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Apsaugoti nuo senéjimo veikiant $viesai dél apspinduliavimo UVB iradiacija dar nepakenkta Zzmogaus
oda galima naudojant agents, kuris inhibuoja bent jau vieng i§ (1) UVB iradiacijos indukuojamy
metaloproteinaziy (MMPs) aktyvuma odoje, (2) vieng arba du transkripcijos faktorius AP-1 ir NF-kB arba (3)
maziausiai bent jau viena i§ GTP suridimo baltymy arba kinaziy, jtraukty j jun arba fos baltymy, kurie apima AP-
1, aktyvavima ir/arba gamyba; ir vieti&kai vartojant minéta inhibitoriy ant odos prie$ tokj apsvitinima.
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Technikos sritis

Sis isradimas priskiriamas apsaugos nuo $viesos sridiai. Tiksliau, iSradimas
lie¢ia biida apsaugoti nepakenkta odg nuo senejimo $viesos poveikyje naudojant
tarplastelinés biologinés medziagos metaloproteinazés (MMP) inhibitoriy gamyba

ir/arba aktyvacija.

Technikos lygis

Senéjimas $viesos poveikyje yra terminas, naudojamas nusakyti odos
i$vaizdos ir funkcijos pasikeitimus kaip pasikartojan¢io saulés Sviesos apsvitinimo
rezultata. Saulés $viesos ultravioleto (UV) komponentas, dalinai vidurinysis UV
(vadinamas UVB, 290-320 nm bangos ilgio) yra svarbiausias senejimo veikiant
viesai agentas. UVB apé$vitinimo mastas, reikalingas sukelti sengjimg Sviesos
poveikyje néra tiksliai zinomas. Pakartotinas UVB apévitinimas tokiu laipsniu, kuris
sukelia eritema ir nugairinima, be abejo asocijuojasi su sengjimu Sviesos
poveikyje. Kliniskai, se"héjimas dviesos poveikyje- yra charakterizuojamas
sugrubimu, susirauksléjimu, padidéjusia pigmen‘tacija, pageltimu, suglebimu,
telangiektazija, strazclanomis, roziniu iSbérimu, greitu mélyniy atsiradimu, atrofija,
depigmentuoty ploteliy atsiradimu, i ypatingai ikipiktybiniais ir piktybiniais
navikais. Sviesos pcveikyje dazniausiai senéja tokia oda, kuri dazniausiai yra
ap$viesta saulés, tokia kaip veido, ausu, nuplikusiy virSugalvio viety, sprando ir

ranky.
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Apsaugoti nuo senéjimo nepakenktg oda ir prizitréti jau paveikta Sviesos
odag tinka procedlros. Paprastai uZtvaros nuo saulés (uztepai) yra vietinio
naudojimo preparatai, absorbuojantys, atspindintys ar iSsklaidantys UV. Kai kuriy
pagrindg sudaro dengianciosios i$ daleliy sudarytos medziagos, tokios kaip cinko
oksidas, titano oksidas, dumblas ir gelezies chloridas. Kadangi $ie preparatai yra
matomi ir uzakinantys, tai daug zmoniy laiko $ias dengianciasias kompozicijas
kosmetiskai netinkamomis. Kiti uZtepai nuo saulés apima chemines medziagas,
tokias kaip p-amincbenzoiné riigstis (PABA), oksibenzonas, dioksibenzonas,
etilheksil-metoksi  cinamidas ir butilmetoksidibenzoilmetanas, kurios yra
nedengianciosios ir hespalvés, kadangi jos nesugeria $viesos spektro matomy
bangy ilgio. Kadangi Sie uztepai nuo saulés yra nedengiantys, tai jie kosmetigkai
labiau tinkami, jie yra santykinai trumpalaikiai, nutrinami prausiantis ir
prakaituojant. Be to, visi uZtepai nuo saulés sumazina vitamino D gamyba.

Rieger, M.M., Cosmetics and Toilletries (1993), 108:43-56 apraso
reaktyviojo deguonies (ROS) vaidmenj UV-sukeltame odos sengjime. Siame
straipsnyje nurodoma,  kad Zinomu antioksidanty vietinis naudojimas gali
sumazinti ROS kiekj odoje ir tuo sumazina $viesos zala.

Retinoidai buvo panaudoti suletinti saulés paveiktos odos senéjima veikiant
Sviesai. JAV patente Nr. 4 877 805 aprasyta, kaip $viesos poveikyje senéjancios
odos priezilrai panaudojama intervenciné terapija, kuri sumazina senéjimo del
Sviesos proceso greitj. Patente nurodyta, kad pradedamas toks gydymas iki tada,
kai senéjimo procesai pradeda ryékéti: Pateikiamo iSradimo pareiskéjai neéin'or
srities, kurioje retinuidai panaudojami nepakenktos odos apsaugojimui nuo
senéjimo &viesos poveikyje.

Metaly proteinazes (MMPs) yra fermenty Seima, kuri atlieka pagrindinj
vaidmen; fiziologiSkai ir patalogiSkai suardant jungiamaji audinj. Vir§ 10 $ios
Seimos nariy yra identifikuoti. Jie yra suzyméti numeriais (MMP-1, MMP-2 ir t.t.), o
taip pat ir jprastais pavadinimais. Pasirodo, kad dalis jy struktdriniy ir funkciniy
savybiy yra artimos, bet skiriasi savo audinio substrato specifiskumu. Ji apima
tarpaudining kolagenaze (MMP-1) ir PMN-kolagenaze (MMP-8), kurios skaldo 1, Il
HI, VI, IX kolageno tipus ir Zelating; 72kDa (MMP-2) ir 92kDA (MMP-9) risies IV
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kolagenazes/zelatina:zes, kurios skaldo IV, V, VII, X, X! kolageno tipus, Zelatina,
elasting ir fibronekting; stromelizing-1 (MMP-3), stromelizing-2 (MMP-10) ir
stromelizing-3 (MMP-11), kurie skaldo fibronekting, PG pagrindo baltyma; ir
metaloelastaze, kuri skaldo elasting ir fibronektina.

MMP geny ekspresija yra indukuotata transkripcijos faktoriy AP-1 ir NF-B.
(Angel, P.ir kt., Cell (1987), 49:729-739 ir Sato, H. ir Seiki, M., Oncogene (1993),
8:395-405). AP-1 ir NF- kB aktyvumas perduodamas per citokinus (pvz.,
interlukinus IL-1, IL-6 ir TNF«), augimo faktorius (TGFa, bFGF) ir aplinkos
veiksnius, tokius kaip oksidantai, karstis ir ultravioletinis spinduliavimas. AP-1
indukcija ir jun baltymy (C-jun, jun-B ir jun-D) ir fos baltymy (C-fos, fos-B, fra-1 ir
fra-2) gamyba papildo AP-1, kuris yra perduodamas per molekules-§eimininkes
(pvz. RAC, CDC42, MEKK, JNKK, UNK, RAS, RAF, MEK ir ERK). Yra Zinoma, kad
AP-1 ir NF- B yra aktyvuoti Zinduoliy lastelése, apsviestose UV §viesa. Devary, Y.,
ir kt., Science (1993), 261:1442-1445. Wiashek, M., ir kt., Photochemistry and
Photobiology (1994), 59(5):550-558, taip pat nurodo, kad fibroplasty UV iradiacija,
salygojama IL-1 ir IL-6-perductos MMP-1 indukcijos ir kad tokia indukcija gali
sumazinti kolageno sznéjima veikiant $viesai.

MMPs inhibito:iai arba transkripcijos faktoriai, kurie veikia jy ekspresija, taip
pat yra zinomi. Hill, P. A. ir kt., Biochem. J. (1995), 308: 167-175 apra$o du MMP
inhibitorius, CT1166 ir R031-7467. Gowravaram, M. R. ir kt., J. Med. Chem.
(1995), 38:2570-2581 apraso eilés hidroksamaty tobulinima, kurie inhibuoja MMPs
ir minétus tiolius, fosfonatus, fosfinatus, fosforamidatus ir N-karboksialkilus, kaip
zinomus MMP inhibitorius. Sis straipsnis nurodo, kad MMP inhibitoriai apima tas
liekanas, kuriose cinko '“ir peptidinio fragmento chelatai suriga specifiSkuma
apsprendziancias MIMPs niSas. Hodgson, J. Biotechnology (1995), 13:554-557
apzvelgia atskiry MMP inhibitoriy, tame tarpe Galardin’o, Batimastat'o ir
Marimastat'o, klinikini bivi. Kiti MMP inhibitoriai apima butandiamidg (Conway,
J.G. ir kt., J. Exp. Med. (1995), 182:449-457), TIMPs (Mauch C., ir kt., Arch.
Dermatol. Res. (1994), 287:107-114), ir retinoidus (Fanjul, A. ir kt., Nature (1994),
372:107-111, Nicholson, R. C. ir kt., EMBO Journal (1990), 9(13) 4443-4454; ir
Bailly, C. ir kt., J. Investig. Derm. (1990), 94(1:47-51).
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ISradimo esmé

Sililomas iradimas yra pagrijstas pareiskéjy atradimu, kad ap$vitinimas
UVB sparciai padidina transkripcijos faktorius AP-1 ir NF- kB neuzdengtoje odoje
ir skatina MMP indukcija. Padidinti MMPs lygiai, atsirade nuo UVB apsvitinimo,
ardo odos jungiamyjy audiniy baltymus. Toks pakenkimas, jei néra
nukenksminamas, selygoja randus nuo saulés, kurie sukeliami pakartotonu UVB
aps$vitinimu ir taip pat sglygoja senéjima $viesos poveikyije.

Taigi, pareiskéjai uZkerta kelia nepakenktos Zmogaus odos senéjimui
Sviesos poveikyje, kai oda ap$vitinama UVB, naudojant Zmogui i§ anksto UVB
spinduliavimo indukt.ojamg MMP inhibitoriy, kai minima ekspozicija yra tokio
kiekio, kuri gali inhibuoti ir/arba aktyvuoti UVB spinduliavimo indukuojamg MMPs.
Nuostabu, kad tai atsitinka prie UVB doziy, mazesniy uz tas, kurios sukelia
eritema (raudonuma), taip kaip ir prie tokiy doziy, kurios sukelia eritema.

Kitas iSradimo aspektas yra UVB spinduliavimo indukuojamos MMP
inhibitoriaus panaudojimas gamyboje medikamenty, apsauganciy nuo senéjimo

Sviesos poveikyje nepakenkta oda, dél pakartotino UVB Sviesos poveikio.

Trumpas bréziniu aprasymas

Bréziniuose peiteikta:
Fig. 1 yra schema rodanti kelius, kuriais UVB indukuoja MMP gamyba.
Fig. 2a-d, 3ab, 4a-d ir 5a-e yra bandymy rezultaty grafikai, aprasyti

pavyzdziuose, infra.

Badai, igyvendinantys Si iSradima
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Pateikiamas iSradimas yra naudojamas sulaikyti (ty. sumagzinti ar uzkirsti
kelia) nepakenktos mogaus odos senejima Sviesos poveikyje. Sis $radimas
pritaikomas prizidréti galvos, sprando, plastaky ir ranky odg, kuri paprastai
kiekvieng dieng bina prieinama saulés $viesai, prie$ tai, kai tokia oda parodo
zenklus, iSduodangius senejima veikiant $viesai. Kadangi pakartotinas Svitinimas
UVB dozémis, mazesnémis us tas, kurios sukelia eritema (raudone), gali sukelti
odos senéjima, iSrad.mas ir biity taikomas odai su tokia nedidele apspinduliavimo
doze. Tuo remiantis, UVB dozés 30-50 mJ/cm? odos intervale salygoja eritemg
daugumai Zmoniy su $viesia oda. Pagal §j iSradima bus sustabdytas odos
senejimas Sviesos poveikyje, kai dozés mazesnés u3 §j intervalg (paprastai apie 5
mJ/cm?, tai yra ekvivalenti$ka buvimui sauléje keleta minuciy).

Senéjimas veikiant $viesai yra apsaugomas arba inhibuojamas pagal §j
iSradimg inhibuojant UVB indukuojama odos tarplastelinio biologinio audinio
skaldyma metaly proteinazémis (MMPs). Tai yra pasiekiama naudojant MMP
inhibitoriy odai, kuri yra nepridengta nuo saulés. Ry$ium su tuo, terminas “MMP
inhibitorius” turi omenyje tokius agentus, kurie tiesiogiai ar netiesiogiai inhibuoja
(ty. Zymiai sumazina arba eliminuoja) UVB indukuojamy MMPs ekspresijos
poveikj tokioje odoje arba inhibuoja tokiy MMPs  fermentinj aktyvuma.
“Netiesioginé inhibici,a“ turi omenyje arba abieju transkripcijos faktoriy AP-1 ir NF-
kB tarpusavio saveiky, irfarba vienos ar daugiau molekuliu, jtraukty j tris kinazes
kaskadas saveika, kuri salygoja jun ir fos baltymy mdukcua odoje taip, kad
sumazina arba eliminuoja UVB -indukuojamy MMPs ekspresua

Fig. 1 schematiskai pavaizduota trajektorija UVB-indukuojamos MMP
ekspresija. Kaip parodyta Fig. 1, UVB buvimas generuoja reaktyviojo deguonies
tarpininkus (ROI), kurie stimuliuoja AP-1 ir NF- kB aktyvuma, kurie savo ruoztu
indukuoja citokinus ir augimo faktorius. Siy citokiny ir faktoriy saveika su jy
receptoriais paleidzia nedidelius GTP suri§tus RAC/CDC42 ir RAS baltymus. Sie
baltymai aktyvuoja tris kinazes kaskadas, kurios yra bitinos pagaminti jun ir fos
baltymus, kurie papildo AP-1. AP-1 indukuoja tam tikry MMPs ekspresija. Agentai,
kurie apsaugo oda nuo senéjimo $viesos poveikyje, gali veikti | MMPs,
transkripcijos faktorius AP-1 ir NF- kB ir/arba viena ar daugiau molekuliy, jtraukty j
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tris kinazés kaskadas, parodytas Fig. 1. Aspirinas ir E5510 (apradytas Fujimori, T.,
ir kt., Jpn. J. Pharmacol. (1991), 55(1):81-91) inhibuoja NF- kB aktyvacija.
Farnesilo transferaze: inhibitoriai, tokie kaip B-581 (apradytas Garcia A. M., ir kt.,
J. Biol. Chem. (1993), 268 (25): 18415-18), BZA-5B (aprasytas Dalton M. B. ir kt.,
Cancer Res. (1995), 55(15): 3295-3304), farnezilo acetatas ir («-hidroksifarnezil)
fosfato rlgstis veikia | RAS ir inhibuoja ERK kaskados aktyvuma; taip pat geranilo-
geraniltransferazés inhibitoriai ir lizofilinas inhibuoja JNK kaskados aktyvuma.
Junginiai, tokie kaip SB202190 (apraSyti Lee, J. C. ir kt., Nature (1994), 372:739-
746) ir PD98059 (aprasSytas Dudley, D. T., ir kt., PNAS (USA) (1995), 92:7686-
7689) inhibuoja specifines kinazes kaskadose. Retinoidai, tokie kaip aprasyti JAV
patente Nr 4 877 05 ir disociuojantys retinoidai, kurie yra specifiski AP-1
antagonizmui, tokie kaip apradyti Fanjul, ir kt., Nature (1994), 372:104-110),
gliukokortikoidai ir vitamino D3 taikinys AP-1. Kiti retinoidai, be retinolio, apima
natlralius ir sintetinius vitamino A (retinolio) analogus, vitamino A aldehidg
(retinalj), vitamino A ragsti (retinoing riigstj, tame tarpe ir visas-trans ir 13-cis
retinoines rlgstis) ir Kitus, apraSytus EP 379367 A2. Galy gale, MMPs gali bdti
inhibuojamos su BB2284 (aprasyta Gearing A. J. H., ir kt., Nature (1994), 370:555-
557), GI129471 (apraSyta McGeehan G. M., ir kt., Nature (1994), 370:558-561),
TIMPS, Galardin'u, Batimastat'u ir Marimastat'u ir hidroksamatais ir Kkitais
Zinomais inhibitoriais.

Vienas ar daugiau i$ $iu MMP inhibitoriy yra pageidautinai vartojamas
vietiskai ént odos, kuri yra ap$vie¢iama s'aulés Sviesos. Tam tinka kremai,
drebuciai, tepalai, pulverizuojami skysciai ar losjonai. |prasti farmaciniu ir
kosmetiniu pozilriu tinkami tirpikliéi gali buti naudojami kaip inhibitoriai. Tokiy
tirpikliy pavyzdziai yra aprasyti JAV patente Nr. 4 877 805 ir EP Pub. Nr.0586106
A1. Kaip parodyta, vienas ar daugiau inhibitoriy gali buti pritaikyti duotoje
kompozicijoje. PavyzdZiui, gali buti naudojama inhibitoriy kombinacija, kuri
paveikia dvi ar daugiau skirtingy molekuliy, jtraukty | odos MMP jrima.
Kompozicijos gali taip pat turéti priedy, tokiy kaip minkstinanciy medziagy, odos
pralaidumo padidinimo medziagu, pigmenty ir kvepaly. Priedo, kompozicijos gali

turéti ingredienty, tokiy kaip absorbenty dalelés (pvz., polimery granulés), kurios
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leidzia nepertraukiamai paskleisti inhibitorius ant odos. Inhibitoriaus(-iy) maseés
koncentracija kompozicijoje paprastai bina nuo 0,01 % iki 10 %, dazniau nuo 0,1
% iki 1 %. Paprastai apie 50 mg $io misinio bus sunaudota odos cm?.

Inhibitoriai paprastai naudojami dar nepakenktai odai apsaugoti prie$
apspinduliuojant saulés $viesa. Pritaikymo rezimas (dienai, savaitei ir t. t)
svarbiausia priklauso nuo inhibitoriaus(-iu) ilgaamziskumo (pvz. medziagy
apykaitos, pusperiodZio odoje) ir jy poveikio molekuléms-taikiniams. Taip pat gali
biti salygojama maudymosi daznumo, prakaitavimo ir buvimo sauléje trukmés.
Jprastai jie naudojami kasdien.

I$radimas tolizu iliustruojamas sekanciais pavyzdziais. Tie pavyzdziai néra

skirti apriboti iSradim: jokia prasme.

Pavyzdziai

UVB-indukuojamo senéjimo veikiant §viesai didele UVB doze, MMPs

indukcija. nustatymas molekuliniame lygyje

Laikas, salygojantis MMP-1, MMP-3, MMP-9 ir MMP-2 mRNR, baltymo ir
fermentinio aktyvumo lygiy pasikeitimus, po UVB apspinduliavimo, buvo
nustatomas taip.

Subiektai buvo suauge kaukazfet‘:iai (apytikriai lygus skaiius vyry ir

motery) su lengva ir nedidele pigmentacija. UVB dozé, reikalinga sukeiti

. apCiuopiama rezultata - odos paraudima (minimalig eritemos doze, arba “MED")

kiekvienam subjektui buvo nustatyta po 24 valandy po spinduliavimo. Vienas (1)
MED visiems subjektams svyruoja nuo 30-50 mJ/ cm?. Subjekty sédmenys buvo
apspinduliuoti 2 MED UVB su “Ultralite Panelite” lempa, sudaryta S keturiy
F36T12 ERE-VHO UVB lempuéiy. Spinduliavimo intensyvumas buvo
kontroliuojamas su 1L443 Fototerapijos Radiometru ir SED240/UVB/W
fotodetektoriumi. UVB i§gjime, iSmatuotame 48 cm nuo $altinio buvo 0,5 mW/cm?,

Kigkvieno subjekto oda buvo atskirta keratomu nuo keturiy viety (vienos
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neapspinduliuotos, trijy apspinduliuvoty) po 8, 16, 24, 48 ir 72 valandy po
apspinduliavimo. Audinys buvo staigiai uz$aldytas ir visa RNR izoliuota ir
analizuota “Northern blot” , kaip apradyta Fisher, G. J. ir kt., J. Invest. Dermatol.
(1991), 96:699-707. Juostos intensyvumai buvo nustatyti fosforiniu vaizduokliu.
MMP transkripty reikSmés buvo sunormuotos iki 36B4 kontrolinio geno. Siy
bandymy rezultatai yra parodyti Fig. 2a (MMP-1), 2b (MMP-3), 2¢c (MMP-9) ir 2d
(MMP-2). Rezultatai reiskia + SEM (n=6, esant 8, 16, 48 ir 72 valandoms ir n=17,
kai néra UVB kontrolés ir esant 24 valandoms) ir yra pateikti kaip normalizuoty
dydziy santykiy su neapspinduliuota oda kompaktikumo didéjimas. Grupés,
atvaizduotos figirose yra sudarytos i§ atskiry individy.

Kaip parodyta Fig. 2a-d, MMP-1, MMP-3 ir MMP-9 mRNRs poveikis buvo
maksimalus (6-60 klostés) nuo 16 iki 24 valandos ir grjzo | artimg bazinei 4872
valandomis. MMP-2 mRNR buvo aptikta, bet tiktai 24 valandos po apspinduliavimo
pasieké 1,6 klostés- . Laiko sgnaudos indukuoti MMP-1 ir MMP-9 baltymus ir
veikimg 2 MED UVB pagalba yra analogi$kos ap2velgtoms su jy mRNRs. Nebuvo
indukuotas nei MMP-2 baltymas nei aktyvumas.

UVB-paveiktos odos “Northern analizés” su MMP-3 (stromelizinas 1) -
specialiu zondu gauti rezultatai yra identiski tiems, kurie gauti su pilno ilgio MMP-3
zondu (Fig. 2b), tuo tarpu, kai hibridizacija su MMP-10 (stromelizinas 1l)-specialiu
zondu neduoda jokio signalo. Tai parodo, kad i§ stromeliziny UVB indukuoja

daugiausia stromelizing 1.

Zemos UVB dozés indukuojamos MMPs

Subjektai buvo spindul’iho,iami UVB dozemis nuo 0,01 iki 2 MED intervale,
kaip apradyta anksciau. Pilno odos storio pavyzdziai (6 mm cilindrai) buvo paimti
po 24 valandy po iradiacijos nuo prizilréty viety ir ne. PavyzdZiai buvo
homogenizuoti 20-tyje mM TRIS HCI (pH 7,6), 5 mM CaCly, ir centrifuguoti prie
3000 x g 10 minuciy. Supernatantai buvo naudojami i§matuoti MMP-1 ir MMP-9
baltymus "Western blot” metodu (100ug/bandiniui), naudojant,

chemiliuminescensinj biida ir *H fibriliy (plauseliy) kolageno (100 ug/bandiniui)
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hidrolizés aktyvumg pagal Hu, C. L., ir kt., Anal. Biochem. (1978), 88:638-643 ir
Zelatinos fermentografijg (20 pg/bandiniui) pagal Hibbs, M. S. ir kt., J. Biol. Chem.
(1985), 260:2493-2500, atitinkamai. Panaudoti MMP-1 ir MMP-9 antikinai yra
apraSyti Werb, Z. ir kt., J. Cell. Biol. (1989), 109:877-899 ir Murphy, G. ir kt.,
Biochem. J. (1989), 258:463-472, atitinkamai. Siy bandymy rezultatai yra parodyti
Fig. 3air 3b.

Fig. 3a MMP-1 baltymo reikdmeés parodytos tusCia juosta, tuo tarpu MMP-1
aktyvumo reik§més parodytos jstrizai uzbriksniuota juosta. Fig. 3a pridéti dviejy
subjekty “Western blot” atvaizdai. Didesné 54 KDa juosta yra nepaliesta MMP-1 ir
mazesné 45 KDa juosta yra proteoliti§kai sukurta aktyvuotos MMP-1 formos.

Fig. 3b MMP-9 baltymo reiksmés parodytos tusdia juosta, kur MMP-9
aktyvumo reik8més yra parodytos jstrizai uzbriik$niuota juosta. Fig. 3b priedas
parodo “Western blot” (kairysis panelis) atvaizdg ir fermentogramos (desinysis
panelis) atvaizda. Daugkartinés juostos fermentogramoje yra proteolitiskai
sukurtos aktyvios MMP-9 formos.

RuoZo intensyvumai buvo matuoti lazeriniu densitometru. Rezultatai pateikti
kaip = SEM reik§més, kai n=10.

Kaip parodyta Fig. 3a ir 3b MMP-1 ir MMP-9 baltymuy indukcija ir aktyvumai
dalinai buvo priklausomi, ir abiems MMPs pokyciai baltyme ir aktyvumas atspindi
vienas kitg. MMP-1 buvo indukuota visy UVB matuoty doziy, tuo tarpu kai MMP-9
buvo indukuota > 0,1 MED doziy. Indukcija buvo maksimali esant vienai (1) MEDir
apytikriai pusiau maksimali prie 0,1 MED. 0,1 MED yra ekvivalentas dviem ar trim

minutéms saulés iradiacijos vasaros diena, kas sukelia nezymy odos paraudima,

7_emos'VUVB' dozés indukuoti AP-1 ir NF- kB

Subjektai buvo apdvitinti ir audiniy pavyzdziai paimti kaip aprasyta
anksciau. Branduolio ekstraktai buvo pagaminti i pavyzdziy, kaip aprasyta Fisher,
G. J., ir kt., J. Biol. Chem. (1994), 269:20629-20635, Meéginys (apytikriai 200 mg

skyscCio maseés), turintis ~ 10°® Iasteliy, vidutiniskai duodanciy 500 ng baltymo
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branduolio ekstrakto. Elektroforezinis judrumo poslinkio bandinys (8 ug baltymo
branduolio ekstrakto) buvo stebétas panaudojant *2P-zymétas DNR probes,
turinias AP-1 ir NF- kB derme ir pakeistas DNR-suriStas sekas, kaip apradyta
Fisher, G. J. ir kt., supra. Antikiinai superposlinkiams buvo gauti i Santa Cruz
Biotechnology. Jun ir fos antikiinai pasizyméjo placiu reaktingumu visiems jun ir
fos 8eimos nariams, atitinkamai. NF- kB antikiinas buvo specifinis p65/Rel A. Siy
bandymy rezultatai yra parodyti Fig. 4a, 4b; 4c ir 4d (NS Zzymi nespecifinius
pavyzdzius). Siy figiiry jdéklai parodo AP-1 ir NF- kB prailginto veikimo
kompleksus. +Compet Zymi 100-klosCiy virSijantj pertekliy nepazymétos probés;
Mut zymi pakitusia *P probe.

Fig. 4a atvaizduoja AP-1 ir NF- kB suriS§img neapspinduliuotoje ir
apspinduliuotoje odoje (keturios valandos po 2 MED UVB). Kaip parodyta Fig. 4a
suriimas abiejy transkripcijos faktoriy su juy DNR svarbiais elementais buvo
specifinis kaip pademonstruota netekus prailginto veikimo kompleksy su
pakitusiomis zymétomis probémis. Antikiino superposlinkiai pademonstravo, kad
specifiniai AP-1 ir NF- kB prailginti kompleksai stebimi odos bandinyje nuo UVB
apspinduliuotos odos, turinios jun ir fos baltymus, ir Rel A baltyma, atitinkamai.

Figlros 4b ir 4c parodo AP-1 ir NF- kB DNR suri§imo indukcijos laika,
atitinkamai, naudojant 2 MED UVB. Pateikti rezultatai yra + SEM reikSmes, kai
n=9. Kaip parodyta, abiejy faktoriy indukcija atsirado per 15 minuéiy.

Fig. 4d parodo AP-1 (pavaizduota atvira juosta) ir NF- kB (pavaizduota
jstrizai subrik$niuota juosta) induk_cijos priklausomybe nuo dozés. DNR surisimas
buvo matuojamas 30 minuciy po apspinduliavimo. Kaip parodyta, abiejy veiksniLg
puse maksimalios indukcijos jvyko prie vieno (1) MED. UVB dozés priklausomybé
nuo Siy faktoriy indukcijos yré tampriai susijusios su tomis, kurios aprasytos
anksciau dél MMP-1 ir MMP-9 indukcijos, atitinkamai, su $iy transkripcijos faktoriy

dalyvavimu UVB-indukuotame padidéjime Siose dviejose MMPs.

UVB indukcijos AP-1, MMP-1 ir MMP-9 inhibicija
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0,1 % visos trans-retinoinés rugsties (t-RA) ir jos tirpiklio (70 % etanolio ir 30
% propilenglikolio) arba 0,05 % gliukokortikoido (GC) klobetasolpropionato ir jy
tirpiklio (2 % propilenglikolio plius 2 % sorbitanseskvioleato baltame petrolatume)
buvo panaudota (300 mg misinio/6 cm® odos) subjektams 48 valandas, kaip
apradyta Fisher, G. J. ir kt.,, J. Invest. Dermatol. (1991), 96: 699-707. Paveiktos
odos vietos tada buvo apspinduliuotos su 2 MED UVB. Oda buvo gaunama kaip
apradyta auk$éiau, 30 minuciy po apspinduliavimo iSmatuotas AP-1 arba 24
valandos po apspinduliavimo, iSmatuota MMP. AP-1 matavimai ir MMP-1 ir MMP-
9 matavimai atlikti kaip aprasyta anksciau. Nustatyti, ar -RA pakeité UVB-sukeltus
odos paraudimus, subjektai buvo paveikti 0,1 % t-RA ir jos tirpikliu 24 valandoms.
Paveiktos vietos buvo apspinduliuotos 10-80 mJ/cm?® UVB ir odos paraudimas
nustatytas po 24 valandy Minolta chronometru. Siy bandymy rezultatai parodyti
Fig. 5a, 5b, 5¢, 5d, 5e. » »

Fig. 5a atspindi AP-1 matavimus. Kaip parodyta, iSankstinis odos
patepimas t-RA sumazino t-RA UVB indukuojamg AP-1 DNR suriSimg, apytikriai 70
%.

Fig. 5b ir 5¢ atspindi MMP-1 ir MMP-9 matavimus. Kaip parodyta, prie$ tai
paveikus t-RA, sumazéjo UVB indukuojami MMP-1 ir MMP-9 mRNRs, baltymai ir
aktyvumas 50-80 %.

Fig. &d atvaizduoja t-RA bandymy rezultatus, kai oda prie$ paraudima buvo
i$ anksto patepta. Kaip parodyta, net jei t-RA absorbcija i§ dalies uzdengia UVB
intervalg (t-RA Amax=351 nm), t-RA nesumaZina UVB ihdukuojamo odos
paraudimo. Tai parodo, kad stebimi sumazéjimai AP-likudiuose, MMP indukcija
buvo daug specifiskesné neéu UVB absorbcijos salygotos t-RA.

Fig. 5e atvaizduoja pasékas, kai oda i$ anksto patepama su GC. Kaip rodo
toks paveikimas GC, tai sumazina MMP-1 ir MMP-9 aktyvumus, panasiai kaip
apzvelgtame prieslaikiniame paveikime su t-RA .

Publikacijos, nukreiptos | ankstesnj apraSymg tik iliustruoja nuorodas.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Bidas apsaugoti nuo sengjimo veikiant Sviesai dar nepakenktg Zmogaus
oda dél apspinduliavimo ultravioleto B iradiacija (UVB), besiskiriantis
tuo, kad naudoja bent vieng i§ inhibitoriy @ UVB iradiacijos indukuojamy
metaloproteinaziy (MMPs) aktyvuma odje, b) vieng arba abu transkripcijos
faktorius AP-1 ir NF-kB ir ¢) bent jau vieng i§ GTP suriSimo baltymy arba kinaziy,
jtraukty j jun ar fos baltymy aktyvavimg ir/arba gamyba, turinCiy AP-1; ir vietiskai
naudoja minéta inhibitoriy ant odos pried apSvitinimag kiekiu, tinkamu inhibuoti
UVB-indukuojamy MMPs gamybg arba aktyvuma, vieng arba abu AP-1 ir NF-kB,
bent jau vieng i§ GTP suri§imo baltymy arba kinaziy, jtraukty j jun ir fos baltymy

aktyvacijg ir/arba gamyba,.

2. Budas pagel 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas bldas
inhibuoja senéjima veikiant Sviesai sukeltai spinduliuojant UVB doze, mazesne uz

minimalia doze, galinCig sukelti odos paraudima.

3. Budas paga!l 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta UVB dozé

virsija 5 mJ/cm?.

4. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad inhibitorius

inhibuoja bent vieno i§ AP-1 ir NF-kB aktyvuma.--

5. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad inhibitorius

inhibuoja UVB-indukuojamy MMPs aktyvuma,.

6. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad inhibitorius

inhibuoja GTP suriSimo baltyma arba kinaze, jprastg jun ar fos baltymy gamyboje.
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7. Bldas pagal 4 punkta, besiskiriantis tuo, kad inhibitorius

inhibuoja AP-1 ir yra retinoidas, gliukokortikoidas arba vitaminas D3.

8. Budas pagial 4 punktg, besiskiriantis tuo, kad inhibitorius
inhibuoja NF-kB ir yra gliukokortikoidas, aspirinas arba E5510.

9. Budas pagal 5 punkta, besiskiriantis tuo, kad inhibitorius yra

TIMP, Galardin’as, Batimastat'as, Marimastat’as arba hidroksamatas.

10. Budas pagal 6 punkta, besiskiriantis tuo, kad inhibitorius yra
farnezil-transferazés  inhibitarius, geranil-geraniltransferazés  inhibitorius,

SB202190, arba PD9:3059.

11. Ultravioleio B spinduliavimo indukuojamos tarplastelinés audinio
medziagos metaloproteinazés inhibitoriaus panaudojimas gamyboje vaisty, skirty

apsaugoti dar nepakenkta zmogaus odg nuo senéjimo veikiant Sviesai.
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