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SANTRUMPU SARASAS

Akt (angl. protein kinase B: PKB) — serino / treonino specifiné baltymy kinazé
AQO — akridino oranzas
ASC (angl. adipose stem cells) — riebaly kamieninés lastelés
CAD (angl. computer aided design) — kompiuteriné modeliavimo programiné jranga
CO;, —anglies dioksidas
D5 — CAM (angl. computer aided manufacturing) — kompiuteriu kontroliuojama frezavimo
iranga (D5, Datron)
DFSC (angl. stem cells from the dental follicle) — danteny folikulo kamieninése lastelés
DNR — deoksiribonukleornigstis
EB — etidzio bromidas
EDTA — etilendiamino tetraacto riigstis
EGF (angl. epidermal growth factor) — epidermio augimo faktorius
EM (angl. extracellular matrix) — tarplastelinis uzpildas
ERK (2) (angl. extracellular signal — regulated kinases) — ekstralastelinio signalo reguliuojama
kinazé
FAK (arba PTK2) (angl. focal adhesion kinase) — fokalinés adhezijos kinazé
FB — fosfatinis buferis
FVS — fetalinis verSelio serumas
GAG — glikozaminoglikanai
GT — MSC (angl. gingival tissue — derived mesenchymal stem cells) — danteny kilmés
mezenchiminés lastelés
H,SO, — sieros riigstis
ILK (angl. integrin — linked kinase) — su integrinais susijusi kinazé
IMDM - Iscove's modifikuota Dulbeco terpé
MAP (angl. mitogen — activated protein kinase) — augimo veiksniy aktyvinamos baltymy kinazés
MTT (3 — (4,5 —dimetiltiazol — 2 — yl) — 2,5 — difeniltetrazolio bromidas
OH — hidroksido grupé
PDGF (angl. platelet — derived growth factor) — ploksteliy (trombocity) kilmés augimo faktorius
PDK1(angl. pyruvate dehydrogenase lipoamide Kkinase isozyme 1) — nuo fosfoinozitidy
piklausoma kinaz¢ 1
PDLSC (angl. periodontal ligament stem cells) — periodonto rai$¢io kamieninés lastelés
PH — plekstrino homologija
PI3K (angl. phosphatidylinositol 3 — kinases) — fosfatidylinozitol — 3 kinazé
9
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PIP2 (angl. phosphatidylinositol (4, 5) — bisphosphate) — fosfatidilinozitol 4, 5 — trifosfatas

PIP3 (angl. phosphatidylinositol (3, 4, 5) — trisphosphate) — fosfatidilinozitol 3, 4, 5 — trifosfatas
Ras (angl. related proteins) — tarplasteliniy signaly perdavimo tarpininkas, GTPazé aktyvinanti
MAP kinazes

RGD (angl. arginine — glycine — aspartic acid) — arginino, glicino — asparto ragsties trumpinys
RNR — ribonukleoriigstis

RTK — receptoriné tirozino kinaze

SDS — natrio dodecilsulfatas

SEM - skenuojantis elektroninis mikroskopas

SHED (angl. stem cells from human exfoliated deciduous teeth) danty masés kamieninés
lastelés

Src (angl. sarcoma) — vertimas i§ §io zodzio trumpinio

TMB - 3,3', 5,5' — tetrametilbenzidinas

TMB - 3,3',5,5' — tetrametilbenzidinas

Ti — titanas

Tris — tris (oksimetil) — aminometanas

UV — ultravioletiné Sviesa

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

XTT (angl. The Cell Proliferation Kit) — lasteliy proliferacijos kompleksas
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[VADAS

Danty implantacija — vienas didziausiy pasiekimy Siuolaikinéje odontologijoje,
suteikiantis galimybe danty netekusiems Zmonéms pilnai juos atkurti. Siuo metu implantai
pakankamai sékmingai integruojami | kaulini audinj, taciau ilgalaikiai rezultatai Yyra
nepakankami ir priklauso nuo minkstyjy audiniy ,,7iedo”, susidaran¢io apie danty implanta. Siuo
pozitriu tai silpnoji danty implanty vieta. NeuZztikrinus tinkamos implanto — minkstyjy audiniy
saveikos apie implanta susidaro tarpai, lengviau patenka bakterijos. llgainiui apie implanta
susidaro ,kiSen¢®, skatinama kaulo rezorbcija. Visa tai slopina audiniy regeneracija ir gijimo
procesa, o vystantis infekcijai iSkyla ir implanto atmetimo pavojus. Be to, blogas implanto
sukibimas su ji supanciais minkstaisiais audiniais lemia vieng i§ dazniausiai implantacija
lydin¢iy komplikacijy — danteny recesija. Jos metu dantenos atsitraukia nuo danties,
apnuoginamas danties kaklelis ir dalis $aknies. Sis reidkinys gali pasireikiti ir apie natiiralius
dantis, sergant periodontitu. Lietuvoje tai pakankamai aktuali problema, nes daugiau nei 90 proc.
Lietuvos populiacijos serga periodontitu. Danteny atsitraukimas didina rizika netekti danties arba
implanto, sukelia estetines problemas.

Pagrindiné danteny recesijos priezastis — nepakankamas implanta supanciy
minkStyjy ir kietyjy audiniy prisitvirtininimas, kuris priklauso nuo medziagy, i§ kuriy yra
pagamintas implantas, jo biosuderinamumo, fizikocheminiy, biocheminiy, topografiniy
charakteristiky, nulemianciy lasteliu adhezija, proliferacija, diferenciacja. Literatiiros
duomenimis, organizme minkstyjy audiniy adhezijos mechanizmas ant implanty ir natiraliy
danty skiriasi, zinomos §iy skirtumy prieZastys. Taciau kol kas néra pasitlyta patikimy btdy,
galin¢iy pagerinti implanty ir minkStyjy audiniy saveika. Todé¢l tvirty jung¢iy minkstyjy audiniy
— implanto saly€io riboje susidarymas yra pagrindiné salyga, uZtikrinanti implantacijos seékmg.
Taciau, kol kas néra pasiiilyta metodikuy, galin¢iy patikimai sujungti implantus ir juos supancius
minkStuosius audinius.

Titanas — viena populiariausiy danty implantacijoje naudojamy medziagy,
pasizymin¢iuy geru biosuderinamumu. Kadangi pavirSiaus topografija/SiurkStumas yra viena 1§
pagrindiniy lasteliu adhezijos stipruma nulemianciy veiksniy, todél pastaruoju metu aktyviai
ieSkoma budy, galin¢iy pagerinti Sio danty implantacijoje naudojamo metalo bei aplinkiniy
pavirSiaus SiukStinimo btdai, ant implanty pavirSiaus imobilizuojamos jvairios biologiskai

aktyvios molekulés, analizuojama ju jtaka lasteliy adhezijai, proliferacijai, diferenciacijai.
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Pateikiamo gynimui darbo tikslas: jvertinti skirtingy titano implanty pavirSiaus modifikavimo

strategiju poveiki danteny fibroblasty savybéms — adhezijai, proliferacijai ir diferenciacijai.

Uzdaviniai:

Gauti ir charakterizuoti pirminiy danteny fibroblasty linija;

Ivertinti danteny fibroblasty adhezija ant ivairiai modifikuoty titano méginiy pavirsiaus;
Palyginti skirtingos topografijos pavirsiy poveiki lasteliy proliferacijos intensyvumui;
Istirti signaliniy molekuliy — FAK ir Akt, raiSka/aktyvinima danteny fibroblasty lastelése;

Ivertinti gautos pirminés lasteliy linijos osteogeninj potenciala.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Dantis supanciy audiniy sgveika su danty implantais

S¢ékminga danty implantacija uztikrina kokybiSkas ir ilgalaikis danty implantus
supan¢iy kietyjy ir mink$tyjy audiniy prisitvirtinimas. Siam prisitvirtinimui svarbu ne tik
medziagos, i§ kurios pagamintas implantas, prigimtis, bet ir jo pavirsiaus fizikinés, chemings,
biocheminés bei topografinés charakteristikos, nulemianc¢ios kraujo ir audiniams specifiniy
baltymu adsorbcija implanty pavirsiuje, ju konformacinius poky¢ius, lasteliy adhezija ir vélesni
ju atsaka. Be to, danty implantacijos pasékoje daznai vystosi danteny atsitraukimas — recesija.

Sis reiskinys yra biidingas ir natiiraliems dantims.
1.1.1.Periodontitas, jo priezastys ir pasekmés

Periodonto raistj arba priedancio audinius sudaro jungiamasis audinys, supantis
dantj, itvirtinantis ji alveoliniame Kkaule ir apriipinantis krauju. Priedancio audinius sudaro
dantenos, rai$ciai, laikantys dantj kaulingje duobeléje, danties Saknies cementas ir alveolinis
kaulas (1 pav.). Dantenas sudaro jungiamasis epitelis (4 %), burnos epitelis (27 %), jungiamasis
audinys (69 %), kuriame yra lasteliy (makrofagy, limfocity ir kt.), dalyvaujanéiy uzdegiminiame
atsake. Sios lastelés sudaro (3 — 6 %) danteny tirio (Schroeder ir kt., 1973; Nyashin ir Nayshin,
2000).

( / %_,;f‘ —T— T Emalis
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B/
77— Pulpa
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1 pav. Priedanc¢io audiniai ir pagrindinés danties dalys (http://www.shands.org/health/In-
depth%20Reports/10/000024.htm)

Periodontitas — 1étiné infekciné liga (parodontozé), pazeidzianti periodonto audinius
(Nair, 2006). O tai yra pagrindiné danty netekimo priezastis. Paprastai periodontitas vystosi létai
ir neskausmingai, ilga laika. Liga prasideda pavirSiniu danteny uzdegimu — gingivitu, kuri

sukelia bakterijos, gyvenancios ir besidauginancios burnos apnaSose, susidaranciose i§ maisto
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likuCiy, dantenu epitelio lasteliy. Nenuvalytos minkStos apnaSos kaupiasi tarp danty, po
dantenomis, formuojasi “danty akmenys”, kurie spaudzia dantenas, tirpdo kaula ir suformuoja
vadinamasias “kiSenes”. Dantenos pradeda kraujuoti, paburksta, pakeicia spalva, atsitraukia nuo
danties. D¢l to apsinuogina danties kaklelis, o véliau ir Saknis. Ligos vystymasi skatina ir
Zmogaus vietinio arba bendro organizmo imuniteto susilpnéjimas (Rybakov ir kt., 1975).
Pastebéta, kad periodontitas dazniau vystosi Zzmonéms, kurie skundziasi vidaus organy —
skrandzio, kepeny, Sirdies veiklos sutrikimais. Esama nuomoniy, kad periodontitas sietinas su
kraujagysliy, endokrininés ir nervuy sistemu ligomis, paveldimumu, netinkama mityba, seiliu
sudéties ypatumais, rikymu. Periodontitas paprastai paiméja sergant gripu, angina, skrandzio
bei zarnyno ir kitomis infekcijomis (Lobregt ir kt., 2001).

Netekus danty ir ju neprotezuojant didesnis kriivis tenka likusiems dantims. Tai irgi
gali paskatinti periodontito vystymasi. O nuryjamas nepakankamai gerai sukramtytas maistas
apsunkina skrandzio bei kity vidaus organy darba. Siuo metu dél periodontito prarasti dantys

dazniausiai pakei¢iami danty implantais (2 pav.).

2 pav. Prarasto danties pakeitimas implantu (Probst, 2009)

Tai yra danty Sakny protezai (dirbtinés Saknys), skirti tvirtinti nenuimamiems danty
protezams (tiltams, vainikéliams) arba pagerinti i§imamy protezu ploksteliy laikyma. Dazniausiai
tai titaninis ar porcelianis sraigtas isukamas i virSutinio ar apatinio zandikaulio kaula, atkuriantis
natiiralia danties Sakni. Dauguma Siuo metu naudojamy implanty yra sudaryti i§ paties implanto
kiino ir prisukamos atraminés galvos bei kity protezavimo daliy. Implantui prigijus kaule,
protezuojama — padaromas danties vainikélis, tiltas arba fiksuojamas protezas. Implantai

vidutini$kai tarnauja nuo 7 iki 15 mety (Jhaveri ir kt., 2009).
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1.1.2. MinkStyjy audiniy saveika su implantu

Danty implantacijos metu implanto pavirSius saveikauja su ji supanciais
minkStaisiais audiniais. Skirtingai nei apie nattralius dantis, danty implantus supantys minkstieji
audiniai yra sudaryti i§ jungiamojo audinio ir vienos rasies epitelio. Sis epitelis vadinamas
barjeriniu ir yra panasus | jungiamaji epiteli, supanti natiiralius dantis, taCiau jo citokeratiny
raiSka skiriasi (Moon ir kt., 1999; Marchetti ir kt., 2002; Mackenzie ir Tonetti, 1995). Vélesni
tyrimai atskleidé ir funkcinius bei fenotipo skirtumus tarp natiiralius dantis supancio jungiamojo
ir implantus supancio barjerinio epitelio. Nattralius dantis supancio epitelio Iastelés gali sudaryti
hemidesmosomas, yra islaikusios proliferacijos ir diferenciacijos galimybes, bei gali formuoti
imuninj atsaka (Fujiseki ir kt., 2003). [ alveolinj kaula jsriegus titanini implanta, vystosi
uzdegiminis atsakas, nes kietieji ir minkstieji audiniai sriegimo metu yra destabilizuojami.
Kadangi nesusidaro hemidesmosomos, atsiranda tarpai tarp implanto ir ji supan¢iy minkstyju
audiniy, lengviau patenka bakterijos (Jansen ir kt., 1985). To pasékoje, apie implanta susidaro
,»Kisené*, skatinama kaulo rezorbcija (Bauman ir kt., 1993; Andersson ir kt., 1995; 1998). Tokiu
biidu slopinama audiniy regeneracija ir gijimas, o vystantis infekcijai iSkyla implanto atmetimo
pavojus. Be to, blogas implanto sukibimas su minkstaisiais audiniais po danty implantacijos
daznai lemia danteny recesijos vystimasi. JoS metu dantenos atsitraukia nuo danties,
apnuogindamos danties kaklelj ir dalj Saknies.

Taigi, tvirty jungciy minkstyju audiniy — implanto saly¢io riboje susidarymas yra
pagrindiné salyga, lemianti implantacijos sékmeg. Taciau, kol kas néra pasitlyta metodiky,

galin¢iy patikimai sujungti implantus ir juos supanc¢ius minkstuosius audinius.
1.1.3. Implanty pavirSiaus modifikavimo strategijos

Siekiant pagerinti lasteliu adhezija bei sumazinti uzdegiminj atsaka, titaniniai
implanto pavir$iai gali buti modifikuojami: pavirSius dengiamas jvairiais fermentais, augimo
veiksniais (BMP — 2, TGF — B, IGF ir kt.), tarplastelinio uzpildo komponentais, fizikiniais ir
cheminiais metodais kei¢iant pavirSiaus topografija (Jonge ir kt., 2008). Nustatyta, kad TiO,
(titano oksidas) pavirSiaus modifikavimas gali skatinti Ca — P susidaryma, tokiu budu
palengvindamas implanto osteointegracija. Parodyta, kad titano pavirSiaus dengimas TiN (titano
nitridu) teigiamai veikia audinio adhezija ant implanto pavirSiaus, 0 ant titaniniy implanty
pavirSiu suformuota plona oksido plévelé padeda integruoti implanta i kaulinj audini, gerina
kraujagysliy susidaryma, adhezija bei mazina bakteriju sukeliamas infekcijas (Groessner —
Schreiber ir kt., 2003).
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Neigiamo krtvio titano pavirSiui suteikimas ar bioaktyviy molekuliy prijungimas
gali pagerinti mink$tyjy audiniy prisitvirtinima prie implanto pavir$iaus (Peltola ir kt., 2000;
Rossi ir kt., 2007). Lasteliy adhezija ant titano pavirSiy stipréja juos padengiant biologiskai
aktyviomis tarplastelinio uzpildo molekulémis. Pavyzdziui, pavirSius padengus integrinais,
pager¢ja lasteliy adsorbceija, nes Sie baltymai yra vieni pagrindiniy komponenty, uztikrinanciy
lastelés saveika su substratu (Jonge ir kt., 2008; Demarco ir kt., 2011). Fibroblasty, kurie gamina
daugeli esminiy jungiamojo audinio komponenty, adhezijos stiprinimas ir kolageno pluosty
iterpimas taip pat padidina implanto biologinj suderinamuma. Todél geresné fibroblasty adhezija
ant implanto turéty sudaryti palankias salygas implanto integracijai { minkStuosius
jungiamuosius audinius (Baxter ir kt., 2002).

Zinoma, kad suaktyvinus signalo perdavime dalyvaujandias molekules (FAK
(fokalinés adhezijos kinazés ((arba PTK2), — angl. focal adhesion kinase, toliau tekste: FAK)
/Src (angl. sarcoma, vertimas i§ $io zodZio trumpinio, toliau tekste: Src) pageréja lasteliy
tarpusavio saveika bei ju adhezija ant titano pavir$iaus (Suk — Won ir kt., 2009).

Lasteliy saveika su implanto pavirSiumi pagerina ir adhezija sustiprina pavirSiaus
dengimas sintetiniais peptidais: (i) arginino — glicino — aspartato (angl. arginine — glycine —
aspartic acid, arginino, glicino — asparto riigsties trumpinys, toliau tekste: RGD) seka, budinga
tarplastelinio uzpildo molekuléms — fibronektinui, osteopontinui, lamininui, vitronectinui, Kkai
kuriems kolagenams, tenascinui; (ii) YIGSR — lamininui budinga seka; (iii) kitos sekomis —
RGDS, LDV, KQAGDV, VAPG (Nebe ir kt., 2007). Nustatyta, RGD motyvai ypatingai svabiis
7zmogaus danteny fibroblasty bei tarplastelinés medziagos sukibimui anstyvajame etape po
implantacijos. Atsiradgs rySys tarp RGD ir tarpmembraniniy baltymy skatina citoskeleto
reorganizacija, o tai turi jtakos ir minkstyjy audiniy saveikai su implantu (Zhao ir kt., 2006; Pae
ir kt., 2009).

Daug efektyvesni implantai, kuriy pavirSius yra modifikuotas naudojant dviguba
dengima: biologiskai aktyviu mineralu Ca — P ir kolagenu. Toks padengimas skatina akytosios
kaulo dalies regeneracija ir lasteliy adhezija (Hamdan ir kt., 2006). Ant implanto imobilizuotos
mineralinés medziagos kartu su augimo veiksniais (BMP — 2, TGF — B, IGF ir kt.) skatina
veiksmingesni implanto isitvirtinima kaule. Augimo veiksniai yra atsakingi uz lasteliy
replikacija, diferenciacija, migracija bei baltymy sintezg lasteléje. Jie jungiasi su tiksliniais
lastelés receptoriais, skatindami signalo perdavima, kurio pasékmé — biologinis atsakas. Kartu su
mineralinémis medziagomis, augimo veiksniai iSlaiko stabiluma, ilgéja ju biologinio aktyvumo
laikas (Groessner — Schreiber ir kt., 2003).
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Implanto pavirSiaus pakeitimas/modifikavimas turi jtakos ir pacioms lasteléms:
kinta lasteliy forma, stipréja tarplasteliné saveika bei lasteliy saveika su implantu, intensyvéja

lasteliy proliferacija, aktyvinama tam tikry geny raiska (Suk — Won ir kt., 2009).
1.2. Kamieninés lastelés ir ju naudojimas odontologijoje

Kamieninés lastelés — tai nespecializuotos lastelés, pasizymincios neribotu
proliferaciniu potencialu, gebangios diferencijuotis i ivairiy tipy audiniy lasteles. Sias lasteles
1960 m. pirmieji aprasé Ernestas A. McCullochas ir Jame E. Tillas (Siminovitch ir kt., 1963).

Pagal kilmés Saltinj iSskiriamos embrioninés ir suaugusio Zmogaus kamieninés
lastelés. Embrioninés kamieninés lastelés gaunamos i§ 3 — 5 dieny amziaus embriono — tai
vidinés blastocistos lastelés. Sios lastelés gali diferencijuotis { visy tipy lasteles, tatiau ju
iSgavimas susij¢s su etinémis problemomis. Tai pagrindiné ir svarbiausia problema, su kuria
susiduria mokslininkai norédami jas tyrinéti. Todél pagrindinis démesys skiriamas Saugusio
Zmogaus kamieninéms lasteléms, kurios iSskiriamos 1§ jvairiy subrendusio organizmo
i8sivys¢iusiy audiniy (kauly Ciulpy, raumeny, danties audiniy ir kt.) (Elliott ir Elliott, 2009).
Ivair@is tyrimai ir bandymai odontologijos srityje yra susij¢ biitent su suaugusio organizmo
kamieninémis lastelémis, nes tai nekelia etiniy problemuy, nesudétingas lasteliy iSskyrimas,
lasteléms budinga proliferacija ir diferenciacija (Morsczeck ir kt., 2008).

Skirtingy audiniy kamieninés lastelés pasizymi nevienodu geb¢jimu diferencijuotis {
vairius lasteliu tipus. Sios lastelés diferencijuojasi ivairiomis kryptimis veikiant vidiniams ir
iSoriniams signalams. Vidinius signalus kontroliuoja lastelés genai, turintys instrukcijas visoms
jos struktiroms ir funkcijoms. ISoriniai signalai — tai cheminés medZziagos, kurias sekretuoja
kitos lastelés, fiziniai kontaktai su kaimyninémis lastelémis ir tam tikros molekulés

mikroaplinkoje (Paratore ir kt., 2006; Ho ir kt., 2006).

1.2.1. Suaugusio organizmo kamieninés Iastelés

Suaugusio organizmo kamieninés lastelés randamos visame organizme. [vairiy tipy
audiniuose jos sudaro labai nedidele specializuoto audinio Iasteliy populiacijos dali.
Suaugusiame organizme kamieninés lastelés uztikrina nuolatini trumpai gyvenanciy kraujo,
odos, spermos lasteliy pakeitima naujomis, palaiko audiniy bei viso organizmo stabilig ir
pastovia biikle — homeostazeg. Suaugusio zmogaus audiniuose esancios kamieninés lastelés yra
natirali audiniy regeneracinés sistemos dalis. Gavusios signala, kurj sukelia bet koks audiniy
pazeidimas, Sios lastelés pradeda dalintis: viena i§ dukteriniy Iasteliy iSlieka kamienine, o kita
virsta specializuota. Jos diferencijuojasi, tampa paZzeisto audinio lastelémis ir taip atkuria

sutrikusia organizmo pusiausvyra (Kuroda ir kt., 2010; Locke ir kt., 2009).
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Audiniy gijima skatina ir kamieniniy lasteliy iSskiriamos biologiskai aktyvios
medziagos. Kai audinyje esancios kamieninés lastelés iSsenka, { ji papildomai siunciamos
ypatingos kamieninés kauly Ciulpy lastelés. Taciau ju kauly Ciulpuose yra labai nedaug — nuo
0,001 % iki 0,01 % ir, esant rimtiems pazeidimams, organizmui ju tiesiog nepakanka (Zuk,
2010). Deja, Sios lastelés sensta kartu su zmogumi ir, metams bégant, netenka savo
gyvybingumo. Be to, kamienines lasteles per ju gyvavimo laikotarpi veikia jvair@is toksinai ir
aplinkos veiksniai, galintys sukelti genetines mutacijas. Visa tai lemia vélesni ju atsinaujinima,
diferenciacija, proliferacija. Spéjama, kad kamieninés lastelés organizme gali likti
nediferencijavusios dar nuo embriono stadijos. Sio tipo kamieniniy lasteliy daugiausiai randama

vaiky organizme. Suaugusio individo organizme ju aptinkama maziau (Shultz, 1996).

1.2.2. Burnos audiniy kamieninés lastelés

Pirmieji tyrimai su burnos lastelémis pradéti 1980 m. Parodyta, kad odontoblastai
gali diferencijuotis 1 danty pulpos lasteles, kurios gali dalyvauti dentino regeneracijoje
(Shuttleworth ir kt., 1980).

2000 m. i§ danty masés, iSkritus pieniniams dantims, buvo iSskirtos kamieninés
lastelés. Pieniniy danty pakeitimas nuolatiniais yra dinamiSkas procesas, susiejantis pieniniy
danty Sakny rezorbcija ir nuolatiniy danty iSaugima. Po pieniniy danty iSkritimo likusiose danty
kariin¢lése — pieniniy danty akytosios medziagos dalyje, aptinkama danty masés kamieniniy
lasteliy (angl. stem cells from human exfoliated deciduous teeth, toliau tekste: SHED).
Bandymuose in vivo, net 67 % iSskirty danty masés kamieniniy lasteliy parodé dideli
odontogenini potenciala. Tyrimuose parodyta, kad Sios ruiSies kamieninés lastelés taip pat geba
diferencijuotis i adipogenines, miogenines bei nervinio audinio lasteles (Casagrande ir kt., 2011;
Duailibi ir kt., 2012). SHED nisos daugiausiai lokalizuotos perivaskuliarinéje pulpos ertméje. I8
Sios niSos iSskirtos kamieninés lastelés isodintos i peles, formavo i denting panaSia struktiira
(McGuire ir Nunn, 2005; Silverio ir kt., 2008). Kitais duomenimis, SHED lastelés pasizymi ne
tik galimybe diferenciacijuotis | dentina, bet ir | pulpos lasteles (He ir kt., 2010; Silverio ir kt.,
2008). Nustatyta, kad danty masés kamieninés lastelés pasizymi didesniu proliferaciniu
aktyvumu, negu kamieninés lastelés i$skirtos i§ kaulo ar periodonto pluosto. Si ju savybé bei
prieinamumas (paprastas iSskyrimas) lemia dideli panaudojimo potenciala regeneracingje
medicinoje (Yan ir kt., 2011).

Kitas kamieniniy lasteliy $altinis burnoje — dantenos. Danteny kamieninés lastelés
yra priskiriamos prie mezenchiminés kilmés kamieniniy lasteliy (angl. gingival tissue — derived
mesenchymal stem cells, tekste: GT — MSC). Nors kol kas didziausias mezenchiminiy

kamieniniy Iasteliy Saltinis yra kauluy ¢iulpai, taciau vis daugiau démesio klinikinéje praktikoje
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kreipiama { GT — MSC. Sios lastelés turi nemaZai privalumy lyginant su kauly &iulpy
kamieninémis lastelémis. Pirmiausia ir svarbiausia tai, kad lasteliy i§skyrimui reikia mazo kiekio
audinio, ji patogu paimti (maZai invaziné procediira), nelieka rando, o biopsijos paémimas —
neskausminga procedira, nes danteny audinyje gausu kraujagysliy, todél jam budingas
sugebéjimas atsinaujinti in vivo. Lastelés intensyviau dauginasi (nereikalingi papildomi augimo
veiksniai), suformuoja pirming kultlira per trumpa laika (vienodai homogeniska populiacija,
todél dauginimosi metu iSlaikomi kamieniniy lasteliu zymenys), iSlaiko stabily fenotipa ir
morfologija viso dauginimosi metu (verpstés forma). Ilgalaikése GT — MSC kultarose palaikoma
telomerazés veikla, iSlaikomas stabilus kariotipas. Audiniy regeneracijos tyrimuose in vivo ir in
vitro jrodyta, kad GT — MSC pasizymi multipotentine diferenciacija. Butent dél Siu visy
privalumy, GT — MSC yra patogus irankis konstruojant bioaktyvius audinius, kuriant naujas
audiniy regeneracijos technologijas (Tomar ir kt., 2010).

Bene didziausias Iasteliy kamieniSkumo potencialas gludi danteny folikulo
kamieninése lastelése (angl. stem cells from the dental follicle, toliau tekste: DFSC). DFSC gali
diferencijuotis i osteoblastus, cementoblastus, fibroblastus, adipocitus, neurony lasteles, bei
formuoja periodonto raiscio lasteles. DFSC daugiausiai lokalizuojasi kriminiuose dantyse.
Daugiausia iy lasteliy yra jauname, iki 16 — ty, zmogaus organizme. Véliau jy kiekis mazéja,
todeél placiau tyrimai su Siomis lastelémis néra atliekami (Oswal ir kt., 2011).

Jau 1985m. Melcher nustaté, kad periodonto rais¢io kamieninés lastelés (angl.
periodontal ligament stem cells, toliau tekste: PDLSC) pasizymi dideliu potencialu periodonto
gydyme (Melcher, 1985). Sios kamieninés lastelés vystosi i§ danteny folikulo kamieniniy lasteliy
embriogenezés metu. PDLSC, reaguodamos | pazeidima, gali migruoti ir diferencijuotis i
reikiama lasteliu tipa. Nustatyta, kad jos gali diferencijuotis | osteoblastus, cementoblastus,
fibrobalstus (Egusa ir kt., 2010). Periodonto rais¢io kamieninés lastelés skatina mineralizuoto ir
kaulinio audinio formavimasi: tyrimuose in vivo PDLSC formavo kolageno pluosto ir periodonto
rais¢io strukttiras, dalyvavo cemento gamyboje. Taigi, jos gali biiti patikimas Saltinis periodonto
audiniy rekonstrukcijoje (Bluteau ir kt.; 2008; Yen ir Sharpe, 2008).

Be periodonto rais¢io kamieniniy lasteliu odontologijoje gali biiti naudojamos kaulo
kamieninés lastelés, embriono kamieninés lastelés, riebaly kamieninés lastelés (angl. adipose
stem cells, toliau tekste: ASC). Visos jos geba diferencijuotis i osteblastus, cementoblastus,
fibroblastus, formuoja | kolagena panaSius pluoStus. Kamienines lasteles transplantavus i
periodonto defekty vietas skatinama jo regeneracija (Abe ir kt.; 2011). Tyrimais parodyta, kad
efektyviausias ASC pritaikymas odontologijoje biity, jas auginant kartu su dantenu epitelio
kamieninémis lastelémis, nes danteny lastelés iSskirdamos i terpg ivairias bioaktyvias molekules

skatina ta pacia kryptimi diferencijuotis ir ASC lasteles. Tiriant Siu lasteliu morfologija
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nustatyta, kad naujos danteny epitelio lastelés turé¢jo tuos pacius pavirSiaus zymenis, kaip ir

senesnés danteny epitelio kamieninés lastelés (Hu ir kt., 2006).

1.2.3. Kamieniniy lasteliy diferenciacijos galimybés

Kamieniniy lasteliu diferenciacija iSsiaiSkinta apie 2000 m., kai mokslininkai jrodé,
kad i§ suaugusios pelés audiniy galima iSskirti lasteles, kurios gali duoti pradzia skirtingy
organizmo audiniy tipu lasteléms, pavyzdziui, kauly Ciulpy lastelés gali i$sivystyti 1 nervy ar
kepeny lasteles ir pan. (Wulf ir kt., 2001). Sie tyrimai parodé, kad galima kamieniniy lasteliy
proliferacijos ir diferenciacijos minipuliacija, taciau suaugusio organizmo kamieniniy lasteliy
diferenciavimo galimybés ribotos. Skirtingy audiniy kamieninés lastelés pasiZymi nevienodu
gebéjimu  diferencijuotis { {jvairius lasteliy tipus. Sios lastelés diferencijuojasi jvairiomis
kryptimis veikiant vidiniams ir iSoriniams signalams. Vidinius signalus kontroliuoja lastelés
genai, turintys instrukcijas visoms jos struktiiroms ir funkcijoms. ISoriniai signalai — tai cheminés
medziagos, kurias sekretuoja kitos lastelés, fiziniai kontaktai su kaimyninémis lastelémis ir tam

tikros molekulés mikroaplinkoje (Paratore ir kt., 2006; Ho ir kt., 2006) (3 pav.).

Augimo o .~ __ _
faktorius kel

Geny
eksp‘resija

Lastelé tampa
diferencijuota

Signalail me———

Tarplqstelin?; X _’—, ? ’# q,ﬁq
uzpildas

3 pav. Kamieniniy lasteliy diferenciacija reguliuojantys veiksniai (Platt ir kt., 2009)

Suaugusio organizmo audiniuose kamieninés lastelés aptinkamos i$sidésciusios tiek
po viena, tiek ir telkiniuose, savotiSkose ,,niSose®, kur jas supa specifin¢ aplinka ir tokios pat
kamieninés lastelés. Tokiy ,,niSy“ pavyzdziais galima laikyti gemalines lasteles, plauko
maiSelyje, kauly ciulpuose, plonyju Zarny gaureliy kriptose, smegeny specifinése srityse
aptinkamus kamieniniy lasteliu telkinius. Tikétina, kad Siuose telkiniuose esanciy lasteliy likima
apsprendzia tiek jas supanti mikroaplinka, tiek ir uz Sios ,,niSos* riby esancios kaimyninés
diferencijuotos lastelés. ,,NiSoje* lasteles supanti aplinka palaiko jas nediferencijuotoje buisenoje,
bet jei lastelé i§ jos iSeina, ja pradeda veikti kaimyninés diferencijuotos lastelés, kurios ja

nukreipia diferenciacijos linkme. Kamieniniy lasteliy pusiausvyra tarp ramybés buisenos, save
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palaikanc¢io dalinimosi ir diferenciacijos proceso reguliuoja jvairiis ekstralasteliniai veiksniai,
inicijuojantys vidulastelinius signalinius kelius bei aktyvinantys tam tikrus bitinus transkripcijos
faktorius. Manoma, kad ta pati diferencijuoty lasteliy ekstralasteliné aplinka didele dalimi lemia
kamieniniy lasteliy buvima ,,niSoje*. Taigi, Siy lasteliy likimas priklauso nuo juy sugebéjimo
reaguoti { iSorinius ir vidinius signalus. Atsaka nulemia ir lasteliy buvimo vieta bei laikas.
Kaimyninés diferencijuotos lastelés sekretuoja specifinius veiksnius ir sukuria ekstralasteling
aplinka, kuri leidzia kamieninéms lasteléms ,niSoje* vykdyti arba ,savgs — atgaminimo®
programa, arba pradéti diferenciacijos procesa (Fuchs ir kt., 2004). Daznai tokiose ,,niSose*
lastelés yra ramybés biisenoje, nesidaugina arba dauginasi labai létai. Aktyvia Siy lasteliy
proliferacija dazniausiai aktyvina nauji veiksniai, atsirad¢ de¢l tam tikry audinio pazeidimuy.
Taciau mechanizmai, lemiantys ramybés biisenoje esanciu kamieniniy lasteliy pazadinima
proliferacijai ar diferenciacijai néra pilnai iStirti. Dar néra pakankamai zinoma ir tai, kaip
kiekvieno dalinimosi metu kamieniné lastelé ,,renkasi® savo kelia — likti to paties diferenciacijos
lygio ir atgaminti savo populiacija ar pasukti diferenciacijos linkme. Tikétina, kad Iasteliy
kamieniskumo palaikyme dalyvauja keli lastelés signaliniai keliai, tarp kuriy dazniausiai minimi
Wnt, Notch, transformuojancio augimo faktoriaus B (TGFp), kauly morfogeninio baltymo
(BMP), leukozg inhibuojancio veiksnio (LIF) signalo perdavimo keliai. (Zhang ir kt., 2005).

Auginant lasteles in vitro ir norint jy diferenciacija nukreipti tam tikra linkme,
naudojami jvairls veiksniai, kurie aktyvindami tam tikry geny rinkinius, transkripcijos faktorius
privercia lastelg diferencijuotis (4 pav.).

8MmP-2
e =
Insulin VEGF
IGFs

FGF.2

— MSC e

PTH

IGF1/2
Prostaglandins
IGF-1

1,25 (OH), D,

4 pav. Kamieninés lastelés diferenciacija osteogenine linkme. Cia: SC — kamieniné lastelé; MSC —
mezenchiminé kamieniné lastelé; PreOB — pirmykstis osteblastas; OB — pilnai diferencijuotas
osteoblastas. Kvadratuose iSvardinti augimo veiksniai, skatinantys lasteliy diferenciacija (Datta ir kt.,
2008)

Pavyzdziui, epiderminis augimo veiksnys (toliau tekste: EGF) aktyvina osteogening

mezenchiminiy kamieniniy lasteliy diferenciacija. Trombocity kilmés augimo veiksnys (toliau
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tekste: PDGF) taip pat gali skatinti $iy lasteliu osteogening diferenciacija, taciau Siuo atveju turi

buti nuslopinamas PI — 3 kinazés signalinis kelias (Datta ir kt., 2008).

1.3. Lasteliy Ziities biidai — apoptozé ir nekrozé

ISskiriami du pagrindiniai Iasteliy ziities biidai — nekroze ir apoptozé. Nekroze ilgai
buvo vienintelis zZinomas lastelés mirties biidas, pasireiSkiantis ryskiais Iasteliy homeostazés
sutrikimais (prarandama jonuy transporto kotrolé), lasteliy organoidy brinkimu (dél vandens ir
ekstralasteliniy jonuy difuzijos 1 lastelés vidy), ziitimi plyStant plazminei bei organoidy
membranoms, ir i8siliejant lasteliy, organoidy turiniui. Degradaciniai Iastelés fermentai, i$¢j¢ 1S
membrany apsupties, patenka i tarplastelini uzpilda sukelia uzdegimini atsaka audiniuose,
pazeidzia gretimas lasteles, kurios dél to taip pat dazniausiai ziiva. Taigi, nekrozés metu lastelés
Zuva grupémis, sukeldamos imuninés sistemos uzdegiminj atsaka, kuriam pasibaigus, likusi
nefunkcionali audinio dalis palaipsniui pakei¢iama naujomis lastelémis ar jungiamojo audinio
randu, jei nekrozé ivyko nesiregeneruojanc¢iame audinyje. Pastaruoju atveju nekrozé visada

gyvybiskai svarbias funkcijas atlickanciuose audiniuose, pavyzdziui, nerviniame audinyje ar
miokarde (Kumar 1998; Lodish ir kt., 2000).

Termina “apoptoze”, apibréziant] kitokia, nei nekrozé lastelés mirti, 1972 m.
pavartojo mokslininkai Kerris, Wyllie ir Currie, apibendrindami savo pastebéjimus tiriant jvairiy
tipy lasteles. Jie aprasé morfologinius pokycius, kurie gerokai skyrési nuo nekrozei budingu
reiSkiniy: lastelés — traukiasi, taip pat traukiasi ir ju organoidai — mitochondrijos, branduolys,
kondensuojasi branduolio chromatinas, véliau branduolys fragmentuojasi, o lastelé pasidalina
mazas plazminés membranos apsuptas dalis, vadinamas apoptoziniais kiineliais. Jy membrana
intaktiné, o viduje pasiskirsto nesuir¢ organoidai bei branduolio fragmentai (Kerr ir kt., 1972).
Apoptozinius kiinelius fagocituoja makrofagai ar kaimyninés lastelés. Tokia Iastelés mirtis
nesukelia uzdegimo, jos pasekmés audiniui yra zymiai palankesnés negu nekrozés. Trumpiau
tariant, apoptozg galima apibrézti kaip lastelés zaties forma, kurios funkcija — nepageidaujamy
bei pazeisty lasteliy paSalinimas i$ organizmo, aktyvuojant i§ anksto uzprogramuoty, Siai formai
budingy geny sintezg.

Apoptozés eiga skirstoma i dvi fazes:

I.  Aktyvacijos fazéje Iastelés morfologija nekinta, taCiau veikia aktyvaciniai
apoptozés mechanizmai. Sios fazés trukmé jvairiy populiacijy lastelése skiriasi ir trunka nuo

keliy minuéiy iki keliy dieny. Sioje fazéje apoptoze galima sustabdyti.
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Il. Egzekucijos fazés trukmé (15 min. — 1 val.) ir mechanizmas visoms lasteléms
vienodas. Sioje fazéje pradeda veikti “mirties molekulés”, prasideda negriztamy pokyciy
grandiné, kurios metu greitai iSrySkéja morfologiniai pokyciai. Vieni pagrindiniy apoptozés
vykdytojuy yra savitosios citoplazminés proteazés, priklausancios kaspaziy Seimai. Kaspaziy
aktyvumo pasekmé yra dauguma morfologiniy apoptozés pozymiu, o tai laikoma Savituoju
apoptozés pozymiu (Franklin ir McCubrey, 2000; Alberts ir kt., 2002).

Apoptozei vykti reikalinga energija, kuri naudojama daugeliui apoptozés metu
vykstanciy reakcijy — lastelés griauciy degradacijai, kai kuriy apoptozei specifiniy proteaziy —
kaspaziy — aktyvacijai, ligandy, kuriuos atpazista fagocituojanciy lasteliy receptoriai, ekspresijai
1 lastelés membranos iSorg ir kitoms reakcijoms ivykdyti. Taigi apoptozé yra tvarkinga,
reguliuojama, energijos reikalaujanti, sudétinga reakciju seka, kurios galutinis rezultatas —
pavieniy pazeisty ar kitaip audiniui kenksmingy ar nenaudingy lasteliy sunaikinimas,
nepakenkiant sveikoms audinio lasteléms. Siuo pozidiriu nekrozés rezultatas yra visiskai
prieSingas, nes lastelés ztiva grupémis ir tuomet pazeidziama didesné ar mazesné audinio dalis
(Majno ir Joris, 1995; Enari ir kt., 1998).

Apoptozés ir nekrozés morfologiniai skirtumai apibendrinti 1 lenteléje.

1 lentelé. Morfologiniai apoptozés ir nekrozés skirtumai (Mildaziené ir kt., 2004):

Morfologijos bruoZas Apoptozé Nekrozé

Lastelés dydis Sumazéja Padidéja

Lastelés membranos pralaidumas | Normalus Ankstyvas

Lasteliy atsiskyrimas Ankstyvas, lastelés zaiva pavieniui Vélyvas, lastelés ziva grupémis
Membranos “pumpuravimasis” Ankstyvas bruozas Nebudingas

Mitochondrijos Normalios ISbrinkusios, suplokstéjusiom kristom
Branduolio chromatinas Kondensuotas, fragmentiskas Nekondensuotas

Apoptoziniai kiinai Biidingi Nebiidingi

Lasteliy likimas Fagocitozé Lizé

Aptikimas audiniy pjuviuose Sunkiai pastebimas Akivaizdus

Apoptoze ir nekroze tame paciame audinyje gali vykti vienu metu. Kai kurie jvykiai
apoptozés ir nekrozés eigoje yra bendri — proceso “paleidimas”, kai kurie signaliniai
mechanizmai (Ca?"), jutikliai (mitochondrijos), netgi kai kurios kaspazés dalyvauja ir nekrozéje,
ir apoptozéje. Nekrozé gali buti laitkoma nutrauktos apoptozés rezultatu. Lastelés mirty
kontroliuojanéiy veiksniy aktyvacijai ir organizuotos mirties (apoptozés) ivykdymui biitinos tam
tikros metabolinés salygos. Svarbiausia ju — lasteléje esanciy energijos rezervy kiekis. Apoptoze

nevyksta triikkstant energijos (Cooper, 2000).
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1.4. Tarplastelinis uZpildas

Tarplastelinis uzpildas (angl. extracellular matrix, toliau teskte: EM) yra
specializuota struktira, uz lastelés plazminés membranos esantis organizuotas darinys,
aptinkamas tarp daugialas€iy organizmy lasteliy ir audiniy. Skirtingy audiniy ir organizmy EM
skiriasi, taciau ji sudaro panaSios medziagos — vanduo, mineralinés druskos, ivairiy baltymy ir
angliavandeniy miSinys (5 pav.). EM suteikia specializuotiems audiniams iSskirtines savybes.
Pavyzdziui, kauly ir danty emalio uZpildas turi daug mineraliniy medziagy, padedanciy atlaikyti
didelj spaudima.

Skirtingy audiniy, EM — skirtingas, bet tam tikras sudedamasias dalis turi visy
audiniy EM, t.y.:

o glikoproteinai: kolagenas, fibronektinas, lamininas, elastinas, nidogenas;

e glikozaminoglikanai (toliau tekste: GAG) — rugstiniai polisacharidy dariniai;

e proteoglikanai — baltymai su kovalentiniu rySiu prijungtais GAG: perlekanas, dekorinas,
agrekanas (Hay, 1991; Geiger ir kt., 2001).

N ootco-.co. .
lat U M\.,.M\Moﬂ'ﬁ Batad e o',

5 pav. Tarplastelinio uzpildo ir lastelés saveika (http://homepage.smc.edu/wissmann_paul/anatomy2
textbook/extracellmatrix.html)

Pagrindinés EM molekulés yra glikoproteinai ir proteoglikanai.
Proteoglikanai — baltymai, turintys ilgu, neSakoty GAG, prijungty prie serino
(dazniausiai) hidroksido (toliau tekste: OH) grupés, kai baltymas palieka endoplazminj tinkla.
Glikoproteinams buadingi trumpi, Sakoti oligosacharidai, prijungti prie asparagino
amino grupés. Greta ju gali buti ir oligosacharidy, prijungty prie serino OH grupés.
Glikoproteinai kartu su glikolipidais ir proteoglikanais lastelés iSoréje sudaro vientisa sluoksni,
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vadinama glikokaliksu, kuris apsaugo lastele nuo mechaninio ir cheminio poveikio, be to,
atskiria lasteles viena nuo kitos ar nuo kity objekty (Lodish ir kt., 2000; Yates ir kt., 2011).
Kolagenai — siiilo formos glikoproteinai priklausantys fibriliniy baltymy Seimai,
kurie aptinkami tik EM (6 pav., A). Siuos baltymus gamina lygiuju raumeny, epitelinés lastelés,
o0 daugiausia fibroblastai — lastelés, aptinkamos jvairaus tipo jungiamuosiuose audiniuose. Biitent
kolageno kiekis ir jo siiily iSsidéstymas ivairiuose audiniuose lemia kiekvieno konkretaus

audinio mechanines savybes (6 pav., A ir B) (Cooper, 2000).

6 pav. Kolageno gijos ir skaidulos jungiamajame audinyje (http://thegist.dermagist.com/wp-
content/uploads/2011/01/collagen.jpg; http://www.ars.usda.gov/Main/docs.htm?docid=8671)

Siuo metu yra zinoma 20 tipy kolageny. Kolagenuy tipas budingas tam tikram
audiniui, bet tas pats tarplastelinis uzpildas gali turéti dviejy ir daugiau tipy kolagenus. Nors ju
struktiira yra skirtinga, visy tipu kolagenai turi bendry ypatumy — juy sudétyje yra daug glicino,
prolino ir hidroksiprolino. Sios aminorigstys sudaro kolagenui biidinga pasikartojantj motyva
Gly — Pro — X (X — gali biti jvairios aminortgstys). Visi kolagenai yra trimeriniai baltymai,
sudaryti i§ savitos struktiiros polipeptidiniy grandiniy, vadinamy o grandinémis. Tam tikry tipy
(11,111, X) kolagenai yra homotrimerai, sudaryti i$ trijy vienody grandiniy, kiti — heterotrimerai,
sudaryti i§ dvejy (I, IV tipu) ar triju (V, VI, IX tipy) skirtingy o grandiniy. Didziaja dali savo
ilgio a grandinés yra persipynusios vienos su kitomis. Jos sudaro kolagenui biidinga triguba
spiralg. Didelé dalis kolagenu, tarp ju I, II, III tipy, vadinami gijiniais kolagenais, nes jie
formuoja gijas, kurios susijungia i storesnius kolageno siiilus. Kolageno giju tvirtuma papildomai
didina sasiuvos — aldoliniai rySiai. Ne visi kolagenai sudaro gijas. Vienas i§ negijiniy kolageny
yra IV tipo kolagenas, randamas pamatin¢je laminoje. IV tipo kolagenas joje sudaro dvimati
tinkla, tvirtinama kitomis uzpildo medziagomis (3 pav., B) (Schultz ir Wysocki., 2009; Alberts ir
kt., 2002).

Fibronektinas — dimerinis fibrilinis baltymas, kurio dvi molekule sudarancios
polipeptidinés grandinés turi kity kolageno, GAG suriS§imo vietas. Tai padeda Sias molekules

itvirtinti EM. Fibronektino grandinés taip pat turi lastelés pavirSiaus receptoriy jungimo vietas,
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kuriomis Iastelés stabiliai pritvirtinamos prie tarplastelinio uzpildo. Fibronektinas veikia kaip V
raidés pavidalo dimeras: dvi grandinés susijungia arti C galy disulfidiniais tilteliais. Yra Zinomos
dvi fibronektino formos — tirpus kraujo plazmos baltymas, kurj sintetina hepatocitai, ir audiniy
baltymas, kurj sintetina fibroblastai. ISvalytas fibronektinas daZznai vartojamas padengti
pavirSiams, prie kuriy prisitvirtina in vitro auginamos lastelés (Cooper, 2000).

Lamininas — glikoproteinas, svarbiausias pamatinés laminos komponentas, kuris
atlieka strukturos funkcija bei veikia lasteliy sugeb¢jima diferencijuotis ir dalintis. B ir y
grandiniy trumposios rankos pacios sukimba su kity laminino molekuliy atitinkamais
segmentais, ir susidaro i veltini panasi plévelé. Molekulé turi EM ir lastelés pavirSiaus suriSimo
vietas, taip pat gali jungtis su kitomis laminino molekulémis, heparansulfato proteoglikanais ir

IV tipo kolagenu (Meredith ir kt., 1993; Lodish ir kt., 2000).

1.5. Sutelktinis salytis ir jo aktyvinami signaliniai keliai

1.5.1. Sutelktinis salytis — fokaliné adhezija

Lasteliy tarpusavio sukibimui i bendra visuma, informacijos ir cheminiy medziagu
keitimuisi yra ypatingai svarbios lasteliy plazminiy membrany sandy formuojamos struktiiros —
lasteliy jungtys. Viena i$ tokiy jungéiy — sutelktinis salytis (angl. focal adhesion), pirma karta
apraSyta 1961 m., yra dinamiSka jungtis, galinti lengvai suirti, jeigu ja prie EM ar dirbtinio
substrato prisitvirtinusi lastelé yra paskatinama judéti arba dalintis. Si jungtis priklauso nuo EM
ir lastelés saveikos. Tai daugiau strukttrinis kompleksas, kurio pagrindiné funkcija —
informacijos perdavimas per signalines molekules i§ arba i lastele (Ambrose, 1961).

Daug ziniy apie sutelktini salyti gauta tiriant lasteles, auginamas in vitro, taciau jis
aptinkamas ir gyvuose audiniuose, pvz., raumenyse ir sausgyslése. Sutelktinis salytis geba
sukurti mechaning jéga, kuri priklauso nuo aktino, ir i ja reaguoti. Sutelktinio salyCio vietoje
lastelés plazmalemoje susitelkia daug integrino molekuliy, kurios sujungia tarplastelines
struktliras su lastelés griauciy baltymais: lastelés iSoréje integrinai jungiasi su EM baltymais
(fibronektinu, lamininu) arba sintetine medziaga, o lastelés viduje pagalbiniais baltymais
integrinai jungiasi su aktino gijomis. Aktyvinti integrinai perduoda signalus { lastelés vidy, kei¢ia
lastelés rySius su uzpildu, reguliuoja geny raiska (Lu ir kt., 2001). Citozolinéje puséje prie
integriny sankaupy telkiasi specializuoti baltymai — sutelktiniy saly¢iu kinazés (receptorinés
tirozino kinazés (toliau tekste: RTK) arba FAK kinazés perduodancios integriny signalus.

Saveikos aktyvina FAK kinazes, kurios fosforilina ir taip aktyvina viena Kkita.
Fosforilintos baltymu sekos pritraukia Src kinazes, kurios dar intensyviau fosforilina FAK ir

sutelkia integriny atsako baltymus. Daugelis kultiirose auginamy lasteliy pradeda dalytis tik
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prisitvirtinusios prie pavirSiaus (Hauck ir kt., 2002). Dalijimosi signalus FAK perduoda
aktyvindama MAP (angl. mitogen — activated protein kinase, toliau tekste: MAP) kinaziy atsako
kelia (7 pav.). Lasteliy dalijimasi skatina jungtiné signaly grandiné, sklindanti i§ augimo veiksniy
aktyvinamy receptoriy ir 1§ integriny sudaryty rySiy. Tokie signalai yra ilgalaikiai ir patikimai
aktyvina lastelés dalijimosi cikla. Integriny sudaromi rySiai taip pat yra svarbiis lasteliy

iSgyvenimui. Praradusios rySius su EM lastelés mirsta (Parsons ir kt., 2000; Owen ir kt., 2005).
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7 pav. MAP kinaziy aktyvinimas dalyvaujant sutelktiniy salyc¢iy kinazei (Cooper, 2000)

Perduodant signala taip pat dalyvauja ir lasteliy tarpusavio saveikos baltymai
(selektinai, imunoglobulinai ir kadherinai). Geriausiai iStirtas kadheriny aktyvinamas signalo
perdavimo kelias. Kadherinai — viena karta plazming membrana kertantys baltymai, kurie
saveikaudami su substratu sudaro dimerus ar didelius oligomerus. Citozolinis kadheriny
domenas saveikauja su lastelés griauciais (aktino baltymais) ir taip valdo lastelés forma,
judruma. Kadherino ir aktino saveikoje tarpininkauja citozolio baltymai  kateninai. Jie signalus
perduoda citozolinéms Rho Seimos GTPazéms, kurios siuncia signalus, keiCiancius Iastelés
griauciy struktiira, kartu ir lastelés forma bei judruma (Xia ir kt., 2004). Tyrimai parod¢, kad,
esant patikimiems rySiams tarp lasteliy, Rho signalai sustiprina augimo veiksniy signalus ir
skatina lastelés dalijimasi. Kadheriny signalai taip pat aktyvina PI3 kinazg¢ (angl.
phosphatidylinositol 3 — kinase, toliau tekste: PI3K), kuri dalyvauja perduodant lastelés
1Sgyvenimo signalus (Farrar ir kt., 2005).

1.5.2. FAK signalinis kelias

FAK — fokalinés adhezijos kinazé, bereceptorinis baltymas, dazniausiai aptinkama

sutelktinio salyCio — fokalinés adhezijos vietoje. Ji reguliuoja lasteliuy migracija, gali lemti
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lasteliy i8gyvenima, slopinti apoptoze. Kai kuriais atvejais veikia kaip metabolitiniy procesy

signaliné molekulé, nulemianti, kurj kelia véliau pasirinks lastelé (8 pav.)
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8 pav. FAK ir jos aktyvinami signaliniai keliai (Krauss, 2008)

Skirtingy keliy pasirinkimas priklauso ir nuo tarpiniy junginiy, kurie ir nulemia
lastelés atsaka — lasteliy iSgyvenima, proliferacija, lasteliy judruma, ziit; apoptozés ar nekrozes
keliu (Parsons ir kt., 2000; Parsons, 2003). Tokie FAK signalinio kelio tarpiniai junginiai yra
Src, PI3K ar tarplasteliniy signaly perdavimo tarpininkai, aktyvinantys, MAP kinaziy kelig —
Ras baltymai (angl. related proteins, toliau tekste: Ras). Integrino receptoriai, saveikaudami
kartu su EM molekulémis, fosforilina ir aktyvina FAK. Toliau yra fosforilinamos ir aktyvinamos
Src, PI3K, MAP kinazés ir galiausiai pastarojo signalinio kelio kinazé — ekstralastelinio signalo
reguliuojama kinazé (angl. extracellular signal — regulated kinases, toliau tekste: ERK). Si
kinaze, saveikaudama su pagalbinémis molekulémis, reguliuoja lasteliy iSgyvenima, migracija.
Nuo aktyvinty molekuliy priklauso kokiu keliu ir kaip reaguos lastelés: ar aktyvuosis uz
apoptozg atsakingos molekulés, ar lastelés keliaus i kitus audinius. FAK aktyvacija gali
sustiprinti jvairts augimo veiksniai — EGF, PDGF, bFGF, stimuliuojantys lasteliy receptorius.
Priesinga reakcija, t.y. FAK funkcijos slopinima atlieka — FAK inhibitoriai, kurie aktyvina
molekules, slopinanc¢ias apoptoze, skatina lasteliy dauginimasi (Huang ir kt., 2009; Krauss,
2008).
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1.5.3. PI3K/Akt signalinis kelias

PI3K — fosfatidylinozitol — 3 kinazé — tai lipidy kinazé. Lipidai generuoja 3° —
fosfatidilinozitidus, kurie riSasi prie kity baltymy plekstrino homologijos (toliau tekste: PH)
domeny, taip pritraukdami baltymus prie membranos arba modifikuodami juy aktyvuma. Tai
uztikrina ju dalyvavima vidulastelinio signalo perdavime. PI3 kinazés yra heterodimeriniai
baltymai, susidedantys i§ 2 subvienety: reguliacinio ir katalitinio. PI3K dalyvauja jvairiuose
signaliniuose keliuose bei metaboliniy procesy reguliacijoje. Sios kinazés skirstomos pagal
lipidy substrato specifiskuma, struktiira ar reguliavimo sritis (Osaki ir kt., 2004, Patel ir Mohan,
2005).

PI3K/Akt (angl. protein kinase B (PKB), toliau tekste: Akt) signalinis kelias
reguliuoja lasteliu adhezija, diferenciacija, judruma bei proliferacija. Siame signaliniame kelyje
pirmiausia (9 pav.) aktyvuojamas lastelés membranoje esantis receptorius, kuris fosforilina ir
aktyvina PI3K. Aktyvi PI3K toliau fosforilina fosfatidilinozitol 4, 5 — trifosfata (angl.
phosphatidylinositol (4, 5) — bisphosphate, toliau tekste: PIP2), kuris paveréiamas | nauja
produkta — fosfatidilinozitol 3, 4, 5 — trifosfatas (angl. phosphatidylinositol (3, 4, 5) —
trisphosphate, toliau tekste: PIP3). Tuomet prie membranos pritraukiama protoonkogeno
koduojama serino / treonino specifiné baltymy kinazé Akt ir nuo fosfoinozitidy piklausoma
kinazé 1 (angl. pyruvate dehydrogenase lipoamide kinase isozyme 1, toliau tekste: PDK1),
kurios saveikauja su PIP3 PH domenu. PDK1 fosforilina ir aktyvina Akt. Be PDKI1, Akt
fosforilinti gali PDK2 bei su integrinais susijusi kinazé (angl. integrin — linked kinase, toliau
tekste: ILK). Akt fosforilinimas vyskta dviejose vietose: MH srityje ir T kilpoje, kuriose yra
fosforilinami Thr 308 and Ser 473 (Patel ir Mohan, 2005; Huang ir kt., 2011).
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9 pav. PI3K/Akt signalinis kelias (Garcia — Echeverria ir Sellers, 2008)
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Aktyvi Akt, toliau fosforilina ir aktyvina kitas signalines molekules, reguliuojancias
svarbius lastelés procesus: glikogeno metabolizma (reguliuvoja GSK aktyvuma), lasteliy
proliferacija, iSgyvenima (fosforilina bei nuslopina kaspaze 9 ir Bad), genu transkripcija
(fosforilina Forkhedo Seimos baltymus) (Kimura ir Nakano, 2009). Akt identifikuojama kaip
Klasikinis viruso onkogenas (Krauss, 2008).

Naujausi autoimuniniy ligy tyrimai rodo, jog PI3K/Akt signalinio kelio funkciniai
sutrikimai (kai kuriy baltymy sintezés netikslumai) salygoja sunkias autoimunines ligas -

vilklige, autoimuninj limfoproliferacini sindroma (Patel ir Mohan, 2005).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Naudotos medzZiagos

Lasteliy auginimui buvo naudojama terpés Iscove's modifikuota Dulbecco terpé
(IMDM) (Sigma — Aldrich), praturtinta 10 % fetaliniu verSelio serumu (toliau tekste: FVS)
(Sigma — Aldrich) ir antibiotikais (penicilinu (100 TV/mL), streptomicinu (100 pg/mL), nistatinu
(200 TV/mL)) (Lonza). Biopsijos audinio transportavimui naudota IMDM terpé be serumo su
trigubomis antibiotiky — penicilino, streptomicino ir nistatino koncentracijomis. Adheziniy
lasteliy monosluoksnio suardymui naudotas 0,25 % tripsino — EDTA (etilendiamino tetraacto
rugstis) tirpalas (Biological Industries).

Etanolis 96,3° (Vilniaus degtiné); lasteliy proliferacijos rinkinys (angl. The Cell
Proliferation Kit; toliau tekste: XTT) (Biological Industries); MTT (3 — (4,5 —dimetiltiazol — 2 —
yl) — 2,5 — difeniltetrazolio bromida) reagentas (Sigma — Aldrich); 3,3',5,5' — tetrametilbenzidinas
(toliau tekste: TMB) (Sigma — Aldrich); 0,4 % tripano mélio tirpalas (Sigma — Aldrich); akridino
oranzas (toliau tekste: AO) (Molecular Probe); etidzio bromidas (toliau tekste: EB) (Molecular
Probe); fosfatinis buferis ((80 mM Na,HPO,4, 20 mM NaH,PO,, 100 mM NacCl), toliau tekste:
FB) (Gibco); 0,1 % Triton X — 100 reagentas (AppliChem); 4 % paraformaldehidas (Sigma —
Aldrich); 2,5 % glutaro aldehido tirpalas (Sigma — Aldrich); 2 % vandeninis osmio tetroksidas
(Sigma — Aldrich); pirminiai antiktinai prie§ FAK, Akt, fosfo — Akt (Cell Signaling), B — aktina
(Millipore) bei fosfo — FAK (BD Transduction Laboratories); atitinkami antriniai antik@iniai
konjuguoti su krieny peroksidaze (Millipore); sieros rigsties (H,SO,) tirpalas (Sigma — Aldrich);
10 mM B — glicerofosfatas (Sigma — Aldrich); 10 — 8 M deksametazonas (Sigma — Aldrich);
S5ug/ml askorbino ragstis (CeHgOg) (Sigma — Aldrich); acto rugstis (CH3COOH) (Sigma —
Aldrich); Decon 5 % tirpalas (Decon Laboratories Limited); fosfato — citrato tirpalas (Gibco);
0,01 % kolageno tirpalas (Sigma — Aldrich); 20 pg/ml laminino tirpalas (Millipore).

Kompiuteriné modeliavimo programiné iranga — (angl. computer aided design,
toliau tekste: CAD); kompiuteriu kontroliuojama frezavimo (angl. computer aided
manufacturing, toliau tekste: CAM) jranga (D5, Datron); lazeris — Expla NL640; UV, lasteliy
auginimo flakonai; termostatas 37 °C, kuriame palaikoma 5 % anglies dioksido (toliau tekste:
CO,); pipetés; spektrofotometras — Termo Scientific Varioskan Flash; purtyklé Eppendorf
Thermomix Comfort; 96 duobuéiy plokstelés; invertuotas mikroskopas Olympus CKX41,
Sviesinis mikroskopas Carl Zeiss Jena 30 — g047c, fluorescentinis mikroskopas NIKON Eclipse
TS 100; skenuojanti elektroninis mikroskopas (SEM) TM — 1000 Tabletop Microscope, Hitachi
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High — Technologies Corporation; tékmés citometras BD FACSCantoll, tékmés citometro

duomeny analizes atlikta: BD FACS Diva programine {ranga.

2. 2. Tyrimo metodai

2. 2. 1. Proteziniy méginiy gamyba ir paruoSimas eksperimentams

Titaniniai méginiai i$frezuoti naudojantis CAM bei jranga D5, ju pavirSius
modifikuotas lazeriu Vilniaus universiteto Lazeriniy tyrimy centre. Modifikuoto pavirSiaus gylis
— 15 pm. Paruosti dviejy dydziy méginiai: 5 mm x 2 mm ir 10 mm x 5 mm, atitinkamai
skersmuo x storis Visi méginiai po gamybos ir apdirbimo buvo identiski. Eksperimentams
ruoSiami méginiai pirmiausia buvo laikomi 5 % Decon tirpale 24 val., 20 karty plaunami
vandeniu ir 2 kartus distiliuotu vandeniu. Tada méginiai buvo sterilinami 1val. 96,3° etanolyje

bei 15 min. UV §viesoje. Taip paruosti méginiai naudoti eksperimentuose.
2.2.2. Danteny biopsija, danteny fibroblasty iSskyrimas ir pirminiy lasteliy linijy gavimas

Gingivektomijos metu buvo paimamas zmogaus danteny subepitelinis 2 — 3 mm
storio audinys, perkeliamas | transportavimo terpe (IMDM terpé be serumo su trigubomis
antibiotiky — penicilino, streptomicino ir nistatino koncentracijomis). Méginiai buvo imami
gavus paciento bei Vilniaus Universiteto regioninio bioetikos komiteto leidimus (No. 158200 —
11-116 - 28).

Biopsijos metu paimtas audinio gabaliukas buvo mechaniskai susmulkinamas ir
uZpilamas auginimo terpe (IMDM su FVS ir antibiotikais). Lastelés augintos 37 °C termostate,
esant 5 % CO; (Saczko ir kt., 2008). Mazdaug po 1 — 2 savai¢iy susiformavo kamieniniy lasteliy
monosluoksnis, gauta pirminé lasteliy kulttira, kuri buvo perséjama 1 — 2 kartus per savaite.

Tokiu biidu gauta pirmin¢ lasteliy linija.

2.2.3. Lasteliy auginimas in vitro

Lasteliy monosluoksnis flakonélyje buvo apzitrimas invertuotu mikroskopu,
augimo terpé nupilama, o lasteliy monosluoksnis 2 kartus praplaunamas EDTA — tripsino tirpalu.
Paskutini karta praplovus, buvo paliekama apie 0,5 ml tirpalo ir flakonélis 3 — 5 min. dedamas {
37 °C termostata. Tada lasteliy monosluoksniui disocijavus, suspensija buvo praskiedziama
Sviezia terpe ((IMDM) su FVS ir antibiotikais), lastelés suskai¢iuojamos ir i§s¢jamos | naujus

flakonélius arba naudojamos eksperimentuose.
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2.2.4. Lasteliy skaiciaus ir jy gyvybingumo jvertinimas tripano méliu

Lasteliy skaicius ir gyvybingumas buvo nustatomas, remiantis negyvy lasteliy
membranos pralaidumu — negyvos lastelés, ypatingai juy branduoliai, dazosi mélyna spalva
(Seglen, 1976). Vertinimui naudotas 0,4 % tripano mélio tirpalas, paruostas FB. Lasteliy
monosluoksnis buvo suardomas 0,25 % tripsino — EDTA tirpalu, lastelés praskiedziamos
auginimo terpe, gauta lasteliy suspensija lygiomis dalimis sumaiSoma su paruostu tripano mélio
tirpalu. Skai¢iuota Goriajevo kameroje, naudojant Sviesini mikroskopa.

Gautas gyvuy lasteliy skaiCius iSreiSkiamas lasteliy skaic¢iumi viename mililitre
lasteliy suspensijos (lasteliy sk./ml):

N:a-looo-n;
Vv

Kur: a — Iasteliy skaicius kameroje;
n — praskiedimas;
V — kameros tiiris lygus 0,9 mm°,

2.2.5. Lasteliy gyvybingumo vertinimas su AQ/EB miSiniu

Lasteliy gyvybingumas tiriamas liuminescentinés mikroskopijos metodo pagalba,
naudojant fluorescuojantj, su deoksiribonukleorigstimi (toliau tekste: DNR) besijungianti dazy
misini: AO — 100 pg/ml ir EB — 100 pg/ml istirpintus FB. 25 pl lasteliy suspensijos imama 1 pl
dazy miSinio. 10 pl tokio paruosto miSinio dedama ant objektinio stiklelio, uzdengiama
dengiamuoju stikleliu. Analizuojama fluorescenciniu mikroskopu. AO jjungia gyvos ir negyvos
lastelés. Sis dazas interkaliuojasi i dvigrande DNR ir nudaZo branduoli Zaliai. AO taip pat
jungiasi su ribonukleortigstimi (toliau tekste: RNR) ar viengrande DNR ir nudazo rausvai
oranzine spalva. EB jungia tik negyvos lastelés, nes gyvy lasteliy membrana nepraleidZia Sio
dazo. EB saveikauja su DNR ir nudaZzo branduolj oranzine, RNR — silpnai oranZine spalva.
Taigi, pagal gyvy ir negyvy lasteliy dalj Siame skaiCiuje galima sprgsti apie lasteliy gvybinguma.
Tokiu buidu dazant Iasteles, ju populiacijoje galima i$skirti keturiy rasiy lasteles (10 pav.): gyvas
(rySkiai Zalias branduolys); gyvas apoptozines (kondensuotas ar fragmentuotas branduolys,
spindi Zalsvai); negyvas apoptozines (branduolys fragmentuotas, oranZinés spalvos); nekrozines
(branduolys vientisas, nusidazgs oranzine spalva; citoplazmos likuciai tamsiai rusvi) (Mercille ir

Massie, 1994).
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10 pav. Diferencijuotas lasteliy dazymas AO/EB dazy miSiniu: A — gyvos lastelés, B — gyvos apoptozinés
lastelés, C — negyvos apoptozinés lastelés, D — nekrozinés lastelés. Fotografuota fluorescenciniu
mikroskopu NIKON Eclipse TS 100

2.2.6. Lasteliy adhezijos vertinimas naudojant XTT

Tai kalorimetrinis metodas, kurio metu aktyvia medziagy apykaita vykdancios
lastelés tetrazolio druska XTT redukuoja iki vandenyje tirpaus formazano, o terpe tampa
oranzings spalvos.

ParuosSiama lasteliy suspensija, kurios tankis 50 tikst. last./ml, kuri i$séjama | 96
duobugiy plokstele su steriliais tiriamaisiais méginiais. Inkubuojama termostate 37 °C, 5 % CO,
nustatyta laiko intervala — 0,5, 1 ir 2 val. Praéjus nustatytam laikotarpiui plokstelé su méginais
buvo purtoma Eppendorf Thermomix Comfort, Webers purtykle: 600 rpm dazniu, 45 s. Po
purtymo augimo terp¢ su atkibusiomis/neprilipusiomis Iastelémis buvo paSalinama, o ant likusiy
prikibusiy lasteliy buvo uzpilama nauja auginimo terpé (150 pl) ir dedama 50 pl $vieziai
paruoSto XTT reagento. XTT reagentas buvo ruoSiamas pagal gamintojo rekomendacijas.
Inkubuojama termostate 37 °C, 5 % CO,, 30 min. Po 100 ul terpés i§ kiekvienos duobutés buvo
perkeliama | nauja plokstele ir matuojamas optinis tankis spektrofotometru Termo Scientific
Varioskan Flash, 450 nm. Analizuojami gauti rezultatai.

2.2.7. Lasteliy proliferacijos vertinimas naudojant MTT

Danteny fibroblasty lasteliy proliferacija buvo vertinama naudojant MTT reagenta.
Metodas paremtas gyvy lasteliy mitochondrijy fermenty geb&jimu tirpy geltonos spalvos MTT
redukuoti iki violetinés spalvos netirpius kristalus formuojan¢io formazano (11 pav.). Gyvu
lasteliy skaiCius yra tiesiogiai proporcingas susidariusio produkto — formazano, kiekiui, kuris
tvertinamas spektrofotometriskai 570 nm bangos ilgyje, gautus netirpius kristalus iStirpinus
etanolyje.
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11 pav. MTT redukcijos reakcija (Huamin ir kt., 2002)

ParuosSiama lasteliy suspensija, kurios tankis 30 tiikst. last./ml, kuri i§s¢jama i 24
duobuciy plokstelg su steriliais tiriamaisiais méginiais. Inkubuojama termostate 37 0C, 5% CO»,
nustatyta laiko intervala — 24, 48 ir 72 val. Po nustatyto laikotarpio, augimo terpé buvo

pasalinama, o lasteliu monosluoksnis uzpilamas proliferacijos intensyvumo jvertinimui naudotu
2
0,2 mg/ml MTT tirpalu paruostu FB, kurio buvo pilama 100 pl/cm . Inkubuojama 1 val.,

susidariusios nuosédos tirpinamos etanoliu (96,3°%), kurio pilama 500 ullcmz. Optinis tankis
matuojamas spektrofotometriskai, 570 nm bangos ilgyje (spektrofotometru — Termo Scientific
Varioskan Flash). Gautas optinis tankis yra proporcingas gyvy lasteliy skai¢iui.

Gauti rezultatai iSreiSkiami santykiniu gyvybingumu t.y., santykiu optinio tankio,
iSmatuoto po tam tikro laikotarpio (24, 48 ir 72 val.) su optiniu tankiu iSmatuotu lasteliy
proliferacijos vertinimo pradZioje:

(Gyvu lasteliy skaicius/optinis tankis, nustatytas po tam tikros trukmés
tiriamojo poveikio)

Santykinis
gyvybingumas

(Gywy lasteliy skaiCius/optinis tankis, nustatytas pries tiriamaji poveiki)
2.2.8. Méginiy paruosimas skenuojanciai elektroninei mikroskopijai

Tiriami méginiai uZséjami lasteliy suspensija, kurios tankis 30 tiikst. last./cm?. Po
24 valandy pasalinama augimo terpé¢, o lastelés fiksuojamos 2,5 % glutaro aldehido tirpalu 30
min. kambario temperatiiroje, 3 kartus po 10 min. plaunama distiliuotu vandeniu. Véliau
fiksuojama 2 % vandeniniu osmio tetroksidu 20 min. kambario temperatiiroje, plaunama
distiliuotu vandeniu (3 x 10 min.). Tada méginiai dehidratuojami etanoliu didéjanc¢iomis
koncentracijomis: 25 %, 50 %, 75 %, 90 % ir 96 % (kiekvienoje koncentracijoje inkubuojama

po 5 min.). Méginiai dziovinami naudojant kritinio tasko dziovintuva, padengiami 20 nm aukso
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sluoksniu, naudojant vakuumini dengima. Bandiniai analizuojami skenuojanciu elektroniniu

mikroskopu (SEM) TM — 1000 Tabletop Microscope, Hitachi High — Technologies Corporation.

2.2.9. Lasteliy charakterizavimas

Tiriamy lasteliy populiacija buvo analizuojama dviem budais:

PavirSiaus zymenys buvo vertinami FACS analizés metodu, panaudojant
monokloniniy antikiny rinkini prie§ Stro — 1, CD19, CD44, CD45, CD90, CD105, CD106,
CD146, CD166 (R&D Systems). Analizei lastelés paruosStos pagal gamintojo instrukcija:

paruoSiama lasteliy suspensija, kurios tankis 1 mln. Iast/ml, FB. 90 pl lasteliy suspensijos
perkeliama { 5 ml mégintuvélj ir pridedama 10 pl antikiiniy tirpalo; inkubuojama 0,5 val. 8 °C
temperattiroje, praplaunama 2 kartus FB; lasteliy suspensija suspenduojama 200 ul FB ir
pridedama antikiiniy konjuguoty su fluorochromais, inkubuojama 0,5 val. tamsoje, 8 °C
temperatiiroje; po inkubacijos 2 kartus plaunama FB. 400 ul lasteliu suspensijos analizuojama

tékmés citometru BD FACSCantoll, analizuojama naudojant BD FACS Diva programing jranga.

Imunocitochemija. Lastelés augintos 30 mm skersmens petri Iékstelése su
dengiamaisiais stikliukais ant dugno. Auginimo terpé — Iskovo su 10 % FVS, penicilino (100
U/ml), streptomicino (100 pg/ml), 37 °C. Lastelés iSsétos tokiu tankiu, kad po paros lasteliy
monosluoksnis sudaryty 70 — 80 %. Lastelés fiksuotos 4 % parafomaldehidu 5 — 10 min., plautos
4 Kkartus inkubuojant po 5 min. FB, blokuotos 5 % ozkos serumu FB per nakti 4 °C
temperattiroje, inkubuota su pirminiais antik@inais prie§ integring B1, kolagena, fibronektina,
vimentina, FSP — 1 baltyma, CD14, CD45 ir CD54 per naktj 4 °C temperatiiroje, plauta 4 kartus
inkubuojant po 5 min. FB, inkubuota su atitinkamais antriniais antiktinais su Cy3 2 val. kambario
temperatiiroje, plauta 3 kartus FB, inkubuota su 10 pg/ml DAPI 10 min, plauta 2 kartus su FB.
Dengiamieji stikliukai déti ant objektiniy stikliuky, analizuota fluorescentiniu NIKON Eclipse
TS 100 mikroskopu. Vimentinas nustatytas naudojant antrinius antikinus konjuguotus su krieny
peroksidaze (inkubacija ir plovimai tokiomis paciomis salygomis), substratu naudotas TMB
(3,3, 55" — tetrametilbenzidinas), su kuriuo inkubuota 10 min. KokybiSkai analizuota pagal

susidariusia spalving reakcija.

2.2.10. Imunofermentiné reakcija lasteliy pagrindu

50 tukst. la(steliq/cm2 lasteliy buvo uzséjama ant tirlamy méginiy pavirSiaus. Po 24
valandy pasalinama augimo terpé, o lastelés fiksuojamos 10 min. 4 % paraformaldehido tirpalu,
plaunama 0,1 % Triton X — 100 tirpalu 3 kartus inkubuojant po 5 min. (abu tirpalai ruosiami —
FB). Blokuojama 10 % FVS 2 val. kambario temperatiiroje. Pasalinus blokavimo tirpala,
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inkubuojama su pirminiais antikiinais prie§ FAK, fosfo — FAK, Akt, fosfo — Akt ir B - akting 2
val. kambario temperatiiroje. Pirminiai antikliniai ruo$iami blokavimo tirpale. Plaunama 0,1 %
Triton X — 100 tirpalu 3 kartus po 5 min., inkubuojama su atitinkamais antriniais antikiinais,
konjuguotais su krieny peroksidaze 1 val. kambario temperatiiroje. Plaunama 2 kartus 0,1 %
Triton X — 100 tirpalu ir 3 kartus FB. 0,5 val. inkubuojama su TMB, paruostu fosfato — citrato
buferyje. Reakcija stabdoma 2 M H,SO, tirpalu. Susidargs produktas iSmatuojamas Termo

Scientifc Varioskan Flash spektrofotometru 450 nm bangos ilgyje.

2.2.11. Titaniniy méginiy dengimas kolagenu ir lamininu

Titaniniai méginiai ruosiami kaip aprasyta 2.2.1. Paruosiami 0,01 % kolageno ir 20
pg/ml laminino tirpalai (abu ruoSiami FB). Po 1 ml paruosty tirpaly buvo uzpilama ant méginiy
ir laikoma 24 val. 8 °C temperatiiroje. Véliau tirpalai pasalinami, o méginiai plaunami FB, ir
sterilinami 15 min. UV. Vertinama tarplastelinio uzpildo komponenty jtaka tiriamy lasteliy
adhezijai ir proliferacijai.

2.2.12. Diferenciacijos iniciacija osteogenine linkme

Lastelés uZaugintos standartinéje IMDM terpéje, praturtintoje 10 % serumo.
Lasteléms pasiekus mazdaug 80 % tankj, terpé pakeista, i ja pridéta 10 — 8 M deksametazono, 5
ug/ml askorbino ragsties ir 10 mM [ — glicerofosfato. Inkubuota 4 — 6 paras. Po
diferencijuojancio poveikio lastelés buvo fiksuotos 4 % paraformaldehidu, paruostu fosfatiniame
buferyje, plautos FB (pH 4,2 — 4,5), dazytos 2 % alizarino raudonuoju dazu (pH 4,2), analizuota
invertuotu mikroskopu Olympus CKX41.

Kiekybinis osteogeniés diferenciacijos vertinimas: susidariusios Ca sankaupos,
nudazytos alizarinu S, tirpintos 10 % acto riigstyje 10 min. kaitinant 85 °C temperatiiroje, po to
atSaldyta lede. Susidares spalvotas produktas iSmatuotas Termo Scientifc Varioskan Flash

spektrofotometru 450 nm bangos ilgyje.

2.2.13. Statistiné duomeny analizé

Statistiné rezultaty analizé atlikta naudojant Microcoft Excel 2007 programa.
Rezultatai iSreiksti kaip 3 — 5 eksperimenty metu surinkty duomeny vidurkiu * standartinis

nuokrypis.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Titano implantai, pasizymintys mechaniniu tvirtumu, cheminiu stabilumu ir
biosuderinamumu, Siuo metu yra vieni populiariausiy proteziniy medziagy, naudojamy prarasty
danty atstatymui. Pagrindinis ju trikumas — silpna saveika su minkstaisiais audiniais, lydima
danteny plon¢jimo ir/ar atsitraukimo — recesijos. Zinoma, kad kokybigka, ilgalaike danty
implanty ir juos supanéiy kietyjy (kaulo) bei minkstyjy audiniy saveika lemia implanto
pavirSiaus savybés. Todél ieSkoma efektyviy budy implanty pavirSiaus adhezinéms savybéms
pagerinti. Siame darbe buvo tiriamos jvairios titano méginiy pavir§iaus modifikavimo strategijos,
vertinamas S§iy pavirSiaus modifikacijy poveikis Zmogaus danteny fibroblasty savybéms (toliau

tekste: ZDF) — adhezijai, proliferacijai, diferenciacijai.

3.1. Titano méginiy paruoSimas ir jy pavirSiaus modifikavimas

Yra atlikta nemazai tyrimy rodanciy, kad ankstyva implanto osteointegracija
nulemia ilgalaiki ju klinikini efekta (Davies, 2003; Marco ir kt., 2005). Siekiant pagerinti
osteointegracijos procesa — baltymy adsorbcija, lasteliy adhezija, diferenciacija, yra pasitlyta
ivairiy implanty pavir$iaus modifikavimo btudu — fizikiniy, cheminiy, biologiniy (Lavenus ir kt.,
2011; Guilem — Marti ir kt., 2012). Nustatyta, kad méginiy topografija arba pavirSiaus
SiurkStumas yra vienas i§ esminiy faktoriy veikianéiy fibroblasty savybes in vivo ir in vitro (Suk
—Won ir kt., 2008).

Taigi, Siame darbe vertinome, kaip titano meéginiy pavirSiaus topografijos
pakeitimas fizikiniais metodais veikia zmogaus danteny fibroblasty savybes. Tuo tikslu,
pagaminti titano meéginiai buvo veikiami sméliasrove ar modifikuojami lazeriu. Titano méginiy
pavirSiaus modifikavimas buvo atlickamas Vilniaus universiteto Lazeriniy tyrimy centre. Tokiu
biudu buvo gautos penkios méginiy grupés su jvairiai pakeistomis pavir§iaus savybémis,
palyginimui buvo naudoti titano méginiai, kuriy pavirSius nebuvo modifikuotas.:

— nemodifikuotas pavirsius (Ti-N);

— Ti pavirsius, Siurkstintas sméliasrove (Ti-S);

— Ti modifikuotas lazeriu — atskiri taskai (Ti-L-t);

— Ti modifikuotas lazeriu — susiliejantys taskai (Ti-L-st);

— Ti modifikuotas lazeriu — grotelés (Ti-L-g);

— Ti modifikuotas lazeriu — linijos (Ti-L-I).

Visi méginiai po gamybos ir apdirbimo buvo identiski — visu modifikaciju gylis —
15 um, o juy pavirSiaus topografija buvo jvertinta naudojant skenuojancia elektroning

mikroskopija (toliau tekste: SEM) (12 pav.).
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200 um 200 um

12 pav. Titano méginiai ir jy pavirSiaus modifikavimo buidai: a — nemodifikuotas pavirsius (Ti-N), b — Ti
pavirsius, Siurkstintas sméliasrove (Ti-S), ¢ — Ti modifikuotas lazeriu — atskiri taskai (Ti-L-t), d — Ti
modifikuotas lazeriu — susiliejantys taskai (Ti-L-st), e — Ti modifikuotas lazeriu — grotelés (Ti-L-g), f—Ti
modifikuotas lazeriu — linijos (Ti-L-I)

3.2. Danteny fibroblasty linijy gavimas ir jy charakterizavimas

Toliau buvo vertinta gauty modifikuoty titano méginiy bei Zmogaus danteny
fibroblasty saveika, nes minkstyjy audiniy ziedo susidarymas apie danty implanta yra pagrindiné
salyga sé¢kmingai jo osteointegracijai. Tuo tikslu, gavus paciento sutikima, buvo atlikta danteny
biopsija, kurios metu buvo paimtas zmogaus danteny subepitelinis 2 — 3mm storio audinys ir
gauta pirminé lasteliy linija — ZDF (13 pav.). Sio linijos 10 — 30 perséjimy lastelés buvo

naudojamos tiriant jy savybes, saveikos su jvairiai modifikuotais titano pavirsiais metu.

13 pav. Zmogaus danteny fibroblasty linijos lastelés, auginamos in vitro. Lasteliy monosluoksnio
natyvinis vaizdas gautas invertuotu mikroskopu: Olympus CKX41: A — (x40), B — (x100)
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Dant] supancius audinius arba apydanti (periodonta) sudaro alveolinis kaulas,
galima isskirti jvairios kilmés — danties folikulo kamienines lasteles, danteny mezenchiminés
kilmés kamienines lasteles, periodonto rais¢io kamienines lasteles, danteny fibroblastus. Cia
aptinkama ir danties pulpos kamieniniy lasteliy (Lindroos ir kt., 2008). Todél gautas ZDF linijos
lasteles charakterizavome. Pirmiausiai vertinome ar masy gautoje lasteliy populiacijoje yra
danteny mezenchiminés kilmés kamieniniy lasteliy. Tuo tikslu buvo naudotas monokloniniy
antikliny rinkinys prie§ Stro — 1, CD19, CD44, CD45, CD90, CD105, CD106, CD146, CD166,
skirtas mezenchiminiy kamieniniy lasteliy charakterizavimui. Tékmés citometrijos duomenys,
pateikti 2 lenteléje, parod¢ didesng mezenchiminéms lasteléms budingy Zzymeny — CD44, CD90
ir CD166 raiska. Apie 6 proc. populiacijos buvo biidinga kamieniniy lasteliy zymens — Stro — 1

raiska.

2 lentelé. Pavirsiaus Zzymeny raiska ZDF lasteliy populiacijoje.

PavirSiaus Zymuo Raiska, %
Stro—1 57+0.1
CD19 55+0.6
CD34 5.8
CD44 16.7+£0.2
CD45 6.7+0.9
CD90 16.4£0.6
CD105 6.7+0.5
CD106 7.3+04
CD146 7.6+0.7
CD166 9.7+04

Literaturoje yra duomeny, kad zymenys CD44, CD90 ir CD166, kuriuy didesng
raiska mes registravome tiriamoje ZDF lasteliy populiacijoje, yra biidingi danteny
mezenchiminés kilmés kamieninéms lasteléms (Tomar ir kt., 2010). Taigi, penktadali miisy
tiriamos lasteliy populiacijos sudaro mezenchiminés kilmés kamieninés lastelés.

Siekdami jvertinti likusia populiacijos dalj, mes pasirinkome kita Zymenu rinkini,
charakterizuojanti mezenchimines lasteles bei fibroblastus. Siuo atveju imunocitocheminiu
analizés metodu tyréme: (i) teigiamy mezenchiminiy lasteliy Zymeny — integrino B1, kolageno,
fibronektino ir vimentino rai$ka; (i1) neigiamy Zymeny — CD14, CD45 ir CD54 raiska bei (ii1)
fibroblastams ir epitelinéms Iasteléms bidingo FSP — 1 baltymo raiSka. Gauti duomenys

pateikiami 14 paveiksle. Nustattme, kad miasy tiriamai ZDF populiacijai yra badingi
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mezenchiminiy lasteliy Zymenys — integrinas 1, kolagenas, fibronektinas bei vimentinas, o

hepatopoetniy lasteliy Zymeny — CD14, CD45 ir CD54 raiska nenustatyta.

14 pav. Pavirsiaus ir vidulasteliniy Zymeny raiska ZDF lastelése. Cia: kairéje puséje: a — integrino 1, b —
kolageno, ¢ — fibronektino, d — FSP-1, e — CD14, f — CD45, g — CD54, h — vimentino raiska; deSinéje
puséje (iSskyrus h) — DAPI dazyti lasteliy branduoliai (tas pats vaizdas). h — vimetino raiskai jvertinti
naudoti atitinkami antriniai antikiinai, konjuguoti su krieny peroksidaze, substratas TMB (placiau zr.
2.2.9.sk)

Taigi, nustatéme, kad misy tiriamai ZDF lasteliy populiacija yra mezenchiminés
kilmés — jai biidingi mezenchiminiy lasteliy Zymenys integrinas 1, kolagenas, fibronektinas,
vimentinas. Taciau tiriama populiacija yra gana heterogeniska. Joje nustatyta fibroblastams bei
epitelinéms lasteléms biidingo baltymo FSP — 1 raiSka. Beto, 1/5 populiacijos sudaro ir

mezenchiminés kilmés kamieninés lastelés.



3.3. Danteny fibroblasty saveikos su jvairiai modifikuotais titano méginiy pavirsiais
tyrimas

3.3.1. Titano méginiy citotoksiSkumo vertinimas

IS literatiiros zinoma, kad titanas yra biosuderinama medziaga, atspari korozijai ir
neveikianti aplinkiniy audiniy (Alves ir Wassall, 2009). Taciau pavirSiaus savybés gali veikti ne
tik lasteliy adhezija, bet ir proliferacija, diferenciacija ir gyvybinguma. Zinoma, kad lasteliy
adhezija vyksta dalyvaujant specializuotiems baltymy kompleksams, kurie vadinami fokaline
adhezija arba sutelktiniu saly¢iu. Sie baltymy kompleksai inicijuoja signalinius kelius
reguliuojancius lasteliy savybes, tame tarpe ir Zities iniciacijos kelius (Lee ir kt., 2008). Todél
tolesnéje darbo dalyje vertinome jvairiai modifikuoty titano méginiy galima citotoksinj poveiki
ZDF lasteléms naudodami fluorescuojantj, su DNR besijungiantj dazy miginj — akridino oranZini

ir etidzio bromida (AO/EB). Lasteliy gyvybingumas buvo tiriamas po 24 ir 48 ZDF auginimo ant

titano méginiy valandy (15 pav.).

15 pav. [vairiai modifikuoty titano méginiy citotoksiskumo ZDF tyrimas, naudOJant diferencijuota
dazyma AO/EB dazy miSiniu (x100) (zr. 2.2.5 sk.). a, b, ¢, d, e, f — lasteliu gyvybingumo vertinimas po
24 jy auginimo ant titano méginiy valandy. A, B, C, D, E, F — lasteliy gyvybingumo vertinimas po 48 ju
auginimo ant titano méginiy valandy. Cia: a — nemodifikuotas pavir§ius, b — Ti pavirsius, Siurkstintas
sméliasrove, ¢ — Ti modifikuotas lazeriu — atskiri taskai, d — Ti modifikuotas lazeriu — susiliejantys taskai,
e — Ti modifikuotas lazeriu — grotelés, f — Ti modifikuotas lazeriu — linijos

Gauti duomenys 15 paveiksle pateikti duomenys rodo, kad tiriami méginiai néra
citotoksiski. Lasteliy gyvybingumas nesiskyré nuo kontrolés — plastiko pavirSiaus, naudojamo
lasteliy kultGry auginimui in vitro (duomenys nepateikiami). KokybiSkai vertinant lasteliy
skaiCiy pastebéta, kad tiek po 24 val., tiek po 48 val. daugiau lasteliy buvo 15 pav., e ir E t.y. ant

lazeriu modifikuoto Ti pavirSiaus, suformuojant groteles.
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3.3.2. Lasteliy adhezijos ant jvairiai modifikuoty titano méginiy pavirSiaus analizé

3.3.2.1. Kokybinis 1asteliy adhezijos vertinimas

Danty implanty isitvirtinimas danteny audiniuose priklauso nuo geros ir kokybiSkos
biomedziaga supanciy audiniy adhezijos. PavirSiaus topografija yra svarbus veiksnys lemiantis
implantacijai pasirenkamy implanty bei juo supanciy audiniy — jungiamojo, epitelinio ir kaulinio,
saveika (Groessner — Schreiber ir kt., 2006). Tai nulemia lasteliy morfologija ir migracija

100 um

16 pav. Kokybiné lasteliy adhezijos ant jvairiai modifikuoty titano méginiy pavirSiaus analiz¢ SEM
metodu po 24 ZDF auginimo ant juy valandy. Cia: a — nemodifikuotas pavirSius, b — Ti pavirSius,
SiurkStintas sméliasrove, ¢ — Ti modifikuotas lazeriu — atskiri taskai, d — Ti modifikuotas lazeriu —
susiliejantys taSkai, e — Ti modifikuotas lazeriu — grotelés, f — Ti modifikuotas lazeriu — linijos
bei aktyvina signalus, atsakingus uz ju proliferacija ir diferenciacija. O tai, savo ruoztu, uztikrina
sékminga implanty integracija | danteny audinius (Reyes ir Garcia, 2003).

Taigi, tolesnéje darbo dalyje vertinome ZDF lasteliy adhezija ant tiriamy jvairiai
modifikuoty titano méginiy. Pirmiausiai SEM metodu analizavome lasteliy augima ant tiriamuy
méginiy pavirSiaus praéjus 24 val. po ju i8séjimo (16 pav.). Nustatéme, kad lastelés prisitvirtino

ir augo ant visy tirty méginiy pavirsiaus panasiu tankiu.

3.3.2.2. Kiekybinis lgsteliy adhezijos vertinimas

SEM metodu kokybiskai palyging ilgalaik¢ ZDF lasteliy adhezija (24 val.)
nustatéme, kad lasteliy tankis yra gana panaSus ant visy tirty méginiy pavirsiaus. Laikoma, kad
butent greita pirming, lasteliy adhezija yra labai svarbi ju funkcijy reguliavimui, integracijai {

audinius ir net gali sumazinti implantacijos procesus lydinc¢ia baktering infekcija (Anselme,
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2000; Subbiahdoss ir kt., 2009). Todél tyréme, ar skiriasi pirminés ZDF adhezijos greitis ant
ivairiai modifikuoty titano méginiy pavirSiaus. Tuo tikslu lasteléms buvo leidziama prisitvirtinti
prie substrato 0.5, 1 ir 2 val. Praéjus nustatytam laikotarpiui, méginiai su lastelémis buvo
purtomi, atkibusios/neprisitvirtinusios lastelés buvo pasSalinamos, o likes prisitvirtings gyvu
lasteliy kiekis buvo jvertinamas spektrofotometriskai XTT metodu. Gauti duomenys iSreiksti
santykiniu lasteliy skai¢iumi t.y. santykiu optinio tankio, iSmatuotu Iastelése augintose ant
tirlamy méginiy pavirSiy, Su optiniu tankiu iSmatuotu lastelése, augintose ant kontrolinio

plastikinio pavir§iaus su optiniu tankiu (17 pav.).
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17 pav. Kiekybinis ZDF lasteliy adhezijos ant jvairiai modifikuoty titano méginiy paviriaus vertinimas
XTT metodu. Cia: Ti-N — nemodifikuotas pavirsius, Ti-S — Ti pavirsius, Siurkstintas sméliasrove, Ti-L-t —
Ti modifikuotas lazeriu — atskiri taskai, Ti-L-st — Ti modifikuotas lazeriu — susiliejantys taskai, Ti-L-g —
Ti modifikuotas lazeriu — grotelés, Ti-L-l — Ti modifikuotas lazeriu — linijos. Duomenys isreiksti
santykiniu lasteliy skai¢iumi, t.y. santykiu optinio tankio, iSmatuoto lastelése augintose ant tiriamy
méginiy pavirSiy su optiniu tankiu, iSmatuotu lastelése, augintose ant kontrolinio plastikinio pavir§iaus

Gauti rezultatai parodé, kad ankstyva (0.5 ir 1 val.) ZDF lasteliy adhezija buvo gana
panaSi ant visy tiriamy pavir§iy. Taciau po 2 val. tyrimo efektyviausias lasteliy prikibimui
pavirSius buvo lazeriu suformuotos grotelés. Ant Sio pavirSiaus nustatytas santykinis lasteliy
skaiCius didesnis uz 1. Tai reiSkia, kad Sis pavirSius buvo patrauklesnis lasteliy prikibimui nei
kontrolinis — plastikinis pavirSius. Ant minéto pavirSiaus buvo stebétas ir didesnis gyvu lasteliy
skaicius, vertinant Ti méginiy citotoksiskuma (zr. 3.3.1. sk.). Tikétina, kad tokia Ti pavirSiaus

modifikacija lazeriu uztikrinty geresng implanto ir aplinkiniy audiniy saveika.
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3.3.3. Danteny fibroblasty proliferacijos ant jvairiai modifikuoty titano méginiy
palyginimas

Ankstesnéje darbo dalyje nustatéme, kad ant daugumos tirty jvairiai modifikuoty Ti
pavir§iy ZDF lasteliy adhezija yra silpnesné nei ant kontrolinio plastiko pavir§iaus. Kity autoriy
yra nustatyta, kad nepaisant silpnesnés adhezijos, pavirSiaus topografinés savybés gali teigiamai
veikti lasteliy proliferacija (Anselme ir kt., 2010). Sioje darbo dalyje lyginome lasteliy
proliferacijos greitj ant tiriamy méginiy pavirsiy. ZDF lasteliy proliferacija buvo tiriama MTT
metodu. Bandymai atlieckami praéjus 24, 48 ir 72 valandoms po lasteliy i$séjimo. Siekiant
iSvengti lasteliu séjimo suspensijos paklaidos, gauti duomenys buvo iSreiSkiami santykiniu
lasteliy skaiCiumi t.y. santykiu lasteliy kiekiu nustatytu tiriamu momentu su lasteliy kiekiu, gautu
séjimo momentu. I$ rezultaty, pateikty 18 paveiksle matome, kad ant visy tiriamy Ti méginiy
pavir$iy ZDF lastelés proliferavo panasiu greiéiu, kuris maZesnis nei ant kontrolinio — plastikinio
pavir$iaus auginty lasteliy (18 pav.)

Idomu tai, kad po 72 tyrimo valandy didziausias santykinis lasteliy skaiCius
pastebétas ant nemodifikuoto titano méginio. Gali buti, kad tokius rezultatus lémé Kkitos

pavir$iaus savybeés, pavyzdziui kriivis ar i§ terpés esancio serumo nusédg baltymai.

1,8

1,6

1,4

1,2

1 -

M 24val.

0,8 -

M 48 val.

0,6 - i 72 val.

Santykinis Igsteliy sk.

0,4 -
0,2 -

0 -

K Ti-N TI-S Ti-L-t  Ti-L-st  Ti-L-g  Ti-L-l

18 pav. Danteny fibroblasty proliferacijos ant jvairiai modifikuoty titano méginiy palyginimas MTT
metodu. Cia: K — kontrolinis plastiko pavirgius, Ti-N — nemodifikuotas pavirsius, Ti-S — Ti pavir§ius,
Siurkstintas sméliasrove, Ti-L-t — Ti modifikuotas lazeriu — atskiri taskai, Ti-L-st — Ti modifikuotas
lazeriu — susiliejantys taskai, Ti-L-g — Ti modifikuotas lazeriu — grotelés, Ti-L-l — Ti modifikuotas
lazeriu, linijos. Duomenys i8reiksti santykiniu lasteliy skai¢iumi, t.y. santykiu lasteliy kiekiu nustatytu
tiriamu momentu su lasteliy kiekiu, gautu séjimo momentu

Tirdami ZDF lasteliy proliferacija, nenaudojome jokiy augima skatinanéiy veiksniy,

o vertinome tik pavirSiaus topografijos itaka lasteliy proliferacijai. Taciau pasaulingje praktikoje
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atliekant panasius tyrimus su burnos audiniy kamieninémis Iastelémis yra tiriama jvairiy augimo
veiksniy — FGF, TGF — b, BMP, NGF, CTGF, vaidmuo skatinant aktyvesnij lasteliy dauginimasi
ar tam tikry geny reguliuojanciy $i procesa aktyvinima (Bakopoulou ir kt., 2010).

3.3.4. Tarplastelinio uZpildo komponenty vaidmens tyrimas

Tyrimais nustatyta, kad titano dengimas EM komponentais gerina lasteliy adhezija
ant pavir$iaus, kadangi Sie biologiniai komponentai svarbis lasteliy kontakty bei kontakty su EM
susidarymui ir palaikymui (Jonge ir kt., 2008; Demarco ir kt., 2011).

Fibroblastai gamina EM baltyma — kolagena, todél tirtose lastelése — ZDF turéty
biiti ekspresuojamas Sis baltymas. Lamininas yra svarbiausias pamatinés membranos
komponentas, atliekantis struktiiros funkcija bei veikiantis lasteliy gebéjima diferencijuotis ir
dalintis (Meredith ir kt., 1993; Lodish ir kt., 2000). Todél tiriamy Ti pavirSiy padengimas Siais
EM elementais galéty pagerinti ju adhezines savybes.

EM komponenty jtaka ZDF lasteliy adhezijai buvo tiriama jvairiai modifikuotus Ti
méginius padengiant kolagenu ir lamininu. Lasteliy adhezija/skaicius vertintas pra¢jus 24 val. po

ZDF lasteliy i$sé¢jimo (19 pav.).
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19 pav. Danteny fibroblasty skai¢iaus palyginimas ant jvairiai modifikuoty titano meéginiy padengty
tarplastelinio uZpildo komponentais po 24 val. nuo lasteliy i$s¢jimo. Cia: Ti-N — nemodifikuotas
pavirsius, Ti-S — Ti pavirsius, SiurkStintas sméliasrove, Ti-L-t — Ti modifikuotas lazeriu — atskiri taskai,
Ti-L-st — Ti modifikuotas lazeriu — susiliejantys taskai, Ti-L-g — Ti modifikuotas lazeriu — grotelés, Ti-L-I
— Ti modifikuotas lazeriu — linijos. Duomenys iSreiksti santykiniu lasteliy skai¢iumi, t.y. santykiu lasteliy
kiekio nustatyto tiriamu momentu su lasteliy kiekiu, gautu séjimo momentu

Gauti rezultatai rodo, kad titaniniy méginiu dengimas EM komponentais padidina
ZDF lasteliy adhezija/skai¢iu. Palyginus kolageno ir laminio poveiki lasteliy adhezijai matome,
kad kolagenas efektyviau pagerino lasteliy prikibima ant lazeriu modifikuoty Ti méginiy

pavirSiaus. Kai kuriais atvejais — lazeriu suformuoti susiliejantys taSkai, grotelés ir linijos,
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nustyta net apie 30 proc. daugiau lasteliy nei ant lamininu dengty atitinkamy méginiy. Tac¢iau
rySkesnio poveikio nebuvo registruota ant sméliasrove Siurkstinto pavirSiaus. Tikétina, kad Ti
pavirSiaus topografijos pakeitimas lazeriu pagerina baltymu adsorbcija, kuri taip pat teigiamai
veikia tiriamas lasteliy savybes.

Ti pavirSiu galima modifikuoti ne tik padengiant pilnais EM baltymais, bet ir
prijungiant EM baltymams budingus peptidus, pavyzdziui RGD. Nustatyta, kad taip
modifikuotas pavirSius padidina aplinkiniy audiniy adhezija, implantas geriau isitvirtina kaule
(Zhao ir kt., 2006; Pae ir kt., 2009). Atlickami tyrimai ant méginiy pavirSiaus imobilizuojant EM
baltymus kartu su augimo veiksniais. Nustatyta, kad toks pavirSiaus pakeitimas mazina

uzdegiming reakcija, skatina lasteliy dauginimasi bei adhezija ant implanto (Pae ir kt., 2009).

3.3.5. Signaliniy molekuliy raiSkos/aktyvinimo tyrimas

Lasteliy saveika su EM komponentais bei substratu yra uztikrinama susidarant
fokalinei adhezijai/sutelktiniam saly¢iui bei hemidesmosomos jungtims, kurios nulemia lasteliy
savybes — morfologija, migracija, proliferacija ir diferenciacija (Reyes ir Garcia, 2003). Lasteliy
adhezijos procese dalyvauja citoskeleto, integriny Seimos baltymai bei signalo perdavime
dalyvaujancios fokalinés adhezijos kinazés FAK. FAK yra atsakingos ne tik uz fokalinés
adhezijos formavimasi, bet ir reguliuoja lasteliy proliferacijos, diferenciacijos ir kt., procesus.
FAK aktyvina vairius signalo perdavimo kelius, tarp juy ir PI3K/Akt, beveik iSimtinai atsakinga
uz lasteliy iSgyvenima bei dalyvaujantj lasteliy diferenciacijos reguliacijoje (Lu ir kt., 2001).
Todel Sioje darbo dalyje vertinome kaip kinta FAK bei Akt kinaziy raiSka bei ju
fosforinilinimas/aktyvinimas ZDF lasteliy adhezijos ant tiriamy jvairiai modifikuoty Ti méginiu.

Pirmiausia imunofermentinés analizés lasteliy pagrindu metodu jvertinome FAK
raiska ir fosforilinimo/aktyvinimo lygi ZDF lastelése 24 val. augintose ant jvairiai modifikuoty
Ti méginiy (20 pav.). Palyging FAK raiska ir aktyvinima ant sméliasrove bei lazeriu modifikuoty
pavirS§iy augintose lastelése, nustatéme, kad didZiausias S$iy signaliniy molekuliy lygis
vienareikSmiskai buvo ant sméliasrove Siurkstinto pavirSiaus — FAK raiSka net du kartus buvo

didesné uz kontrolinéje augintoje ant plastiko lasteliy populiacijoje nustatyta FAK baltymo lygi.
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20 pav. FAK ir fosfo-FAK baltymy lygis danteny fibroblastuose 24 val. augintuose ant jvairiai
modifikuoty titano méginiy. Cia: Ti-N — nemodifikuotas pavirius, Ti-S — Ti pavirdius, Siurkstintas
sméliasrove, Ti-L-t — Ti modifikuotas lazeriu — atskiri taskai, Ti-L-st — Ti modifikuotas lazeriu —
susiliejantys taskai, Ti-L-g — Ti modifikuotas lazeriu — grotelés, Ti-L-1 — Ti modifikuotas lazeriu — linijos.
Duomenys normalizuoti pagal lygiagrec¢iai nustatyta B-aktino baltymo kieki

Analizuojant FAK raiska ZDF augintuose ant lazeriu modifikuoty méginiy, ji visais
atvejais taip pat buvo didesné uz kontroliniy lasteliy arba lygi (susiliejantys taskai). Guo ir kt.
atliko panasius FAK raiskos aktyvinimo tyrimus ZDF, augintuose ant tarplastelinio uZpildo
(fibronektino ir | tipo kolageno). Si mokslininky grupé nustaté sumazinta FAK raiskos ir
fosforilinimo lygi, kuris koreliavo su mazesniu p38 kinazés fosforilinimu. Tai 1émé ir sumazinta
lasteliy migracija bei adhezija. (Guo ir kt., 2011). Misy atveju, tiriant FAK fosforilinimo lygi
taip pat stebéta didesnis fosfo — FAK baltymo lygis ant sméliasrove SiurkStinto pavirSiaus.
Taciau $iuo atveju, jis buvo mazesnis nei kontrolinéje lasteliy populiacijoje.

Nustatyta, kad padidéjusi FAK raiska didina Akt baltymo lygi (Xia ir kt., 2004).
Taigi, toliau tyréme Akt signalinés molekulés raiska bei fosforilinima. Gauti duomenys
pateikiami 21 paveiksle. Siuo atveju tiek Akt raiska, tiek Akt fosforilinimo/aktyvinimo lygis
buvo Zemesnis lastelése augintose ant tiriamy ivairiai modifikuoty Ti méginiy. [domu tai, kad
ZDF augintuose ant lazeriu modifkuoty pavirsiy Akt (i§skyrus Ti-L-st) ir fosfo — Akt baltymo

lygiai buvo didesni nei ant sméliasrove Siurkstinty pavirsiy.
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21 pav. Akt ir fosfo — Akt baltymy lygis danteny fibroblastuose 24 val. augintuose ant jvairiai
modifikuoty titano méginiy. Cia: Ti-N — nemodifikuotas pavirius, Ti-S — Ti pavirsius, Siurkstintas
sméliasrove, Ti-L-t — Ti modifikuotas lazeriu — atskiri taskai, Ti-L-st — Ti modifikuotas lazeriu —
susiliejantys taSkai, Ti-L-g — Ti modifikuotas lazeriu — grotelés, Ti-L-1 — Ti modifikuotas lazeriu — linijos.
Duomenys normalizuoti pagal lygiagreciai nustatyta 3 — aktino baltymo kieki

Taigi, Akt aktyvinimas, panaSu, tiesiogiai nepriklauso nuo FAK raiskos. Gali buti,
kad ZDF lastelése, auginamose ant jvairios topografijos paviriy, Akt raidka ir fosforilinimas

reguliuojami ne tik B1 integrino — FAK, bet ir kity signaliniy keliy.

3.3.6. Osteogeninés diferenciacijos vertinimas

IS literatliros Zinoma, kad mezenchiminés kamieninés Iastelés pasiZymi nemazu
diferenciacijos potencialu ir gali diferencijuoti i kaulines, kremzlines, raumenines, 0dos,
sausgysliy, rai$éiy, ir netgi nervines lasteles (Morsczeck ir kt., 2008). Tokia ju savybé suteikia
galimybe manipuliuoti lastelémis, naudoti jvairiuose tyrimuose. Lasteliy diferenciacija i kaulinj
audinj yra jau pritaikoma ir praktiskai (Anselme, 2000). Buvo nustatytas mezenchiminiy lasteliy
gebéjimas diferencijuotis osteogenine linkme nesant aplinkoje specifiniy tokios diferenciacijos
induktoriy, o tik lasteles veikiant mechaninei jégai (Sun ir kt., 2012). Substrato pavirSiaus
topografija yra vienas 1§ mechaninés jégos, veikiancios lasteles, Saltiniy.

Nustatéme, kad misy tiriamoje lasteliy populiacijoje yra lasteliy dalis, pasizyminti
mezenchiminéms kamieninéms lasteléms baidingais Zymenimis. Tikétina, kad dalis ZDF lasteliy
populiacijos pasizymi tam tikru diferenciacijos potencialu. Pritaikant Siame darbe tirtas Ti
méginiy pavir§iaus modifikavimo strategijas praktiSkai, itin aktualu buty dalies danteny audinyje
esanciy lasteliy gebéjimas diferencijuotis osteogenine linkme, nes tai padéty stabilizuoti danty
implanta kauliniame audinyje, uZztikrinty ilgalaikg¢ ir kokybiska jo saveika su aplinkiniais

audiniais.
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Sioje darbo dalyje vertinome Ti méginiy pavirSiaus topografijos poveiki ZDF
diferenciacijai. Tiriamos lastelés buvo augintos ant Ti méginiy specialioje diferenciacijos terpéje,
kurioje buvo augimo faktoriy, skatinanciy lasteles diferencijuotis osteogenine linkme.

Pirmiausia buvo jvertintas ZDF lasteliy diferenciacijos potencialas ant kontrolinio —
plastiko pavirSiaus (22 pav.). Nustatéme, kad po 7 lasteliy auginimo dieny diferencijuojancioje

terpéje formuojasi Ca sankaupos (nusidaziusios vietos).

22 pav. Z/DF lasteliu diferenciacija osteogenine linkme. a — kontrolinés, nediferencijuotos lastelés, b — 7
d. diferencijuotos osteogenine linkme ZDF lastelés, dazytos alizarinu S (zr. 2.2.12. sk.). Lasteliy
monosluoksnio vaizdai gauti invertuotu mikroskopu: Olympus CKX41 (x200)

Toliau buvo palygintas osteogeninés diferenciacijos laipsnis lastelése augintose ant
tvairiai modifikuoty titano méginiy pavirSiy. Modifikuotas Ti méginiy pavirSius kontaktuodamas
su lasteliy monosluoksniu, gali generuoti pavirSiaus topografijos nulemtas mechanines jégas,
kurios, savo ruoztu gali veikti Salia Ti méginiy esancias lasteles. Todél pradzioje kokybiskai
vertinome osteogeninés diferenciacijos pasireiSkima lastelése, auganciose modifikuoty Ti
méginiy aplinkoje (23 pav.). Nustatéme bendra tendencija — $alia Ti méginiy augandios ZDF
lastelés geba osteogenine linkme. Pastebéta, kad daugiausia Ca sankaupy susidaré Salia lazeriu
modifikuo Ti méginio, ant kurio pavirSiaus suformuotos linijos. Periferijoje tokiy sankaupy

stebéta maziau.
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23 pav. Ant jvairiai modifikuoty Ti karkasy auginty ZDF lasteliy diferenciacija osteogenine linkme. Cia:
a — nemodifikuotas pavirSius, b — Ti pavirSius, Siurkstintas sméliasrove, ¢ — Ti modifikuotas lazeriu —
atskiri taSkai, d — Ti modifikuotas lazeriu — susiliejantys taskai, e — Ti modifikuotas lazeriu — grotelés, f —
Ti modifikuotas lazeriu — linijos Lastelés 7 d. diferencijuotos osteogenine linkme ir dazytos alizarinu S
(zr. 2.2.12. sk.) (vaizdai gauti invertuotu mikroskopu: Olympus CKX41(x200))

Kiekybiskai palyginus osteogeninés diferenciacijos laipsnj lastelése augintose ant
ivairiai modifikuoty Ti, maZiausias jos laipsnis nustatytas ZDF lastelése, augintose ant

sméliasrove Siurkstinto Ti pavirSiaus (24 pav.).
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24 pav. Kiekybinis osteogeninés ZDF lasteliy, auginty ant jvairiai modifikuoty Ti karkasy jvertinimas.
Cia: Ti-N — nemodifikuotas pavirius, Ti-S — Ti pavir§ius, Siurkstintas sméliasrove, Ti-L-t — Ti
modifikuotas lazeriu — atskiri taskai, Ti-L-st — Ti modifikuotas lazeriu — susiliejantys taskai, Ti-L-g — Ti
modifikuotas lazeriu — grotelés, Ti-L-1 — Ti modifikuotas lazeriu — linijos
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Taigi, jverting {vairiy Ti méginiy pavirSiaus modifikaciju poveiki Z/DF gebéjimui
diferencijuotis osteogenine linkme vienareik§misky rezultaty negavome. Gali biti, kad
pasirinkome per trumpa diferenciacijos laikotarpi arba per maza tirtos ZDF populiacijos dalis

pasizymi geb¢jimu diferencijuotis | kaulinj audini.

3.4. Rezultaty apibendrinimas

Pastaruoju metu daugiausia tyrimy atlickama su suaugusio organizmo
mezenchiminés kilmés kamieninémis lastelémis, nes jos lengvai gaunamos i§ ivairiy audiniy,
sparCiai dauginasi lasteliy kultliroje — galima greitai turéti reikiama dideli ju kieki, geba
diferencijuotis i ivairiy audiniy lasteles (kaulines, kremzlines, raumenines, riebalines, odos,
sausgysliy ir rais¢iy lasteles, kauly ¢iulpu stroma ir net nervines lasteles) — yra daugiagalés.

Sio darbo metu i§ mogaus danteny subepitelinio audinio buvo i$skirtos danteny
fibroblasty lastelés. Jas charakterizave tékmeés citometrijos bei imunocitocheminais metodais
nustatéme, kad daliai juy yra biidingi mezenchiminiy lasteliy Zymenys. Vélesni tyrimai parode,
kad dalis tirtos ZDF lasteliy populiacijos geba diferencijuotis osteogenine linkme t.y. kamieniniy
lasteliy savybé. IS kitos pusés, $iai lasteliy populiacijai yra biidinga ir fibroblasty zymens — FPS-
1 baltymo raiska. Taigi, misy tirta pirminé lasteliy linija — heterogeniska. Taciau jos klonuoti ar
atrinkti pagal specifinius tam tikrai lasteliy grupei biidingus Zymenis mes neturé¢jome tikslo, nes
burnos ertméje danty implantai butent ir kontaktuoja su jvairiomis ten esanciomis lastelémis.

IS literatiiros Zinoma, kad {vairios titano pavirSiaus modifikacijos gerina minkstyju
audiniy adhezija. Tyrimais nustatyta, kad ant poliruoto titano auganciy lasteliy maziau iSreiksta
morfologija, ju tankis maZesnis, lastelés trumpos, lasteliy orientacijos aiSki. Ant sméliasrove
modifikuoto pavirSiaus augancios lastelés daugiausia yra pailgos verpstés formos, ju orientacija
néra aiSki (Furuhashi ir kt., 2011). Ant lazeriu modifikuoty titano pavirSiy auganciy lasteliy
morfologija panasi kaip ir ant sméliasrove modifikuoto pavirSiaus, tafiau lastelés daugiau
grupavosi ties grioveliais ar duobutémis, ju adhezija buvo stipresné (Sabaliauskas ir kt., neskelbti
duomenys). Siame darbe mes daugiau démesio skyréme ankstyvajai 0.5, 1 ir 2 val., adhezijai,
nes yra nustatyta, kad ankstyvoje adhezijos stadijoje vykstantys procesai nulemia tinkama
implanto isitvirtinima audiniuose. PrieSingai nei tikéjomés ankstyvas 0,5 ir 1 val. adhezijos
stiprumas ant modifikuoty pavirsiy beveik nesiskyré nuo nemodifikuoto. Taciau kiek véliau, po
2 val. ant modifikuoty pavirSiu lasteliy prisitvirtinimas buvo stipresnis ir efektyvesnis.

Modifikuoti jvairiomis kryptimis titano pavirSiai nulemia ir auganciy lasteliy forma, ju
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orentacija. Tai patvirtino ir miisy rezultatai — ZDF lastelés augintos ant jvairiai modifikuoty
titano meginiy, i§ kuriy efektyviausias pavirsius buvo lazeriu suformuotos grotelés.

Titaniné medziaga yra biologiSkai suderinama su lastelémis, lengvai
modifikuojama, ir net po modifikacijos néra toksiSka. Bitent tai patvirtino miisy tyrimai. Titano
dengiami tarplastelinio uzpildo baltymais, prijungiant ivairias bioaktyvias molekules, suteikiant
kriivi ir pan. Zinoma, kad tarplastelinio uZpildo baltymai efektyviai gerina adhezija. Miisy
tyrimai parodé, kad dengimas kolagenu ir lamininu Zymiai pagerina lasteliy adhezija ant lazeriu
ar sméliasrove modifikuoty pavirsiu.

Lasteliy adhezija, proliferacija, diferenciacija reguliuoja ivairts signaliniai keliai.
Siame darbe analizavome FAK/Akt signalinio kelio vaidmeni minéty lastelés procesy
reguliacijoje. Nustatéme, kad miisy tirtoje sistemoje FAK raiska Zenkliai aktyvino sméliasrove
modifikuotas pavirSius, taciau Akt lygis buvo didesnis ant lazeriu modifikuoty pavirsiy. Tai rodo
bendra tendencija — kad lasteliy adhezija ant modifikuoty pavirSiy stipresne, nes fokalinés
adhezijos raiska buvo didesné ant modikuoto pavirSiaus, o tai lemia stipresng lasteliu saveika
tiek su méginio pavir§iumi, tiek ir tarpusavyje.

Svarbu parinkti tinkama danty implanty modifikacijos strategija, kuri uztikrinty
kokybiska ir ilgalaike implanto ir ji supanciy audiniy saveika, sumazinty infekcijos ar net jo
atmetimo pavojuy. Todel lasteliy adhezijos tyrimai ant jvairiai modikuoty titano pavirSiy yra

svarbiis praktiniu poziiiriu.
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ISVADOS

Gauta heterogeniS$ka pirminé zmogaus danteny fibroblasty lasteliy linija: jai budingi
mezenchiminiy lasteliy Zymenys (integrinas 1, kolagenas, fibronektinas, vimentinas),
fibroblastams budingo baltymo FSP — 1 raiska, gebéjimas diferencijuotis osteogenine
linkme.

Ankstyvuoju laikotarpiu danteny fibloblasty adhezija buvo pana$i ant visy tirty jvairiai
modifikuoty titano méginiuy pavirSiy, taciau véliau efektyviausias lasteliy prikibimui
pavirsius buvo lazeriu suformuotos grotelés.

Lasteliy proliferacijos greitis ant visy meéginiy buvo panaSus, bet maZesnis nei
kontrolinés populiacijos.

FAK raiSka ir fosforilinimas/aktyvinimas didziausi buvo lastelése, augintose ant
sméliasrove Siurks$tinto pavirSiaus. Tiriamoje lasteliy populiacijoje FAK raiSka buvo du
kartus didesné nei kontrolingje. Akt baltymo lygis bei jo fosforilinimas buvo didesni
lastelése augintose ant lazeriu modifikuoty méginiy, taciau mazesni nei kontrolinése
lastelése.

Silniausiai osteogenine linkme diferencijavosi lastelés augintos ant smeéliasrove

SturkStinto titano méginio pavirSiaus.

Neringa VIiCIUNaite ..o,
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