersmuo matuojamas mm.

Kadangi skirtumai po 1, 2 ir 3 val. matavimy nebuvo
statistiskai reikSmingi, kiti matavimai buvo atlikti po 24 val.

OCt— VU t—— P E— W

Eﬁj inkubacijos, vertinti kaip didziausias gelio susitraukimas.
— Rezultatai pateikiami kaip eozinofily ir (arba) serumo
sukeltas gelio disko sutraukimo padidéjimas.
Geny raiska
o6
I Individualios kombinuotos kultaros su tiriamujy eozi-
- — 3 | nofilais ir BLRL arba PF buvo sudarytos remiantis A ir B
@ﬂm paveikslais.
Inkubacija 24 val.
o
. e Po inkubacijos eozinofilais nuplaunami inkubuojant
\ 4 lasteles 5 min. su Siltu PBS vieng kartg ir Svelniai taps-
= nojant léksteliy Sonus. Tuomet BLRL arba PF lizuojami ir
Lacene:ﬁ-a isskiriama suminé RNR.
Tikrojolaiko PGRanalizé atlikta naudojant PowerSYBR® Green
-_— RNA-to-CT™ 1-Step Kit rinkinj pagal gamintojo protokolg
5 | 7500 Fast Real-Time PCR sistemoje. TGF- signalinio kelio

analizé atliktas RNR pavertus j DNR ir naudojant pritaikytas
pradmeny ploksteles.

1 pav. ISsamus eksperimentinis tyrimo planas

BLRL - bronchy lygiyjy raumeny lastelés; PF - plauciy fibroblastai.

didesne procentine kraujo eozinofilija, FeNO nei AA
ir SA, p < 0,05. AA serganciy asmeny IgE buvo reiks-
mingai didesnis, lyginant su SNEA ir SA, p < 0,05.
Issamaus tirty asmeny duomenys pateikiami 1 lenteléje.

Bronchy provokacija D. pteronyssinus alergenu at-
likta visiems AA sergantiems ir sveikiems asmenims
(3 lentelé). Reiksmingas eozinofily skai¢iaus, imuno-
globulino E koncentracijos kraujyje ir indukuoty skre-
pliy lasteliy gyvybingumas, indukuotuose skrepliuose
padidéjimas nustatytas AA grupéje po provokacijos
alergenu, p < 0,05. FeNO buvo reik§mingai didesnis
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Zaizdos gijimo metodas

BLRL ir PF Iasteliy monosluoksnyje sukuriama Zaizda
bréziant pipetés antgaliu. Tuomet Sulinélio vaizdas
uzfiksuojamas kaip pradinis (arba 0 val.) taskas.

am
KN
( Sudaromos individualios kombinuotos lasteliy kultdros
_~ " 4 | sutiriamyjy eozinofilais ir (arba) serumu, remiantis A, B,
E——— Cir D paveikslais.
SEREEEET

Inkubacija 24, 48 ir 72 val.

Po 24, 48 ir 72 val. inkubacijos fiksuojamas Sulinélio
vaizdas. Kadangi skirtumai po 24 ir 48 val. matavimy
nebuvo statiskiskai reiksmingi, kitas matavimas atliktas
po 72 val. inkubacijos, siekiant isryskinti pokycius tarp
tiriamyjy grupiy

programa jranga (NIH and LOCL University of Wisconsin).
Skirtumai pavaizduoti kaip procentiniai lastelémis pa-
| ...__ dengto pavirsiaus skirtumai nuo kontroliniy lgsteliy,
kurios nebuvo inkubuotos su eozinofilais.

J; Kiekviena nuotrauka analizuota laisvos prieigos ImageJ

=)}

TGF-B koncentracija

L)
oo
'l Individualios kombinuotosios kultaros su tiriamujy eozi-
— — 3 nofilais ir BLRL buvo sudarytos remiantis A ir B paveikslais.
e
- — Inkubacija 24 val.
o
. e Po inkubacijos buvo surinkti ir nucentrifuguoti lasteliy
4 kultary supernatantai, siekiant atskirti galimas lastelines
I priemaisas. Po centrifugavimo nusiurbtas supernatantas
saldomas.
TGF-B koncentracija nustatyta BioTek Epoch mikroploks-
teliy spektrofotometru naudojant Quantikine ELISA Kit for
5 | Human TGF-B1 (R&D Systems®) rinkinj pagal gamintojo
protokola.
A B C D

Periferinis kraujas eozinofily iSskyrimui ir serumas surinktas i$ visy tiriamuyjy ir
sudarytos kombinuotosios kulttros su BLRL ir PF tokiu principu: A - kontrolinés
BLRL/PF; B - BLRL/ PF ir tiriamujy eozinofily kombinuotos kultaros; C - BLRL / PF
ir tiriamuyjy serumas (2 proc. v./v.); D - BLRL / PF ir tiriamuyjy eozinofily ir serumo
kombinuotosios kultaros.

AA grupéje abiejy vizity metu, lyginant su SA grupe,
p < 0,05. Reik$mingy skirtumy sveiky asmeny grupéje
nenustatyta.

Tarplastelinio uzpildo baltymy geny raiska

bronchy lygiyjy raumeny lastelése ir plauciy

fibroblastuose

Nustatyta, kad AA eozinofilai reikSmingai skatina
kolageno I, kolageno III, fibronektino, vitronektino,
periostino ir vimentino geny raiskas BLRL Igstelése,
lyginant su kontrolinémis BLRL (2 pav. A).
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AA ir SNEA tiriamuyjy eozinofilai reiks-
mingai padidino kolageno I, kolageno V,
fibronektino, dekorino ir vitronektino
geny rai$kas BLRL Iastelése, lyginant su
SA eozinofily poveikiu. Taip pat, AA eozi-
nofilai reik§mingai didino kolageno III
geno rai$kg BLRL, lyginant su SA eozino-
fily poveikiu. Kolageno I ir fibronektino
geny raiska BLRL lastelése buvo reiks-
mingai didesné po inkubacijos su SNEA
eozinofilais nei su AA eozinofilais.

Alergine astma serganciyjy eozinofilai
reik§mingai didino elastino, versikano ir
dekorino geny raigkas PFE, lyginant su SA
eozinofily poveikiu, kai SNEA eozinofilai
skatino kolageno I, kolageno III, elastino
ir dekorino bei mazino vitronektino geny
raiskas PE lyginant su SA eozinofily po-
veikiu (2 pav. B). Taip pat, AA ir SNEA
eozinofilai reik§mingai mazino tenaskino
C geno raigka PE lyginant su SA eozinofily
poveikiu.

Alergenu aktyvinti eozinofilai reiks-
mingai skatino kolageno I, fibronektino,
elastino ir periostino geny raisSkas BLRL,
lyginant su neaktyvinty AA eozinofily
poveikiu.

MMP ir TIMP geny raiska bronchy

lygiyjy raumeny lastelése ir plauciy

fibroblastuose

SNEA eozinofilai reik§mingai didino
MMP-2 ir MMP-9 geny raiskas BLRL,
lyginant su kontrolinémis BLRL, p < 0,05
(4 pav. A). ADAM33 geno raiska BLRL
lastelése buvo reik§mingai didesné po
inkubacijos su visy tiriamyjy grupiy eozi-
nofilais, taciau SNEA eozinofily poveikis
buvo reik§mingiausias, lyginant su kitomis
tiriamyjy grupémis, p < 0,05. MMP-12
geno rai$ka po inkubacijos su AA eozi-
nofilais buvo reik§mingai didesné nei po
inkubacijos su SA arba SNEA eozinofilais,
p < 0,05 (4 pav. B). ADAM33 geno raiska
PF buvo reikSmingai didesné, lyginant su
SA eozinofily poveikiu PE, p < 0,05.

Alergenu aktyvinti eozinofilai reik§mingai skatino
MMP-12 ir ADAM33 geny raiskas BLRL lastelése,

AA, SNEA, SA,
n=39 n=20 n=36

Amzius, mediana (min.— maks.), metai 25 (18-47)# 50 (28-80)* | 27 (18-59)
Lytis, (V/M), n 18/21 10/10 14/22
KMI, kg/m? 24,7 26,8 24,0

(17,3-40,1) (17,5-37,3) | (17,0-34,4)
|sijautrinimas D. pteronyssinus / 39/32/17/19 NR NR
D. farinae / berzy / penkiy zoliy
alergenui, n
Papulés diametras sukeltas D. ptero- 8 (4-15) 0 0
nyssinus alergeno, mediana (min.-
maks.), mm
PD2om, geometrinis vidurkis 0,12 ND NR
(min.-maks.), mg (0,03-0,41)
FEV;, proc. butinojo dydzio 88,9 +2,0*# 55,8+6,1* | 1039+1,7
FEV;, | 3,7+0,14# 1,8+0,3* 40+0,1
Kraujo eozinofily skaicius, x 10%1 0,50 £ 0,05* 0,70+0,10* | 0,19+ 0,01
Kraujo eozinofily skaicius, proc. 5,4 +0,6%# 10,5 + 2,0% 2,9+0,3
IgE, 1U/ml 316,0 £ 122,4%# | 196,7 +49,7* | 22,8+ 34
FeNO, ppb 46,7 + 6,7*# 59,0+5,1% | 12,9+0,7

Duomenys pateikti mediana (ribos), geometriniu vidurkiu (ribos), arba vidurkiu + standartiniu
vidurkio nuokrypiu. AA NR - alerginé astma; FeNO - azoto monoksido frakcija iskvepiamajame
ore; FEV: NR - forsuoto iskvépimo taris per pirmaja sekunde; IgE NR — imunoglobulinas E;
M - moterys; NR — nebuvo atsako; ND NR - neatlikta; PD2ow NR - provokaciné metacholino
dozé, nulémusi FEVi sumazéjima 20 proc.; SA NR - sveiki asmenys; SNEA NR - sunki nealerginé
eozinofiliné astma; V NR - vyrai.

*p < 0,05, palyginus su sveiky asmeny grupe. #p < 0,05, palyginus su SNEA grupe. Statistiné
analizé - skirtumams lyginti (nepriklausomy grupiy duomenis) Mann-Whitney U-testas.

kacijos D. pteronyssinus alergenu

AA, n=39 SA,n=25

1 vizitas 2 vizitas 1 vizitas 2 vizitas
Kraujo eozinofily 0,50+0,05* | 0,58+0,05% |0,15+0,01 0,14+ 0,01
skaicius, x 10%/1
Kraujo eozinofily 5,4+0,6* 66054 | 28+02 | 27+03
skaicius, proc.
IgE, 1U/ml 316,0+ 122,4% | 401,7+ 118,04 | 259+4,1 | 24,0+4,3
FeNO 59,0+ 5,1 687+72% | 125+09 | 125+1,0

Duomenys pateikti vidurkiu + standartinis vidurkio nuokrypis. AA — alerginé astma; IgE - imu-
noglobulinas E; FeNO - azoto monoksido frakcija iSkvepiamajame ore; SA - sveiki asmenys;
1 vizitas — prie$ bronchy provokacija alergenu; 2 vizitas — 24 val. po bronchy provokacijos
alergenu.

*p < 0,05, palyginus su SA to paties vizito metu. #p < 0,05, palyginus su pirmo apsilankymo
rezultatu toje pacioje grupéje.

Statistiné analizé - skirtumams toje pacioje grupéje, lyginant duomenis pries ir 24 val. po
bronchy provokacijos D. pteronyssinus alergenu — Wilcoxon suderinty pory ranginis testas.

Alergenu aktyvinti eozinofilai reik§mingai sumazino
TIMP-1 geno raiska PE lyginant su alergenu neakty-
vinty eozinofily poveikiu, p < 0,05.

lyginant su neaktyvinty eozinofily poveikiu, p < 0,05.

Taip pat, alergenu aktyvinti eozinofilai neturéjo reiks-
mingo skatinamojo poveikio MMP geny raiskoms PF,
lyginant su neaktyvinty eozinofily poveikiu. TIMP-1
ir TIMP-2 geny raiska BLRL ir PF buvo reik§mingai
didesné po inkubacijos su astma serganciy asmeny eo-
zinofilais, lyginant su SA eozinofily poveikiu, p < 0,05.
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TGF-B1 signalinio kelio molekuliy geny raiska

bronchy lygiyjy raumeny lastelése ir plauciy

fibroblastuose

AA eozinofily poveikis buvo reik§mingai didesnis
TGF-B1, o SNEA eozinofily - TGF-B1, LTBP1, LTBP3
geny raiskoms BLRL, lyginant su SA eozinofily povei-
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kiu (5 pav. A). TGF-P2 geno raiska PF buvo
reik§mingai didesné po inkubacijos su AA
ir SNEA eozinofilais nei SA eozinofilais, o
LTBP2 ir LTBP3 geny raiskos PF - po in-
kubacijos su SNEA eozinofilais, lyginant su
SA eozinofilais. AA eozinofilai reik§mingai
skatina TGFBRAP1 geno raiskg BLRL ir
ACVRI1, ACVR1B, ACVR2A, TGFBR2
geny raiskas PF, lyginant su SA eozinofily
poveikiu (5 pav. B).

Taip pat, SNEA eozinofily poveikis buvo
reik§mingai didesnis ACVR1B, ACVRI1C,
ACVR2A, TGFBR1, TGFBRAPI geny rais-
kai BLRL ir ACVR1, ACVRIB, ACVR2A,
TGFBR2, TGFBR3, TGFBRAP1 geny
raiskai PF, lyginant su SA eozinofily po-
veikiu. AA eozinofily poveikis Smad 5
geno raiskai BLRL ir Smad 1/2/3/4/7 geny
raiskoms PF buvo reik§mingai didesnis nei
SA eozinofily. O SNEA eozinofilai reiks-
mingai didina Smad 2/3/4/7 geny raiska
BLRL ir Smad 1/2/3/4/5/7 geny raiska
PF, lyginant su SA eozinofily poveikiu
(5 pav. G; 6 pav. C).

MAPKI1, MAPK3, ROCK1, ROCK2,
Smurf 1, Smurf 2 geny raiska BLRL ir
RHOA, ROCKI1, ROCK?2 geny raiska PF
buvo reik§mingai didesné po inkubacijos
su AA eozinofilais, lyginant su SA eozino-
fily poveikiu (6 pav. D). SNEA eozinofilai
reik§mingai skatina MAPK1, MAPK3,
RHOA, ROCK1, ROCK2 geny raiskas
abiejose lasteliy kultarose, kai Smurf 1
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2 pav. A - tarplastelinio uzpildo geny raiSka BLRL; B - tarplastelinio

uzpildo geny raiska PF

Duomenys pateikiami kaip vidurkis + standartiné paklaida, kartais nuo kontroliniy BLRL
arba PF. AA - alerginé astma; BLRL - bronchy lygiujy raumeny lastelé; PF - plauciy fi-
broblastai; SA - sveiki asmenys; SNEA - sunki nealerginé eozinofiliné astma. AAn = 13;

SNEAn=9;SAn=11.

*p < 0,05, lyginant su kontrolinémis BLRL ir PF. **p < 0,01, lyginant su kontrolinémis
BLRL arba PF. ***p < 0,001, lyginant su kontrolinémis BLRL arba PF. 5p < 0,05, lyginant

su SA eozinofily poveikiu.
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3 pav. A - MMP geny raiska BLRL; B - MMP geny raiska PF

Duomenys pateikiami kaip vidurkis + standartiné paklaida, kartais nuo kontroliniy BLRL arba PF ir kartais nuo alergenu neaktyvinty AA eozinofily poveikio
BLRL arba PF. AA - alerginé astma; ADAM33 - disintegrinas ir metaloproteinazé 33 (angl. A disintegrin and metallopoteinase 33); BLRL - bronchy lygiujy
raumeny lastelé; MMP — uzpildo metaloproteinazé; PF - plauciy fibroblastai; SA — sveiki asmenys; SNEA - sunki nealerginé eozinofiliné astma. AAn =13;
SNEANn=9;SAn=11.*p < 0,05, lyginant su kontrolinémis BLRL ir PF. **p < 0,01, lyginant su kontrolinémis BLRL arba PF; *p < 0,05, lyginant su SA eozinofily
poveikiu. *p < 0,05, lyginant su alergenu neaktyvinty AA eozinofily poveikiu.
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ir Smurf 2 geny raiska buvo didesné tik PE,
lyginant su SA eozinofily poveikiu (6 pav. D).
Alergenu aktyvinti eozinofilai reik§mingai
didino TGF-B1, TGF-B2, Smad 4, ROCK1
geny raiska BLRL ir TGF-1, TGF-f, LTBP3,
Smad 7 geny raiska PE taciau reik§mingai
sumazino Smad 5 ir Smad 9 geny raiskas PE,
lyginant su neaktyvintais eozinofilais.

Bronchy lygiyjy raumeny

lasteliy ir plauciy fibroblasty

kontraktiliskumas

AA ir SNEA eozinofilai reik§mingai ska-
tino BLRL sukeliamg kolageno gelio disko
susitraukima, lyginant su SA eozinofilais,
p < 0,05 (7 pav. A). Taip pat, SNEA eozinofily
poveikis BLRL sukeliamo kolageno gelio dis-
ko susitraukima, lyginant su AA eozinofilais,
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p < 0,0001. PF sukeltas kolageno gelio disko
susitraukimas buvo reik§mingai skatinamas
AA ir SNEA eozinofily, lyginant su SA eo-
zinofily poveikiu, p < 0,001 (7 pav. B). AA

TMP geny raiska BLRL (kartais nuo kontroliniy BLRL)
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ir SNEA serumo poveikis BLRL sukeliamam
kolageno gelio susitraukimui buvo reik§min-
gai mazesnis nei eozinofily poveikis, p < 0,05.
Sudétinis AA ir SNEA eozinofily ir tiriamyjy
serumo poveikis buvo reik§mingai didesnis
nei vien serumo poveikis, p < 0,05.

Sudétinis AA ir SA eozinofily ir tiriamuyjy
serumo poveikis PF sukeliamam kolageno
gelio disko susitraukimui buvo reik§mingai
didesnis nei vien eozinofily arba tiriamyjy
serumo poveikis, p < 0,05.

Tarp SNEA tiriamuyjy serumo ir sudétinio SNEA
eozinofily B ir tiriamyjy serumo poveikio reik§mingy
skirtumy PF sukeliamam kolageno gelio disko susi-
traukimui nenustatyta.

Alergenu aktyvinti AA eozinofilai reik§mingai didi-
na BLRL sukeliama kolageno gelio disko susitraukimg,
lyginant su alergenu neaktyvinty AA eozinofily povei-
kiu, p < 0,05, kuomet PF sukeliamam kolageno gelio
disko susitraukimui, lyginant su alergenu neaktyvinty
AA eozinofily poveikiu, neturéjo.

Bronchy lygiyjy raumeny lasteliy ir plauciy

fibroblasty diferenciacija j sintetinj-proliferacinj ir

kontraktilinj fenotipus

Kontraktiliniy Zymeny geny raiska (a-sm-aktino,
sm-MHC, SM22, sm-MLCK BLRL ir a-sm-aktino
PF) ir pagrindiniy skaiduliniy tarplastelinio uzpildo
baltymy (kolageno I ir fibronektino) BLRL ir PF
buvo reik§mingai didesné po inkubacijos su AA ir
SNEA eozinofilais, lyginant su SA eozinofily povei-
kiu, p < 0,05. Kolageno V geno raiska BLRL ir PF po
inkubacijos su AA, SNEA ir SA tiriamyjy eozinofilais
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TIMP-1 TIMP2 TIMP-1 TIMP-2

4 pav. A - TIMP geny raiSka BLRL; B - TIMP geny raiska PF

Duomenys pateikiami kaip vidurkis + standartiné paklaida, kartais nuo kontroliniy BLRL
arba PF ir kartais nuo alergenu neatyvinty AA eozinofily poveikio BLRL arba PF. AA - aler-
giné astma; BLRL - bronchy lygiyjy raumeny lastelé; MMP - uZpildo metaloproteinazé;
PF - plauciy fibroblastai; SA — sveiki asmenys; SNEA — sunki nealerginé eozinofiliné astma;
TIMP - metaloproteinaziy audiniy inhibitoriai (angl. Tissue inhibitor of metalloproteinases).
AANn=13;SNEAn=9;HSn=11.

*p < 0,05, lyginant su kontrolinémis BLRL ir PF. **p < 0,01, lyginant su kontrolinémis BLRL
arba PF. °p < 0,05, lyginant su SA eozinofily poveikiu. p < 0,05, lyginant su alergenu
neaktyvinty AA eozinofily poveikiu.

tarp grupiy nesiskyré. SNEA eozinofilai reik§mingai
skatino a-sm-aktino, sm-MHC, SM22 geny raiska
BLRL, lygnant su AA eozinofilais, p < 0,05; kai skirtu-
my tarp AA ir SNEA eozinofily poveikio kolageno I,
fibronektino ir sm-MLCK geny raiskoms nebuvo
nustatyta (10 pav. A). Kolageno I ir a-sm-aktino geny
rai$ka PF buvo reik§mingai didesné po inkubacijos su
SNEA eozinofilais, lyginant su AA eozinofily povei-
kiu, p < 0,05; kai reik§mingy skirtumy fibronektino
geny raiskai PF tarp AA ir SNEA grupiy nenustatyta
(8 pav. B).

Alergenu aktyvinti AA eozinofilai visy prie$ tai
jvardyty geny raiska, i$skyrus kolageno V, reiks-
mingai padidino BLRL ir PF, lyginant su neakty-
vinty AA eozinofily poveikiu, p < 0,05. Kolageno
I, fibronektino, a-sm-aktino, sm-MHC, SM22 ir
sm-MLCK geny rai$ka BLRL buvo reik§mingai
didesné po inkubacijos su alergenu aktyvintais AA
eozinofilais, lyginant su SA eozinofilais, p < 0,05.
Kolageno I, fibronektino, a-sm-aktino geny raiska
PF buvo reik$§mingai didesné po inkubacijos su
alergenu aktyvintais AA eozinofilais, lyginant su SA
eozinofily poveikiu, p < 0,05.
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5 pav. TGF- signalinio kelio molekuliy geny raiska BLRL

AA - alerginé astma; BLRL - bronchy lygiyjy raumeny Iastelés; SA - sveiki asmenys; SNEA - sunki nealerginé eozinofiliné astma. AA, n =4, SNEA, n=4,
HS, n = 4. Duomenys pateikiami kaip vidurkis + standartiné paklaida, kartais nuo kontroliniy BLRL. *p < 0,05, lyginant su kontrolinémis BLRL. **p < 0,01,
lyginant su kontrolinémis BLRL. ***p < 0,001, lyginant su kontrolinémis BLRL. °p < 0,05, lyginant su SA eozinofily poveikiu.
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6 pav. TGF- signalinio kelio molekuliy geny raiska PF

AA - alerginé astma; PF - plauciy fibroblastai; SA - sveiki asmenys; SNEA - sunki nealerginé eozinofiliné astma. AA, n =4, SNEA, n =4, HS, n = 4. Duomenys
pateikiami kaip vidurkis + standartiné paklaida, kartais nuo kontroliniy PF. *p < 0,05, lyginant su kontrolinémis PF; **p < 0,01, lyginant su kontrolinémis
PF; ***p < 0,001, lyginant su kontrolinémis PF; °p < 0,05, lyginant su SA eozinofily poveikiu.
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Bronchy lygiyjy raumeny lasteliy ir A
plauciy fibroblasty migracija 2
AA ir SNEA eozinofilai reik§mingai § % g =
skatina BLRL migracijg, lyginant su SA eo- g ; g g
zinofily poveikiu, p < 0,0001 (9 pav.). Taip § :!"T‘é )
pat, SNEA eozinofilai reik§mingai skatina _':_Z ° E §
BLRL migracijg, lyginant su AA eozinofily > § § €
poveikiu, p < 0,05. AA ir SNEA tiriamyjy "‘é r_fu %o
grupiy serumas statistiskai reik§mingai § % e
maziau skatino BLRL migracija nei $iy gru- “ g
piy eozinofilai, p < 0,05. Taip pat, sudétinis Eozinoflai
AA ir SNEA tiriamyjy grupiy eozinofily Tiriamojo
ir serumo poveikis BLRL migracijai buvo  serumas
reik§mingai didesnis nei vien eozinofily g
poveikis, p < 0,05. "
PF migracija buvo reik§mingai didesné o o g
po inkubacijos su AA ir SNEA eozinofilais, S T g o
lyginant su AA ir SNEA tiriamuyjy serumo “ g 8 E‘
poveikiu, p < 0,05. Taip pat, PF migracija -§ g é =
buvo reik§mingai intensyvesné po inkuba- = % -
cijos su AA ir SNEA grupiy eozinofilaisir £ g £ %
serumu, lyginant su tik serumo poveikiu, 2 S 32
p < 0,05. S3¢
Sudétinis AA eozinofily ir serumo povei- s
kis PF migracijai buvo reik§mingai didesnis  Eozinofilai
nei tik AA eozinofily poveikis, p < 0,05. Tiriamojo
serumas

BLRL ir PF migracija buvo reik§mingai
intensyvesné po inkubacijos su alergenu
aktyvintais AA eozinofilais, palyginus su
neaktyvintais, p < 0,05. AA serumas po
provokacijos alergenu turéjo reik$mingai
didesnj poveikj BLRL migracijai nei pries
provokacija alergenu, p < 0,05. AA sergan-
¢iy asmeny eozinofily ir sudétinis poveikis
po provokacijos buvo reik§mingai didesnis
nei serumo; sudétinis eozinofily ir serumo
poveikis buvo reik§mingai didesnis BLRL
migracijai nei vien serumo poveikis, p < 0,05. Sudétinis
eozinofily ir serumo poveikis BLRL ir PF migracijai
buvo labiau isreikstas po provokacijos alergenu, lyginant
su duomenimis prie§ provokacija, p < 0,01.

REZULTATY APTARIMAS

Tarplastelinio uzpildo baltymy geny raiska

bronchy lygiyjy raumeny Iastelése ir plauciy

fibroblastuose

Tarplastelinio uzpildo apykaita yra nuolatiné tarplas-
telinio uzpildo baltymy sintezé ir ardymas. Miasy tyri-
mo duomenimis, astma serganc¢iy asmeny eozinofilai
skatina tarplastelinio uzpildo baltymuy, tokiy kaip kola-
genas I, fibronektinas, versikanas, elastinas, tenaskinas
C, dekorinas, periostinas ir vimentinas, geny raiska
BLRL ir PE Kity autoriy duomenys nepriestarauja
misy tyrime gautiems duomenims: Zmogaus astmos
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807 <0.05 0 BLRL + AA eozinofilai
70 LAl BLRL + SNEA eozinofilai
p <0,0001 p <0,0001 OBLRL + SA eozinofilai
60 1 *p < 0,001, lyginant su
* L
50 - a e kontrolinémis BLRL
: B
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80 .
p <0,0001 O PF + AA eozinofilai
< PF + SNEA eozinofilai
70
__Pp<0001 OPF + SA eozinofilai
*
60 - o *p < 0,001, palyginus su
50 o:o ; kontrolinais PF
i B %p < 0,05, palyginus su
tik serumo poveikiu
40 o
3 ﬂ g o ‘Bp<0,05, palyginus su
30 & | hd sudétiniu eozinofily ir
serumo poveikiu
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10 ° ol o
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7 pav. A - Tiriamuyjy eozinofily ir (arba) serumo poveikis BLRL sukeltam
kolageno gelio disko susitraukimui; B - Tiriamuyjy eozinofily ir (arba)
serumo poveikis PF sukeltam kolageno gelio disko susitraukimui

Duomenys pateikti kaip procentai nuo kontroliniy BLRL ir PF lasteliy, kurios nebuvo inku-
buojamos su eozinofilais ir (arba) serumu, kaip vidurkis + standartiné paklaida. | individualias
sudétines Iasteliy kultaras pilamas kiekvieno tiriamojo serumas, 2 proc. v./v. AA - alerginé
astma; BLRL - bronchy lygiujy raumeny lastelés; PF - plauciy fibroblastai; SA - sveiki asmenys;
SNEA - sunki nealerginé eozinofiliné astma. a p < 0,05, palyginus su tik serumo poveikiu; § p
< 0,05, palyginus su sudétiniu eozinofily ir serumo poveikiu.

A -*p < 0,001, palyginus su kontrolinémis BLRL. B - *p < 0,01, palyginus s'u kontroliniais PF.
AANn=12;SNEAn=11;SAn=10.

tyrimy metu (in vivo, ex vivo), gyvany modeliuose ir
lasteliy kultary tyrimuose nustatytas kolageno I [39,
40], fibronektino [40-42], versikano [43, 44], elastino
[45], tenaskino C, periostino [46-54] ir vimentino [55]
geny ir (arba) baltymy rai$kos padidéjimas BLRL ir PE.
Taip pat, miisy tyrimo metu nustatytas tarplastelinio
uzpildo baltymus degraduojamujy fermenty — uzpildo
metaloproteinaziy - MMP-2, MMP-9, ADAM33 geny
raiskos padidéjimas BLRL ir PF po inkubacijos astma
serganciy asmeny eozinofilais. Panasus rezultatai nu-
statyti ir kity autoriy tyrimy metu - MMP-2 ir MMP-9
kiekiai buvo didesni astma serganciy asmeny kvépa-
vimo takuose nei sveiky asmeny [45, 56]. Taip pat,
kito tyrimo metu parodyta, kad sergant astma MMP-2
perdéta raiska veikia kaip apsauginis mechanizmas,
kurio metu MMP-2 skatina makrofagy diferenciacija
i M1 fenotipa, mazina kvépavimo taky jsijautrinima,
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8 pav. BLRL (A) ir PF (B) diferenciacijos Zymeny geny raiska

Duomenys patiekti kaip vidurkis + standartiné paklaida kartais nuo SA eozinofily poveikio. AA — alerginé astma; BLRL — bronchuy lygiyjy raumeny lastelés;
PF - plauciy fibroblastai; SA — sveiki asmenys; SNEA — sunki nealerginé eozinofiliné astma. AAn=12; SNEAn=11;SAn=10.
*p < 0,01, lyginant su SA eozinofily poveikiu. **p < 0,001, lyginant su SA eozinofily poveikiu.

2 tipo uzdegimo citokiny ir IgE sinteze A p <0,0001
[56, 57]. MMP, valdanciy inhibitoriy rais- 100 - p<0,05 p <0,0001
. . . .y @ —_ . af * © BLRL + AA eozinofilai
ka, tokiy kaip TIMP-1 ir TIMP-2 raiska, § "z . ' 5 & BLRL + SNEA eozinofilai
musy tyrime buvo padidéjusi BLRL ir PF g £a 80 1ap o %% DOBLRL + SA eozinofilai
. .. v > * i
po inkubacijos su astma sergan¢iy asme- § §E 60« @ P < 0,001, byginant su
o= =
ny eozinofilais. Dél TIMP-1 ir TIMP-2 g8 £ Ll * oo
padidéjusios raiskos MMP aktyvumas 2@ 8 § o900 |°
. 01 qas o 288 :
yra blokuojamas, todél didéja nesuirusiy %2 g 2071/ ﬁ
ir kvépavimo taky sieneléje susikaupusiy 0 _lolle .
tarplastelinio uzpildo baltymy kiekis [58].  Eozinofilai  + - + + -+ I
Taigi, eozinofilai skatina tarplastelinio uz- I{':S:;USH L. .. .
pildo baltymy ir MMP ir TIMP geny raiska
BLRL ir PE prisidédami prie kvépavimo g p < 0,001
taky remodeliavimosi procesy. p<0,01 p <0,0001
*
. . s e .. A 100 4 i i
TGF-B signalinis kelias ir jo reiksmé a o % o b AR coznofila
- . . S 3 oznon
bronchy lygiujy raumeny lastelémsir 25 & 807 o O PF + SA eozinofilai
ve  ge o .2 - -
plaudiy fibroblastams TYE o0 o p <0,001, lyginant su
L. . . 2 9% oo o |o kontrolinémis PF
TGF-B yra pleotropinis citokinas, kuris .« & & 9 < 0,05, lyginant su
dalyvauja daugelyje lastelei svarbiy gyva- = 8 £ 7 ¢ fik serumo poveikiu
) i g ] - ) 250 " p < 0,05, lyginant su
vimo etapy, jskaitant proliferacija, dife- 4,2 3 201 sudétiniu eo;i;oﬂlqir
renciacija j aktyvesnius lasteliy fenotipus, ~ 0 i . serumo poverd
iSgyvenamuma ir apoptoze. Uzdegiminés  Eozinofilai =~ + - + . - 4 . - s
ir kvépavimo taky struktarinés lastelés Tiriamyjy
-+ 4 -+ o+ - o+ o+

ne tik reaguoja j pasikeitusj TGF-p kiekj serumas
aplinkoje per gausy TGF-P receptoriy 9 pav.A -Tiriamuyjy eozinofily ir (arba) serumo poveikis BLRL migracijai;
tinkla, tadiau ir pacios sintetina ir i$ski- B - Tiriamuyjy eozinofily ir (arba) serumo poveikis PF migracijai

ria §j citoking. TGF- poveikis gali btti Duomenys pateikti kaip lastelémis padengtas plotas, procentai nuo kontroliniy BLRL ir PF las-

skiriamas } du skirtingus mechanizmus, teliy, Ifur|o§ ngb}Jvo |r1kubuc?Ja.\mos su ec.>Z|nof|I>a|s ir (?rba) §erumu, k?lp VIdE.IrkIS +standartiné

. T . paklaida. | individualias sudétines lasteliy kultaras piltas kiekvieno tiriamojo serumas, 2 proc.

veikiancius antagonlstlskalz viena vertus, v,v.AA - alerginé astma; BLRL - bronchy lygiyjy raumeny lastelés; PF - plautiy fibroblastai;

TGF_‘} ga]i buati prouidegiminis, kita SA - sveiki asmenys; SNEA - sunki nealerginé eozinofiliné astma. @p < 0,05, palyginus su tik
. v e s . . serumo poveikiu; Bp < 0,05, palyginus su sudétiniu eozinofily ir serumo poveikiu.

vertus - antluZdeglmlnls mediatorius A -*p < 0,001, palyginus su kontrolinémis BLRL. B - *p < 0,001, palyginus su kontroliniais PF.

[32]. TGF-B skatina poepiteling fibroze, AAn=12;SNEAn=11;SAn=10.
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didindamas tarplastelinio uzpildo baltymy sinteze ir
kaupimasi kvépavimo takuose [33]. Pagrindinés las-
telés, atsakingos uz tarplastelinio uzpildo sinteze ser-
gant astma, yra kvépavimo taky struktarinés lastelés,
tokios kaip BLRL ir PE. Sios Igstelés, veikiant TGEF-,
diferencijuoja j aktyvesnius lasteliy fenotipus, dél ko
BLRL ir PF tampa aktyvesnés — didéja tarplastelinio
uzpildo baltymy sintezé, gamyba, ir lgstelés geba in-
tensyviau susitraukti. Sie procesai yra kvépavimo taky
remodeliavimosi sergant astma dalis.

BLRL ir PF gausiai i$skiria neaktyvinta TGF-f forma,
kuri kaupiasi tarplasteliniame uzpilde. Neaktyvinta (la-
tentiné) TGF-B forma yra TGF-f ir peptido 1 junginys,
kai pastarojo pasalinimas laikomas TGF- aktyvinimu.
Si reakcija katalizuojama keleto proteaziy, tokiy kaip
MMP-2 ir MMP-9, plazminas, trombospondinas-1,
kalpaniny ir kity jvairiy mediatoriy [34, 35].

TGF-f signalinis kelias yra skirstomas j kanoninj -
nuo Smad molekuliy priklausoma - ir nekanoninj —
nuo Smad molekuliy nepriklausomg — signalinius
kelius. Kanoninis signalinis kelias susijes su inten-
syvesne tarplastelinio uzpildo baltymy gamyba ir
susikaupimu kvépavimo taky sieneléje, o nekanoninis
kelias susijes su lasteliy kontraktiliskumu, migracija
ir proliferacija [61]. TGF-p Seimai priklauso trys jo
izoformos: TGF-B1, TGF-P2 ir TGF-$3. Tyrimo metu
nustatyta, kad TGF-f1 ir TGF-f2 geny raiska padidéjo
BLRL ir PF po inkubacijos su astma serganciy asme-
ny eozinofilais, o TGF-3 geno raiska analizés metu
i$vis nebuvo nustatyta. Taigi, TGF- signalinis kelias
aktyvinamas, kai TGF-p fosforilina receptorius — TGF-
BR1, TGF-BR2 ir TGF-PR3. Nustatyta, kad BLRL ir PF
astma serganciy asmeny eozinofilai didina TGF-pR1 ir
TGF-PR3 geny raiskas. Buvo parodyta, kad TGF-fR1
ir TGF-BR2 raiska ant Iastelés iSorinés membranos yra
didesné sergant astma [37, 38].

Kanoninis arba Smad signalinis kelias aktyvinamas,
kai TGF-P receptoriai fosforilinami — fosforilintos
Smad 2 ir Smad 3 molekulés prisijungia prie Smad 4,
o tai inicijuoja geny taikiniy transkripcijg ir skatina
lasteliy proliferacijg, tarplastelinio uzpildo baltymy
raiska, lasteliy iSgyvenamuma, uzdegiminius procesus
[69]. Siame tyrime eozinofilai skatina abiejy — kanoni-
nio ir nekanoninio — TGF-p signalinio kelio molekuliy
geny raiskg. Wnuk ir kt. atliktame tyrime nustatyta, kad
Smad 2 ir Smad 3 raigka ir aktyvumas buvo didesni
astma serganciy asmeny pirminiuose bronchy fibro-
blastuose nei ne astmos pacienty [40]. Masy tyrimo
duomenys atitinka anks¢iau minéto tyrimo rezultatus
- Smad 2 ir Smad 3 geny raiska PF buvo didesné po
inkubacijos su astma serganciy asmeny eozinofilais
nei SA eozinofilais. Tac¢iau $iame tyrime nustatytas ir
antifibroziniy Smad 1 ir Smad 5 geny raiskos padi-
déjimas PF, kai Wnuk ir kt. nustaté Smad 1 ir Smad 5
geny raiskos sumazéjima, kurj galéjo lemti gydymo
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taikymas astma sergantiems asmenims. Schwartze ir
kt. duomenimis, gliukokortikosteroidai aktyvino re-
ceptorius, Smad 1, Smad 5 ir Smad 9 raiska, ir mazino
TGFBRI1, Smad 2, Smad 3 aktyvuma [41]. Kito tyrimo
duomenimis, gydymas TGF-p1-neutralizuojamaisiais
antikiinais mazina TGF-[1 raiska ir Smad 2 ir Smad 3
signalinio kelio aktyvuma peliy nosies ir plauciy au-
diniuose [42]. Taigi, reikéty apsvarstyti visus galimus
gydymo budus, susijusius su eozinofilais ir TGF-p
signaliniu keliu kvépavimo taky struktarinése lastelése.

SNEA eozinofily reik§mé TGF-P signalinio kelio
molekuliy geny raiskai BLRL ir PF buvo didziausia
i$ visy tiriamyjy grupiy ir tai gali bati pagrijsta eozi-
nofily aktyvumo skirtumais. SNEA eozinofilai buvo
aktyvesni, lyginant su AA eozinofilais, todél jie i§skyré
daugiau jvairiy uzdegiminiy citokiny ir buvo jautresni
aplinkos poky¢iams dél padidéjusios receptoriy raiskos
ant iSorinés membranos [43]. Taigi, eozinofilai turi
neabejoting reikéme BLRL ir PF aktyvinimui ir TGF-f
signalinio kelio molekuliy geny raigkai. Eozinofily,
BLRL ir PF i§skiriamas TGF-f reik$émingai prisideda
prie sergant astma vykstanciy kvépavimo taky remo-
deliavimosi mechanizmy.

Bronchy lygiyjy raumeny lasteliy ir plauciy
fibroblasty kontraktiliSkumas ir migracija
Ankstesniuose tyrimuose jrodyta, kad astma sergan-
¢iy asmeny eozinofily adhezija prie kvépavimo taky
struktiiriniy lasteliy buvo padidéjusi [19]. ] kvépavimo
takus migrave ir adhezave eozinofilai degranuliuoja ir
i$skiria jvairius augimo veiksnius, kurie kei¢ia BLRL,
PF ir epiteliniy lasteliy elgseng - sukeliamas kvépavimo
taky remodeliavimasis [44]. Kvépavimo taky remo-
deliavimasis apibiidinamas kaip struktarinis lgsteliy
sudéties persitvarkymas, sutrikusi normali lgsteliy
funkcija ir sutrikusi tarplastelinio uzpildo baltymy
gamyba. Vienas i$§ kvépavimo taky remodeliavimosi
pozymiy yra padidéjes kvépavimo taky struktariniy
lasteliy kontraktiliskumas ir diferenciacija j lasteliy
kontraktilinj fenotipg. Padidéjes BLRL ir PF kontrakti-
liskumas ir migracija reik§mingai prisideda prie astmos
simptomy pasireiskimo, ta¢iau apie eozinofily reik§me
$iems procesams informacijos vis dar tritksta.
Pirminé BLRL funkcija yra reguliuoti kvépavimo
taky tonusg per susitraukimo ir atsipalaidavimo
pusiausvyrg, reaguojant j vietinius arba cirkuliuoja-
muosius veiksnius [45]. BLRL yra vienos pagrindiniy
reguliaciniy lasteliy sergant astma, kurios ne tik gami-
na tarplastelinio uzpildo baltymus, prouzdegiminius
ir antiuzdegiminius veiksnius, ta¢iau ir reguliuoja kity
struktariniy lasteliy proliferacija, migracija ir apoptoze
[45]. Kity autoriy tyrimai parodé, kad astma sergan-
¢iyjy BLRL sugeneravo didesne susitraukimo jéga ir
atsipalaidavima nei sveiky asmeny BLRL [46]. Masy
tyrime astma serganciyjy eozinofilai skatino BLRL
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sukeliamo kolageno gelio susitraukimg. DidZiausig
poveikj susitraukimui turéjo SNEA eozinofilai. Siuos
rezultatus galima paaiskini eozinofily aktyvumo skir-
tumais jvairiose astmos grupése.

Lygiuyju raumeny lastelése yra aktino ir miozino gijy
tinklas [47]. Susitraukima inicijuoja Ca** kalmodulino
sgveika, kuri skatina miozino lengvosios grandinés
fosforilinima. Sis procesas priklauso nuo RhoA/Rho
signalinio kelio aktyvumo. Sergant astma, $is procesas
sutrinka ir BLRL susitraukimas yra spazminis, ilgesnis
nei jpastai, dél ko susiauréja bronchai [48]. Tai gali buti
paaiskinta kvépavimo taky eozinofilija ir eozinofily is-
skiriamais prouzdegiminiais mediatoriais, tokiais kaip
TGEF-B, kuris jungiasi prie BLRL iSorinio membranos
pavirsiaus esanciy TGF-f receptoriy ir aktyvina TGF-3
signalinj kelig, taip pat aktyvindamas ir RhoA signali-
nio kelio aktyvuma. Musy tyrimo metu nustatyta, kad
RhoA geny raiska didina astma serganciyjy eozinofilai,
dél ko galéjo dideéti ir BLRL kontraktiliskumas. Sie po-
ky¢iai ryskiausi po inkubacijos su SNEA eozinofilais.

Fibroblasty susitraukimas yra susijes su diferencia-
cija | produktyvesnj ir labiau susitraukiantj fenotipa,
zinomag kaip miofibroblastai. Miofibroblastai yra
mezenchiminés lgstelés, kurios daznai apibudinamos
kaip fibroblasty ir lygiyjy raumeny lasteliy hibridas
dél padidéjusios a-sm-aktino raiskos, kuri matoma
lasteliy streso skaidulose [49]. Miofibroblasty kontra-
kiliskumo mechanizmas sudarytas i$ akting turinciy
skaiduly, kurios prisijungusios prie lgstelés sieneléje
susidarandiy zidininiy adhezijos centry [49]. Aktino
streso skaidulos, aktyvuojamos tirpiy mediatoriy, susi-
siekia su tarplastelinio uzpildo baltymais per zidininius
adhezijos centrus [14]. Siame tyrime nustatyta, kad PF
sukeliamas kolageno gelio susitraukimas skatinamas
eozinofily, ypa¢ astma serganciy asmeny. Siuo atveju
eozinofilai yra streso veiksnys, kuris sukelia PF dife-
renciacijg j miofibroblastus ir susitraukima.

Padidéjusi fibronektino raiska gali paaiskinti, kodél
SNEA ir AA eozinofily poveikis PF kontraktiliskumui
neturi esminiy skirtumy — nustatyta, kad fibronektino
raiSka PF po inkubacijos su SNEA ir PF eozinofilais
buvo panasi. Vidulastelinis fibronektinas, a-sm-aktinas
ir integrinai yra batini komponentai fibroblasty susi-
traukimui [50]. Be to, SNEA eozinofily poveikis PF
susitraukimui gali nesiskirti nuo AA eozinofily povei-
kio dél didelés inhaliuojamuyjy steroidy dozés, nes jie
slopina kraujo eozinofily aktyvinima ir adhezija [51].
T. Zhang ir kt. taiké dinamine¢ mikroskalés platforma
fibroblasty susitraukimui analizuoti, pasitelké kolage-
no I gelj ir nustateé, kad eozinofilai skatina PF susitrau-
kima [52]. T. Zhang ir kt. eksperimentuose naudojama
Zzmogaus mieloidiniy leukeminiy eozinofily lgsteliy
linija, kuri negali atspindéti astma serganciy asmeny
kraujo eozinofily savybiy ir poveikio kvépavimo taky
struktarinéms lasteléms. Taigi, eozinofilai skatina
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BLRL ir PF susitraukima, taip prisidédami prie astmos
metu vykstanciy kvépavimo taky remodeliavimosi
procesy.

Vienas i$§ astmos simptomy pasireiskimui svarbiy
remodeliavimosi pozymiy yra kvépavimo taky sie-
nelés sustoréjimas, kuris yra susijes su raumeninés
masés didéjimu [53]. Lasteliy kontraktiliskumas ir
migracija yra vienas kitam artimi procesai. Migracija
yra sudétinga lastelés susitraukimo ir atsipalaidavimo
procesy visuma, kuri aktyvinama jvairiais signaliniais
keliais ir valdoma reakcijy grandinémis, kuriy metu
aktyvinami kontraktiliniai baltymai [12]. Manoma,
kad BLRL migracija prisideda prie astmai budingos
BLR hiperplazijos [12]. Sio tyrimo metu nustatyta,
kad BLRL migracija skatina astma serganciy asmeny
eozinofilai, ypa¢ SNEA eozinofilai. Tai galima paais-
kinti eozinofily aktyvumo skirtumais — astma sergaciy
asmeny eozinofilai yra aktyvesni nei SA, todél jie i§ski-
ria didesnius kiekius jvairiy citokiny, kurie aktyvina
BLRL. Tarplastelinio uzpildo ir Igsteliy tarpusavio
saveika palaiko fiziologines lasteliy funkcijas ir yra
svarbi tokiems patologiniams procesams kaip zaizdy
gijimas, audiniy fibrozé, rando formavimasis [54]. Ser-
gant astma Sie procesai taip pat susije su intensyvesne
PF migracija [55].

Eozinofily i$skiriamas katijoninis baltymas ir TGF-3
stimuliuoja PF migracija, kuri salygoja kvépavimo taky
pamatinés membranos sustoréjimg [56]. Tyrime astma
serganciy asmeny eozinofilai, ypa¢ SNEA eozinofilai,
skatino PF migracijg, kuri taip pat galéjo priklausyti nuo
aktyvesniy astma serganciyjy eozinofily ir padidéjusio
uzdegiminiy mediatoriy kiekio. Astma serganciy asme-
ny kvépavimo taky biopsijy tyrimai atskleidé skirtinga
eozinofily aktyvuma ir degranuliacines savybes, lygi-
nant asmenis, sergancius AA, alerginiu rinitu, nosies
polipoze ir kitomis kvépavimo taky ligomis [98].

Intensyvesné BLRL ir PF migracija reik§mingai
prisidéjo prie bronchy sienelés sustoréjimo, kuri yra
vienas i$ kvépavimo taky remodeliavimosi pozymiy
sergant astma.

Bronchy lygiyjy raumeny lasteliy ir

plauciy fibroblasty diferenciacija j

sintetinamajj-proliferacinj ir kontraktilinj

fenotipus

Kvépavimo taky spindzio siauréjimas yra susijgs su
BLRL geba susitraukti dél didesnio ir lengvesnio akino
ir miozino molekuliy sukibimo, BLRL hipertrofijos,
hiperplazijos, kvépavimo taky sienelés edemos ir tar-
plastelinio uzpildo baltymy kaupimosi [57]. Tyrimai
parodé, kad BLRL sluoksnio masés padidéjimas kore-
liuoja su astmos sunkumu ir kvépavimo taky jautrumu
metacholinui [53].

Eozinofilai gali prikibti prie struktariniy kvépa-
vimo taky lgsteliy, tokiy kaip BLRL ir PF ir i$skirti
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$iy lasteliy migracija skatinanc¢ias molekules [58,
59]. BLRL gali buati skiriami j du pagrindinius pato-
loginius fenotipus, siejamus su to proceso didesniu
intensyvumu: proliferacinius-sekrecinius BLRL ir
kontraktilinius BLRL [46]. Jrodyta, kad padidéjusi
BLRL proliferacija ir intensyvesné tarplgstelinio uzpil-
do gamyba buna kartu, todél laikoma, kad tai vienas
BLRL fenotipas [61]. Masy tyrimas parodé, kad tiek
kontraktiliniam, tiek sintetinamajam-proliferaciniam
BLRL fenotipui budingy geny raiska buvo intensyvesné
po inkubacijos su AA ir SNEA eozinofilais, vadinasi,
BLRL buvo aktyvintos ir diferencijavo i aktyvesnius
BLRL fenotipus. Kas sukelia BLRL diferenciacijg iki
$iol lieka diskusijy objektu, taciau sutariama, kad $is
procesas prisideda prie astmos patogenezés [80, 108,
109]. Taip pat, nezinoma, kokiu santykiu pasiskirsto
sintetinamasis-proliferacinis ir kontraktilinis fenotipai
ir ar jie i$vis gali atsirasti in vivo [62, 63]. Nustatyta,
kad astma serganciy asmeny BLRL reakcija skyrési nuo
neserganciy astma BLRL: BLRL i§ astma serganciy as-
meny buvo hiperkontraktilinés, hipersintetinamosios
ir hiperproliferacinés tuo paciu metu [64]. Fenotipy
virsmo teorija supriesina kontraktiline ir proliferacine
BLRL geba, todél teigiama, kad BLRL populiacija yra
heterogenigka ir abu fenotipai gali egzistuoti vienu
metu [46, 60].

PF yra itin kompleksinés lgstelés, kurios sukuria ki-
toms, funkcinéms, lasteléms atrama per tarplastelinio
uzpildo baltymy gamyba, nustatancia plauciy lasteliy
funkcinius savitumus. Sergant astma, fibroblasty akty-
vumas pasikeicia dél aplinkos poveikio, todél kinta ko-
kybiné ir kiekybiné tarplastelinio uzpildo sudétis [65].
Sergant astma, PF svarbus pazaidy atsikiirimo ir gijimo
procesams, normalios plauciy struktaros ir architek-
taros ir funkcijos netekimui, kuriuos lemia audiniy fi-
brozé ir sutrikusi kvépavimo taky audiniy homeostazé.
PF diferenciacijai i miofibroblastus svarbiausia TGF-3,
kurio rai$ka plauciy audiniuose sergant astma yra itin
padidéjusi [66, 67]. Masy tyrimo metu nustatyta, kad
astma serganciy asmeny eozinofilai yra atsakingi uz
padidéjusia a-sm-aktino, kolageno I ir fibronektino
geny raiska, todél galima teigti, kad astma serganciy
asmeny eozinofilai sukelia fibroblasty diferenciacijg j
miofibroblastus. Be to, kolagenas I ir fibronektinas yra
butini miofibroblasty migracijai [68]. Taigi, didesnis
PF kontraktiliSkumas ir migracija gali bati siejami su
eozinofily sukeliama didesne kolageno I ir fibronektino
geny raiska ir diferenciacija j miofibroblastus.

APIBENDRINIMAS

Padidéjes kvépavimo taky eozinofily aktyvumas ir
iSgyvenamumas yra viena i§ pagrindiniy kvépavimo
taky remodeliavimosi priezas¢iy sergant eozinofi-
line astma. TGF-p yra pagrindinis kvépavimo taky
struktariniy lasteliy funkcijos ir tarplastelinio uzpildo
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baltymuy, jskaitant kolageng ir fibronekting, sintezés
reguliatorius. Astma serganciy asmeny eozinofilai taip
pat dazniau keité tarplastelinio uzpildo baltymy geny
rais$ka nei jy apykaita reguliuojamyjy MMP ir TIMP
geny raiska BLRL ir PE Taip pat, astma serganciy
asmeny eozinofilai skatino kanoninio ir nekanoninio
TGF-f signalinio kelio molekuliy geny raiska. Be to,
astma serganciy asmeny eozinofilai skatino BLRL ir
PF kontraktiliskuma ir migracija, taip prisidédami prie
kvépavimo taky remodeliavimosi.

ISVADOS

Alergine astma ir sunkia nealergine eozinofiline
astma serganciy asmeny eozinofilai skatina tarplas-
telinio uzpildo, uzpildo metaloproteinaziy ir audiniy
metaloproteinaziy inhibitoriy geny raiska bronchy
lygiujy raumeny lgstelése ir plauciy fibroblastuose.
Eozinofily aktyvinimas alergenu in vivo didina pagrin-
diniy tarplastelinio uzpildo baltymy, MMP ir TIMP
geny raiska struktarinése kvépavimo taky lgstelése.

Alergine astma serganciy asmeny eozinofilai skatina
TGEF-B geno raiska bronchy lygiyjy raumeny lastelése
ir plau¢iy fibroblastuose. TGF-f signalinio kelio recep-
toriy geny raiska skatina sunkia nealergine eozinofiline
astma serganciy asmeny eozinofilai bronchy lygiyjy
raumeny lastelése ir alergine astma ir sunkia nealer-
gine eozinofiline astma serganciy asmeny eozinofilai
plauciy fibroblastuose. Alergine astma serganciy as-
meny eozinofilai labiau skatina nekanoninio signalinio
kelio molekuliy geny raiska bronchy lygiyjy raumeny
lastelése ir kanoninio signalinio kelio molekuliy geny
raiska plauciy fibroblastuose, o sunkia nealergine eo-
zinofiline astma serganciy asmeny eozinofilai skatina
tiek kanoninio, tiek nekanoninio keliy molekuliy geny
raiSka abiejose lgsteliy linijose.

Alergine astma ir sunkia nealergine eozinofiline
astma serganc¢iy asmeny eozinofilai skatina bronchy
lygiuyjy raumeny lasteliy ir plauciy fibroblasty kontrak-
tiliSkuma, migracija ir diferenciacija. Sunkia nealergine
eozinofiline astma serganciy asmeny eozinofily povei-
kis bronchy lygiyjy raumeny lasteliy kontraktiliskumui,
abiejy lasteliy kultiry migracijai ir diferenciacijai
buvo didesnis nei alergine astma serganciy asmeny
eozinofily poveikis. In vivo alergenu aktyvinti alergine
astma serganciy asmeny eozinofilai dar labiau padidina
bronchy lygiyjy raumeny lasteliy ir plauciy fibroblasty
kontraktiliskuma, migracijg ir diferenciacijos Zymeny
geny raiska abiejose lasteliy linijose.

PRAKTINES REKOMENDACIJOS

Padidéjes eozinofily aktyvumas susijes su intensy-
vesniu kvépavimo taky remodeliavimusi: sutrikusia
tarplastelinio uzpildo baltymy apykaita, padidéjusiu
uzdegiminio TGF-f kiekiu, bronchy lygiyjy raume-
ny lasteliy ir plauciy fibroblasty kontraktiliSkumu ir
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migravimu. Siekiant pagerinti eozinofilinés astmos
gydymo galimybes, turi bati siekiama sumazinti eo-
zinofily poveikj bronchy lygiyjy raumeny lasteléms ir
plauciy fibroblastams slopinant eozinofily brendima
ir aktyvumg, todél gydant astma tikslinga slopinti
eozinofily poveikj.
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