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Mechaninis hidrogeliy ir kremzlés eksplanty spaudimas paskatino uzlastelinio uzpildo gamyba. Todél manoma, kad vidulastelinio
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Human articular cartilage has a weak ability to regenerate in case of damage, caused by trauma or degenerative joint disease
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IVADAS

Zmogaus sanario kremzlés audinys pasizymi silpnu gebéjimu regeneruoti po audinio
suzeidimo, kas lemia sgnario kremzlés degeneraciniy ligy, tokiy kaip osteoartritas (OA) pradzig ir
progresija (Mobasheri et al., 2019). Iki Siol néra sukurta ilgalaikiy vaisty ar terapijy gydyti OA, o
kamieninés Igstelés (KL) susilaukia vis daugiau démesio audiniy inZinerijoje, dé¢l gebéjimo
diferencijuoti j kremzlinj audinj. Mezenchiminés kamieninés lastelés (MKL) Siuo metu yra
plaCiausiai naudojama priemoné bandant atkurti kremzlés audinj. Klasikiniu MKL, skirtu
kremzlés regeneracijai, Saltiniu yra laikomi kauly ¢iulpai, kadangi Sios 1gstelés dalyvauja pradinése
organizmo vystymosi stadijose susidarant kremzliniam audiniui bei yra labiausiai istirtos siekiant
regeneruoti kremzlg (Musumeci et al., 2014; Kassem, 2004). Taciau d¢l sudétingo ir invazinio
kauly &iulpy iSskyrimo ir eilés nesékmingy bandymy panaudoti kauly Ciulpy MKL (KCMKL)
kremzlés regeneracinéms terapijoms, ieSkoma ir alternatyviy Saltiniy MKL iSskyrimui.
Menstruacijy kraujo MKL (MenMKL) pritrauke didelj mokslininky susidoméjima dél jy plataus
diferenciacijos potencialo (Meng et al., 2007). Taip pat jos yra itin lengvai iSgaunamos,
nereikalauja jokiy invaziniy chirurginiy procediiry ir, svarbiausia, tos pacios donorés méginius
galima surinkti pakartotinai, palengvinant autologines transplantacijas ir padidinant jy sékmés
tikimybe. Dél Siy privalumy MenMKL gali tapti potencialiu regeneracinés medicinos jrankiu,
taCiau jos vis dar yra naujos regeneracinés medicinos srityje ir jy chondrogeninés diferenciacijos
pajégumas néra pakankamai iStirtas.

Chondrogeniné MKL diferenciacija yra sudétingas, daugiapakopis procesas, kur ypatingai
didelis démesys yra nukreiptas | molekuliniy mechanizmy, kontroliuojan¢iy MKL diferenciacija
valdymg. Vidulgsteliniai kalcio jonai [Ca>] iSlieka vienu svarbiausiy veiksniy kontroliuojanciy
s¢kminga chondrogeninés diferenciacijos eiga. Kadangi [Ca~] kiekis pastoviai kinta esant
iSoriniam stimului, pavyzdZiui mechaniniam spaudimui, jtampos valdomi L-tipo kalcio kanalai
(JVKK) pritrauké nemazai démesio kaip vienas pagrindiniy vidulgstelinio kalcio koncentracija
didinan¢iy kanaly (Matta and Zakany, 2013). Taciau } citozol} [Ca~] gali patekti ir iS
endoplazminiame tinkle esanciy saugykly, kuriose yra kaupiami [Ca>] ir panaudojami esant
nepakankamam [Ca>] padavimui i§ iSorés (Ye, 2010). Tod¢l [Ca>] pralaidumo per [VKK ir i§
endoplazminio tinklo saugykly tyrimai, bei diferenciacijos metu vidulgsteliniy mechanizmy
priklausomybé nuo [Ca»] koncentracijos yra viena i§ potencialiy sri¢iy norint placiau suprasti
MKL diferenciacijos pajégumg. Papildomai, svarbu pabréZzti, kad pagrindiniai JVKK slopikliai
priklauso 1.4-dihidropiridino grupés junginiams, kurie yra placiai vartojami Kkaip
antihipertenziniai vaistai, maZinantys kraujo spaudimg (Rahman, Kopec, Anis, Cibere ir
Goldsmith, 2013). Nifedipinas ir isradipinas yra klasikiniai antihipertenziniai vaistai vartojami

serganciyjy Sirdies-kraujagysliy ligomis (Welzel ir Burger, 1990). Todél Siy vaisty vartojimas gali

13



turéti papildoma poveikj diferencijuojanioms lasteléms bei sanario kremzlés chondrocity
funkcijoms. Siame darbe buvo naudojami JVKK slopikliai — nifedipinas, isradipinas, oksalatas
(SR 33805), prieSingu veikimo mechanizmu pasiZymintys [VKK aktyvatoriai — BayK8644 ir
FPL64176, palyginimui panaudotas reik§mingo chondrogeninei diferenciacijai TRPV4 kalcio
kanalo (McNulty, Leddy, Liedtke and Guilak, 2015) slopiklis GSK2193874 bei endoplazminio
tinklo [Ca>] saugykly kanaly slopiklis ryanodinas, toliau vadinami kaip kalcio kanaly reguliatoriai.
Taip pat kalcio kanalams jtakos turi mechaninis spaudimas, kurj paprastai patiria ir sgnario
kremzlés audinys. Siekiant atkurti kremzlés audinio struktlirg yra naudojami jvairtis kremzlés
uZlastelinio uzpildo baltymy (pvz. chondroitino sulfato) lasteles jkapsuliuojantys karkasai, kurie
paskatina lasteliy chondrogenine diferenciacijg tridimensinéje erdvéje (Varghese 2008; Henrotin,

Mathy, Sanchez and Lambert, 2010).

Darbo tikslas — jvertinti kalcio kanaly reguliatoriy bei mechaninio spaudimo poveikj
vidulastelinio kalcio koncentracijai bei jy jtaka chondrogeninei diferenciacijai Zmogaus
mezenchiminése kamieninése lastelése ir kremzlés chondrocituose.

Atsizvelgiant | ateities perspektyvas, suplanuoti uZdaviniai:

1. Palyginti Zmogaus mezenchiminiy kamieniniy lasteliy, iSskirty i§ kauly Ciulpy ir
menstruacijy kraujo, bei chondrocity, iSskirty i§ sgnario kremzlés, fenotipg;

2. [vertinti kalcio kanaly reguliatoriy jtaka KCMKL ir chondrocity proliferacijai;

3. Palyginti skirtingy kalcio kanaly reguliatoriy jtaka vidulgstelinio kalcio kiekiui
KCMKL, MenMKL ir chondrocituose;

4. Jvertinti KCMKL, MenMKL ir chondrocity chondrogeninés diferenciacijos
priklausomybe nuo kalcio kanaly reguliatoriy;

5. [vertinti mechaninio spaudimo bei jtampos valdomy L-tipo kalcio kanaly reguliatoriy
nifedipino ir BayK8644 jtaka KCMKL, MenMKL ir chondrocity chondrogeninés
diferenciacijos pajégumui chondroitino sulfato-tiramino hidrogeliuose;

6. Ivertinti jtampos valdomy L-tipo kalcio kanaly reguliatoriy nifedipino ir BayK8644 bei
mechaninio spaudimo jtaka chondrogenez¢ nusakanciy geny raiSkai Zmogaus sanario
kremzlés eksplantuose.

7. Nustatyti kalcio kanaly reguliatoriy nifedipino ir BayK8644 jtaka azoto oksido

aktyvumui KCMKL ir chondrocituose;
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Kamieninés lgstelés

Kamieninés lasteleés (KL) yra nediferencijuotos, nespecializuotos lgstelés, gebancios
atsinaujinti, neribotai daugintis ir diferencijuotis j jvairius lgsteliy tipus. Tai yra viena pagrindiniy
lasteliy grupiy subrendusiame organizme, galinti diferencijuotis j daugiau nei 200 skirtingy
lasteliy tipy (Rajabzadeh, Fathi ir Farahzadi 2019; Madonna, 2016). KL yra reikalingos
embrioninio vystymosi metu, jy déka iSsivysto jvairis audiniai ir organai, taip pat KL yra svarbios
suaugusio Zmogaus organizmui, jo audiniams ir organams palaikyti (Zenke, 2017).

KL, priklausomai nuo jy diferenciacijy pajégumy yra skirstomos j kelis lasteliy tipus —
totipotentines, pluripotentines, multipotentines, oligopotentines ir unipotentines KL (Bacakova et
al., 2018).

Totipotentinés KL, tokios kaip apvaisintas oocitas, vadinamas zigota, gali diferencijuoti ]
bet kurj lgsteliy tipg randamg organizme (Madonna, 2016). Jos gali sudaryti tris pradinius
embriono gemalinius lapelius bei embriono iSsivystyme dalyvaujancius audinius, tokius kaip
placenta (Rajabzadeh et al., 2019; Zenke, 2017).

Pluripotentinés KL gali diferencijuoti j beveik visus Igsteliy tipus. Geriausias Siy lasteliy
pavyzdys yra embrioninés KL (EKL). EKL yra atsinaujinancios lgstelés, iSskirtos i§ vidinés
blastocistos lasteliy mases. D¢l didelio diferenciacijos ir proliferacijos pajégumo Sios lastelés yra
daug ZadanCios lasteliy terapijoje ir regeneracinéje medicinoje, ta¢iau mokslinius tyrimus riboja
etiniai klausimai (Bacakova et al., 2018; Rajabzadeh et al., 2019).

Multipotentinés KL turi daug mazesnj proliferacinj pajéguma nei dvi prie§ tai apraSytos
grupeés. Sioms lasteléms priklauso mezenchiminés KL (MKL) ir hematopoetinés KL (HKL), jos
gali diferencijuoti j ribotg kiekj lasteliy tipy. HKL randamos kauly Ciulpuose ir gali diferencijuoti
1 kraujo Iasteles per visg Zmogaus ar gyvino gyvenimo laikotarpj. Sios Iastelés yra svarbios, nes
gali papildyti trokstamus ar dingusius hematopoetinés ir imunologinés sistemos komponentus.
MKL gali diferencijuoti j ribotg kiekj lasteliy tipy, geba atsinaujinti ir randamos daugelyje
skirtingy audiniy ir organy tokiy kaip riebalinis audinys, kauly ciulpai, oda, periferinis kraujas,
virkStelés kraujas, kepenys, plauciai ir kiti (Bacakova et al., 2018). MKL gali diferencijuoti j kaulo,
raumeny, riebaly ir kai kuriuos kitus jungiamuosius audinius (Madonna, 2016; Mirzaei et al.
2018). Jos yra placiai naudojamos lasteliy terapijoje, transplantuojant lgsteles (Augello ir De Bari,
2010; Rajabzadeh et al., 2019).

Oligopotentinés KL pasiZymi dar silpnesniu diferenciaciniu pajégumu, geba diferencijuoti

tik j du lasteliy tipus (Bacakova et al., 2018).
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Unipotentinés KL lyginant su jau minétomis KL susilaukia maZiausiai démesio. Sios Igstelés
gali diferencijuoti tik | vieng lasteliy tipa, pavyzdZiui raumeny KL. Suaugusio Zmogaus kiine Sios
lastelés turi maZiausig diferenciacijos pajégumg, lyginant su kitomis KL (Rajabzadeh et al., 2019)

Dalinai diferencijavusios Igstelés yra vadinamos Igstelémis pradininkémis. Jos atsiranda kai
KL pradeda diferencijuoti tam tikra kryptimi, bei turi pereiti kelis diferenciacijos etapus kol tampa

visiSkai diferencijuota Igstele (Madonna, 2016).

1.2 Mezenchiminés kamieninés lastelés

Po audinio suZeidimo lgsteliy iSskiriami biologiniai signalai stimuliuoja MKL, kurios
aktyvuojasi ir dalinasi simetriSkai arba asimetriSkai bei migruoja j suZeidimo vietas regeneruoti
pazeistg audinj. MKL geba atsinaujinti ir diferencijuoti j labiau specializuotas lgsteles, tokias kaip
osteoblastai, chondrocitai ir adipocitai (Chen, Qu, ir Xiang, 2019). MKL naudojamos jvairiose
klinikinése studijose regeneruojant kauly ir kremzliy defektus (Lin et al., 2019). Lastelémis
paremtoje kremzlés regeneracijoje, MKL sulauke ypatingai daug démesio dél savo gana lengvo
prieinamumo, izoliacijos ir padauginimo (Lo Monaco et al., 2018). Chondrogenine kryptimi
diferencijuotos MKL sekretuoja proteoglikanus (PG), glikozaminoglikanus (GAG) ir kolagenus
(kuriy didZiaja dalj sudaro II tipo kolagenas), kurie yra esminiai kremzlés audinio komponentai.
Pagrindiniai augimo veiksniai svarbis kremzlés regeneracijai yra sekretuojami MKL bei priklauso
TGF-B Seimai (Lo Monaco et al., 2018; Mirzaei et al. 2018). MKL tinkamos alogeniniam
panaudojimui dél iSgaunamo gana didelio lgsteliy skaifiaus ir jy imunoreguliatoriniy savybiy
(Mirzaei et al. 2018).

MKL pasiZzymi imunosupresija, jos gali prislopinti tam tikras imuniniy Igsteliy, tokiy kaip
T, B ir NK lasteliy funkcijas — proliferacija, tirpiy veiksniy (citokiny) gamyba ir lastelinj
citotoksiSkumg. MKL siekiama panaudoti klinikinése studijose dél negaminamo, ar labai mazais
kiekiais gaminamo, audinio suderinamumo komplekso (angl. major histocompatibility complex,
MHC) I klasés antigeny ir labai silpnai gaminamy II klasés MHC antigeny, nepriklausomai nuo
MKL S$altiniy (Klingemann et al., 2008; Hass, Kasper, Bohm ir Jacobs, 2011). Imuninio atsako
reguliavimas gali sumaZinti kremzlés irimg, sergant tokiomis ligomis, kuriy metu
nekontroliuojamas imuninis atsakas yra zalingas (Lo Monaco et al., 2018; Mirzaei et al., 2018).

Siekiant pritaikyti MKL audiniy regeneracijai, svarbu gebéti nukreipti jas j pazeidimo vieta,
toks procesas vadinamas ,,homing*. PaZeisto audinio Igstelés gamina signalinés molekulés, kurios
aktyvuoja MKL, dé¢l ko padidéja CD44 pavirSiaus Zymens raiSka MKL pavirSiuje. Nustatyta, kad
suleidus MKL, iSskirty i§ vyresnio Zmogaus, | kraujagysle, maZesnis kiekis lasteliy pasieke
paZeidimo vietg, lyginant su i§ jauno Zmogaus iSskirtomis MKL. Taip pat, in vitro padauginus
peliy KCMKL, jos prarado gebéjima migruoti j suZeidimo vieta. Visy pasazy i§ jauno Zmogaus

iSskirtos MKL pasiZyméjo geresnémis galimybémis migruoti j paZeidimo vieta, lyginant su i
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vyresnio zZmogaus iSskirtomis MKL. Manoma, kad MKL sené¢jimas turi teigiamg poveikj
adipogenezei, bet neigiamg poveikj osteogenezei, kas lemia sumaZéjusias kauly formavimosi
galimybes. Tai patvirtinta ir in vivo tyrimai, kuriy metu nustatyta, kad senstant, kauly ¢iulpuose

buvo rastas padidejes riebalinio audinio kiekis (Lin et al., 2019).

1.2.1 Mezenchiminiy kamieniniy l3asteliy Saltiniai

MKL i8skyrimo budas, kultivavimas ir dalis savybiy priklauso nuo jy Saltinio. MKL lasteliy
ir jy Saltiniy jvairove ir galimybé placiai panaudoti, skatina jvairius tyrimus susijusius su MKL. Jy
savybés, tokios kaip beribis atsinaujinimas ir diferenciacinis pajégumas yra ypatingai svarbas
regeneracinéje medicinoje, taciau optimalus lasteliy Saltinis vis dar nerastas (Rajabzadeh et al.,
2019; Ren et al., 2016).

Zmogaus MKL pirma kartg identifikuotos kauly &ulpuose ir nors KCMKL yra laikomos
MKL standartu bei yra labiausiai iStirtos, invaziné bei skausminga procedura jas iSskiriant, kartu
su mazu iSskiriamy lgsteliy kiekiu iSlieka didZiausiais jy trikumais. Dél to naujy MKL Saltiniy
paieska yra vis dar aktuali (Chen et al., 2019). Véliau atrasti ir kiti MKL Saltiniai, tokie kaip
riebalinis audinys, placenta, virkstel¢, danties pulpa, periferinis ar menstruacijy kraujas (Hass et
al., 2011; Chen et al., 2019; Ren et al., 2016). Lasteles, iSskirtos i§ Siy audiniy gamina panasius
pavirS§iaus Zymenis, taciau turi ir tam tikry skirtumy. Pavyzdziui, MKL iSskirtos i§ Zmogaus
riebalinio audinio bei odos, Zymiai skyrési gebéjimu diferencijuoti adipogenine ir osteogenine
kryptimi (Mirzaei et al. 2018). Manoma, kad MKL supanti aplinka, audiniai, vadinamoji lasteliy
niSa, yra labai svarbus veiksnys lemiantis MKL savybes. MKL niSg sudaro jas supancios kitos
lastelés, uzlgstelinis uZpildas, kraujagysliy tinklas bei biocheminiai ir fiziniai veiksniai. Esant
normalioms salygoms, niSa palaiko MKL ramioje buisenoje bei neleidZia joms iSsieikvoti. Esant
stimuliacijai dél suzeidimo ar kity signaly, niSos pokyciai aktyvuoja MKL ir paskatina jy
proliferacija, diferenciacija ir migracijg. Sios aktyvuotos lastelés gali dalintis j dukterines MKL
arba pradéti diferencijuoti tam tikra kryptimi (Lin et al., 2019).
1.2.1.1 Kauly ¢iulpy MKL

KCMKL yra vienos svarbiausiy MKL, naudojamy jvairiy ligy terapijoje bei audiniy
regeneracijoje. Nustatyta, kad KCMKL negamina HKL budingy pavirSiaus Zymeny, tokiy kaip
CD34, CD14, CD45, CD11 bet gamina MKL budingus Zymenis CD105, CD73, CD44, CD90,
CD71 (Mirzaei et al. 2018; Pontikoglou et al., 2011).

KCMKL vis dar yra labiausiai tiriamos MKL bei laikomos ,,auksiniu® standartu. KCMKL
yra i§skiriamos i§ vidinés kaulo dalies — kauly Giulpy. I§skyrimas reikalauja KC biopsijos, kuri yra
skausminga ir gana sudétinga procedara. Taip pat, KCMKL turi tendencija prarasti savo
proliferacinj pajéguma priklausomai nuo donoro amZiaus. Pastebétas Zymus diferenciacinio

pajégumo susilpnéjimas kuomet donoras yra vyresnis nei 20 mety amziaus (Klingemann et al.,
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2008; Pontikoglou et al., 2011). Isskiriamy KCMKL kiekis yra nepastovus, manoma, kad i3 visy
i¥skiriamy lasteliy tipy, KCMKL sudaro tik 0,001-0,001 % lasteliy. (Hass et al., 2011; Augello ir
De Bari, 2010; Lin et al., 2019).

1.2.1.2 Menstruacijy kraujo MKL

I8 pradziy MenMKL buvo apibudintos kaip endometriumg regeneruojancios lgstelés. Véliau,
pastebéjus tokius privalumus kaip neinvazinis jy iSgavimas, didelis proliferacinis pajégumas,
Zemas imunogeniSkumas, MenMKL pradéta tirti labiau. MenMKL, i$skirtos i§ jauny ir sveiky
motery, geba dalintis kas 20 valandy, kas yra dvigubai grei¢iau nei KCMKL (vidutiniskai kas 40-
45 val.). MenMKL siejamos su gimdos gleivinés atsinaujinimu kiekvieno ciklo metu (Rossignoli
etal.,2013). Svarbu, kad MenMKL galima surinkti daug karty i$ tos pacios donorés, tai garantuoja
didelius maZo pasazo lasteliy kiekius. Net didéjant pasazy skaiciui, MenMKL proliferacijos greitis
nemazéja (Alcayaga-Miranda et al., 2015). Taip pat, jos pasiZymi pana$iu fenotipu ir savybémis
kaip ir KCMKL, jskaitant klasiking trijy krypciy diferenciacijg ir pavirSiaus Zymeny raiskg (Chen
et al., 2019). MenMKL gamina tokius pavirSiaus Zymenis kaip CD9, CD29, CD44, CD73, CD90,
CD105, MHC I, OCT-4, CD166, CXCR4. IS paminéty pavirSiaus Zymeny CD29, CD73, CD90,
CD105 yra priskiriami MKL. MenMKL taip pat negamina HKL budingy Zymeny bei HLA-DR
(Alcayaga-Miranda et al., 2015).

MenMKL yra placiai tiriamos priesklinikinése studijose ir daugelyje jy parodé teigiamg
poveikj siekiant iSvengti ar kontroliuoti jvairias ligas, tokias kaip kepeny ligos, diabetas, insultas,
Diuseno raumeny distrofija, kiauSidziy ligos, miokardo infarktas, ASermano sindromas,
Alzheimerio liga, tmios plauciy ligos, odos Zaizdos, endometrioze bei neurodegeneracinés ligos.
MenMKL gebéjimas diferencijuoti | skirtingy tipy specializuotas lasteles leidZia jas panaudoti
jvairiy audiniy regeneracijai. D¢l gery imunosupresiniy savybiy MenMKL galima suleisti
intraveniSkai, taip pat jos geba migruoti j uZdegimo ar suzeidimo vietas. Nors vis daugéja tyrimy
su MenMKL, vis dar néra nustatyta kiek ilgai jos gali iSgyventi svetimame kiine, taip pat
nezinomas jy ilgalaikis patikimumas (Chen et al., 2019).

1.2.2 Kamieninés lastelés regeneracinéje medicinoje

Poreikis atstatyti ar pakeisti paZeista audinj nuolatos auga dél nuo amZiaus priklausomy ir
kity degeneraciniy ligy, augliy ar traumy. Siekiant regeneruoti audinj yra tiriamos jvairios Iastelés.
Diferencijuotos tam tikro audinio Igstelés jau turi tinkamg fenotipg bei geba atlikti norimas
biologines funkcijas tokias kaip uZlgstelinio uZpildo gamyba, tam tikry signaliniy molekuliy
sekrecija bei tinkamai sgveikauti su Salia esaniomis lagstelémis ir audiniais. Taliau jau
diferencijuoty lasteliy panaudojimas audiniy regeneracijoje yra daznai ribotas dél silpnesnio

proliferacinio pajégumo ir dediferenciacijos pas¢kmiy dauginant in vitro. D¢l to KL laikomos
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turin¢iomis daugiau privalumy nei diferencijuotos Iastelés, jos turi didesnj proliferacinj pajéguma
bei iSlaiko savo fenotipg gausinant vienasluoksnio kultiiroje (Bacakova et al., 2018).

Daugiau nei 60 mety pagrindiné KL terapijos kryptis buvo HKL panaudojimas jvairiems
genetiniams ir hematologiniams sutrikimams gydyti (Rajabzadeh et al., 2019). Taciau KL
panaudojimas audiniy inZinerijoje susilaukia vis daugiau démesio. Viena pagrindiniy
regeneracinés medicinos ir audiniy inZinerijos krypciy yra paveldéty, po traumos atsiradusiy ar
degeneracinio kaulo, sgnario ar kremzlés pazeidimy gydymas (Klingemann, Matzilevich ir
Marchand, 2008). MKL terapija yra puiki alternatyva su daug Zadanciais terapiniais privalumais,
atkuriant paZeistos kremzlés struktiirg ir funkcijas. Terapijoje MKL daZniausiai naudojamos dviem
budais. Pirmasis — SvieZziai iSskirtos MKL gali buti transplantuojamos tiesiai j paZeista audinj, kur
in vivo diferencijuoja, tampa reikiamo audinio Igstelémis ir parakriniSkai skatina aplinkines
lasteles gaminti uZlgstelinio uZpildo baltymus. Antras — i§skyrus MKL, su jomis atliekamos tam
tikros manipuliacijos in vitro ir tik tuomet implantuojamos. Daugelyje atvejy MKL yra dalinai
diferencijuojamos, siekiant paskatinti tam audiniui budingg diferenciacija. Siekiant | paZeidimo
vietg pristatyti KL yra naudojamos tiesioginés injekcijos. Pagrindinis tiesioginiy injekcijy
privalumas yra procedtiros paprastumas, taciau §i procediira yra naudinga tik pradinése kremzlés
paZeidimo stadijose, kadangi injekcijos metu suSvirkStos lgstelés gali neiSsilaikyti paZeidimo
vietoje Zmogui judant (Lo Monaco et al., 2018). Be tiesioginés MKL injekcijos, tiriami btudai
lasteles pristatyti | paZeidimo vieta naudojant suyrancius karkasus (Lin, Sohn, Shen, Langhans ir
Tuan 2019). | sanarj suleidus MKL pastebétas simptominis pageréjimas, kuris, manoma, yra
susijes su teigiamu MKL poveikiu gydant osteoartritg (OA) (Klingemann et al., 2008).
kad lagsteliy terapija gali padéti regeneruoti kremzlés audinio paZeidimus. Tam tikros
pluripotentinés ir multipotentinés KL populiacijos yra laikomos galimomis kandidatémis KL
paremtoje kremzlinio audinio regeneracijoje. EKL, kaip pluripotentinés lastelés, pasiZymi
didesniu diferenciaciniu ir proliferaciniu pajégumu nei MKL, tod¢l manoma, kad EKL
panaudojimas audiniy inZinerijoje biity tinkamesnis. Taciau MKL, prieSingai nei EKL, nekelia
papildomy etiniy klausimy ar imunologiniy problemy, kadangi gali bti iSgaunamos iS recipiento.
Vienas i§ EKL minusy regeneracinéje medicinoje yra tai, kad recipientas daZnai turi vartoti
imunosupresantus, nes EKL daZniausiai bina alogeninés. Alogeninémis vadinamos lastelés, kai
recipientas ir donoras yra skirtingi Zmonés, o autogeninémis Igstelémis — kai donoras ir recipientas
yra vienas Zzmogus. Nekontroliuojamos EKL diferenciacijos taip pat gali sukelti jvairiy problemy.
Transplantuotos EKL gali formuoti teratomas (Madonna, 2016). IS multipotentiniy KL
populiacijy, vienas daZniausiai naudojamy 3altiniy yra KCMKL, kurios tirtos jvairiuose mazy ir

dideliy gyviny modeliuose (Lo Monaco et al., 2018). | kremzl¢ panaSaus audinio susiformavimas
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buvo pastebétas paveikus Suny kremzlés defekta autologinemis KCMKL, o 1 Ziurkeés kelj
persodinus didelio tankumo KCMKL ir fibrino agregatus pastebétas visiskas igijimas (Lin et al.,
2019; Pontikoglou, Deschaseaux, Sensebé ir Papadaki 2011).

Nors teigiama, kad KCMKL turi privalumy regeneneruojant kremzle, sudétinga procediira
jas iSgaunant skatina ieSkoti alternatyviy KL Saltiniy. Dideli kiekiai riebalinio audinio MKL gali
bati lengvai iSgaunami po riebaly nusiurbimo operacijos. Atlikti tyrimai parodé¢ sékmingg
kremzlés formavimasi po riebalinio audinio MKL injekcijos } kelio sanarj triuSiams. Taciau,
riebalinio audinio MKL, lyginant su KCMKL turi Zymiai mazesnj osteogenings ir chondrogeninés
diferenciacijy potencialg in vitro ir in vivo (Lo Monaco et al., 2018). Svarbu paZymeti, kad
dauguma moksliniuose tyrimuose naudojamy MKL yra iSskiriamos i§ pooperaciniy paZeisty ar
nereikalingy audiniy, i§ pacienty, kurie daZniausiai serga kauly ar sgnariy ligomis tokiomis kaip
OA. Vis dar nezZinoma kokig jtakg tam tikros ligos turi MKL savybéms, dél to labai svarbu atskirti
eksperimentus atliktus su sveiko paciento MKL nuo serganciojo MKL (Lin et al., 2019).

Nepaisant daug Zadancio chondrogeninés diferenciacijos potencialo in vitro, MKL
pritaikymas kremzlés regeneracijoje vis dar turi keleta sunkumy. Auginimo terpés papildymas
jvairiais augimo veiksniais, dideliy ir pasikartojanciy doziy naudojimas, Zymiai padidina KL
terapijos kaing bei gali sukelti Salutiniy poveikiy (Lo Monaco et al., 2018; Mirzaei et al. 2018).
1.3 Zmogaus sanario kremzlé

Sanario kremzlé yra unikalus daugiafunkcinis audinys, puikiai prisitaikes atlaikyti
mechaninj spaudimg (Akkiraju ir Nohe, 2015). Sgnario kremzl¢ atlieka vienas svarbiausiy sgnario
funkcijy bei yra esminé kiino judéjime. Suaugusiyjy sgnario kremzlés sudarytos i§ sudétingo,
daugiasluoksnio audinio, kurj sudaro 95% uZlgstelinio uZpildo ir tik 5% pavieniai chondrocitai
(Decker, Koyama ir Pacifici, 2016; Musumeci, 2016). UZlastelinis uZpildas sudarytas i§ II tipo
kolageno ir PG (Lee, Grad, Wimmer ir Alini, 2006). Kolagenai yra dazniausios makromolekulés
uzlgsteliniame uZpilde, sudarancios net 60% kremzlés sauso svorio. PG, antra pagal dydj grupé
makromolekuliy, yra stipriai glikozilinti baltymy monomerai, atspartis spaudimo jégoms dél
sajungos su vandeniu (Lo Monaco et al., 2018; Akkiraju ir Nohe, 2015; Musumeci, 2016). Kartu,
Sios makromolekulés sukuria pagrindines ir fundamentalias biomechanines sgnario kremzlés
savybes — stangrumg ir smuginj tagsumg (Decker et al., 2016). Nepaisant, kad chondrocitai sudaro
tik 5% kremzlés audinio, jie yra batini kremzlés funkcijai ir homeostazei (Akkiraju ir Nohe, 2015).
Sios Igstelés yra jautrios mechaniniam poveikiui ir atsakingos uZ uZlgstelinio uZpildo gamyba,
taCiau jo kaitos laikas néra tikslus ir aiSkus. PG kaita uzima mazdaug 25 metus, o kolageno
puslaikis svyruoja tarp keliy deSimtmeciy iki 400 mety (Akkiraju ir Nohe, 2015). Kremzlés

audinys neturi kraujagysliy, kas i§ dalies paaiSkina silpng gebéjimg regeneruoti esant suZeidimui.
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Deél kraujagysliy trakumo chondrocitai yra priklausomi nuo maistiniy medZiagy ir metabolity
difuzijos nuo sgnario pavirSiaus (Lo Monaco et al., 2018; Akkiraju ir Nohe, 2015; Lee et al., 2006).

Mechaninis poveikis stimuliuoja sgnario kremzlés chondrocitus ir indukuoja uzlgstelinio
uzpildo molekuliy gamyba, taip palaikant audinio vientisumg. Mechaniniai signalai reguliuoja
biocheminj aktyvuma, kurio metu lastelés fizinius stimulus pavercia elektriniais atsakais, Sis
reiSkinys vadinamas mechanotransdukcija. Kremzlés spaudimas sukelia sudétingus pokycCius
audinyje, tokius kaip uZpildo ir lasteliy deformacija, hidrostatinis ir osmotinis slégis, skysciy
judéjimas, jony koncentracija. | Siuos pokycCius reaguoja mechanoreceptoriai, tokie kaip
mechaniniam poveikiui jautr@is jony kanalai ir integrinai, esantys lgsteliy pavirSiuje. Chondrocity
membranose esantys kanalai ir jy funkcijos néra pilnai iStirti, kadangi daugelis kanaly atlieka
daugiau nei viena funkcija ir tai labai apsunkina mokslininky darba (Mobasheri et al., 2019). Siy
mechanoreceptoriy aktyvavimas pradeda vidulgsteling signalinimo kaskadg, kuri lemia naujo

audinio ar jo komponenty gamybga (Musumeci, 2016).

Kolagenas
Pavir§iaus zona =
Pereinamoji zona Y 3
Gilioji zona
Kalcifikuota
kremzlé
Pokremzlinis
kaulas

1 pav. Sveikos sgnario kremzlés struktiira.

Sanario kremzlés audinys yra daugiasluoksnis, jj sudaro pavirSiaus, pereinamoji ir gilioji
zonos. 1 pav. pavaizduota sveikos sgnario kremzlés struktira ir jai budingas chondrocity
iSsidéstymas (Gadjanski, Spiller ir Vunjak-Novakovic, 2012). Suaugusio Zmogaus sgnario
kremzlés pavirSiaus zong sudaro tankus uZlastelinis uzpildas ir iSilgéje mazi chondrocitai, kurie
gamina lubrikantus ir suteikia audiniui labai svarby atsparuma trinciai. Pereinamoje kremzlés
zonoje chondrocitai yra apvalis ir didesni nei pavirSiaus zonoje. Sioje zonoje chondrocitai gamina,

kaupia ir palaiko visas kremzlés uZpildui budingas molekules, jskaitant II tipo kolageng ir
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agrekang, taip uZtikrina audiniui buting biomechaninj atsparumg. Giliausiame sluoksnyje
chondrocitai dazniausiai yra dar didesni nei viduriniajame, taip pat prisideda prie uzpildo gamybos
bei yra atsakingi uZz sgveikas su pokremzliniu kaulu (Decker et al., 2016). Giliosios zonos
chondrocitai yra galutinai diferencijave ir aktyviai gamina X tipo kolagena (Akkiraju ir Nohe,
2015). Senstant, chondrocity kiekis virSutiniame kremzlés sluoksnyje mazéja, atitinkamai didéjant
ju kiekiui giliausiame kremzlés sluoksnyje. D¢l to mazéja uzpildo hidratacija, padidéja stingumas.
Tokie pokyciai senstant gali prisidéti prie degeneraciniy ligy, tokiy kaip OA, atsiradimo (Akkiraju
ir Nohe, 2015).

13.1 Osteoartritas

Pasikartojantys kremzlés suZeidimai gali sukelti vietinius defektus ar chroniskg
degeneracijg. Galimi daliniai arba pilno kremzlés sluoksnio defektai. Galiausiai kremzles defektai
sukelia su judéjimu susijus; skausmg, patinima, daZniausiai sumaZina galimybe judéti ir
progresuoja } OA (Lo Monaco et al., 2018; Lee et al., 2006). OA yra sudétinga liga, apimanti visus
sgnario audinius (Gratal et al., 2019). Ja daZniausiai lemia sgnario suZeidimas, nutukimas bei
senyvas amzius. OA pagrindiniai simptomai yra chroniSkas skausmas, sgnario nestabilumas,
nepaslankumas (Chen et al., 2017; Peters, Akhtar, Comerford ir Bates, 2018).

OA sgnario kremzléje esantys chondrocitai gamina jvairius uzdegiminius veiksnius, tokius
kaip interleukinas-1 (IL-1), augliy nekrozeés veiksnys-a (TNF- a), prostaglandinai ir azoto oksidas
(NO). NO stabdo kremzlés audiniui svarbiy proteoglikany ir kolageno sintezg, aktyvuoja
metaloproteinazes bei chondrocity apoptoz¢ (Abramson, 2008; Uzieliene et al., 2019).

Siuo metu néra vaisty, kurie efektyviai gydyty kremzlés defektus. Siekiant iSvengti kremzlés
suZzeidimo progresijos | OA gali buti pritaikyta lgsteliy terapija. Lasteliy terapijoje gali buti
naudojamos vienos lastelés, tiek chondrocitai, tieck MKL, kokulttiros ar kombinacija su jvairiais
karkasais ir augimo veiksniais. Nors MKL ir chondrocitai yra tinkamos Igstelés terapijai, taiau
vis dar reikalingas jy optimizavimas. Naudojant chondrocitus, reikalingas jy padauginimas in
vitro, kadangi i§ audinio iSgaunamy chondrocity kiekis yra per mazas transplantacijai (Vinod,
Kachroo, Sathishkumar ir Boopalan, 2018). Taciau tai daZniausiai neZada ilgalaikiy klinikiniy
sprendimy (Lo Monaco et al., 2018). Siuo metu be skausmo valdymo ir paskutiniy stadijy
chirurginiy intervencijy, vis dar nerasta efektyviy terapijy gydyti OA (Chen et al., 2017).

13.2 Mechaninio spaudimo jtaka kremzlei

Mechanobiologija yra auganti mokslo sritis, jungianti biologijg ir inZinerija, kuri tiria
biomechanikg ir judéjimo jtaka lasteliy morfologijai ir funkcijoms. Pagrindinis tiriamasis yra
mechanotransdukcija, molekulinis mechanizmas, kuriuo lastelés reaguoja | mechaninj poveikj.
Sanario kremzlés vystymasis in vivo yra veikiamas mechaninio poveikio. Supratus MKL

skatinimg diferencijuoti chondrogenine kryptimi mechaninio poveikio pagalba stipriai palengvéty
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audiniy inZinieriy darbas, kuriy tikslas yra sukurti funkcionalia kremzl¢ su tinkamomis
mechaninémis savybémis (Musumeci, 2016).

Sanario kremzlé nuolatos patiria mechaninj spaudimg. Zmogaus klubo sgnarys stovéjimo
metu patiria 1 MPa spaudimg, vaikStant apie 0.1-4 MPa bei iki 20 MPa stojantis nuo keédés ar
audiniui, jskaitant kremzlés deformacijg, hidrostatinj spaudimg, osmotinj spaudimg, maistiniy
medZiagy ir jony koncentracijy gradientus bei pH pokycius (Lee et al., 2006). Dinaminio spaudimo
jtaka gali veikti per jvairius veiksnius, tokius kaip skysCiy tekme, audinio ir Igsteliy deformacija
ir hidrostatinis spaudimas. Audiniuose, spaudimo sukeltas skysCiy judéjimas gali stimuliuoti
maistiniy medziagy ir augimo veiksniy perneSimg (Dolzani et al., 2019; Liu et al., 2016). Tuo
metu, kai kremzl¢é yra spaudZiama, susidaro pasiprieSinimas skysc¢iy judéjimui, dél ko susidaro
hidrostatinis slégis. Mechaniné stimuliacija geba aktyvuoti jvairius lastelés membranoje esancius
jony kanalus ir neSiklius. Chondrocity mechanotransdukcija prasideda sgveikaujant lgstelés
membranai ir uZlgsteliniam uZpildui (Dolzani et al., 2019). Pastebéta, kad mechaninis spaudimas
paveikia chondrocity membranoje esancius jony kanalus, kurie mechaninj signalg vercia jvairiais
cheminiais signalais ir gali paveikti chondrocity diferenciacijq, proliferacijg ir uzlgstelinio uZpildo
gamybg (Liu et al., 2016). PavyzdZiui, pastebimas kalcio jony [Ca*] padidéjimas po lastelés
deformavimo, trinties ar hidrostatinio spaudimo. Taip pat, esant nifedipinui, specifiniam kalcio
kanaly inhibitoriui, sulétéja spaudimo sukelta proliferacija ir chondrocity brendimas (Lee et al.,
2006).

Mechaninis spaudimas be abejonés yra vienas svarbiausiy veiksniy sgnario kremzlés audinio
inZinerijoje. Nustatyta, kad dinaminis spaudimas (0.5-1 MPa), fiziologiniu daZnumu (0.01-1 Hz)
gali stimuliuvoti kolageno, PG ir fibronektino biosintez¢. Taip pat pastebéta, kad mechaninis
poveikis pagerina uZzlgstelinio uZzpildo gamyba naudojant karkasuose iSsétus chondrocitus.
Naudojant chondrocitus ir agarozés gelj, bei dinaminj spaudimg (3% apkrova, 0.01-1 Hz per 10
valandy) PG sintezé padidéjo 6-25%. Naudojant 15% apkrova, 1 Hz daznj, giliojoje zonoj esanciy
chondrocity GAG sintezé padidéjo 50%, bei 40% padidéjo pereinamosios zonos chondrocity
proliferacijos pajégumas. Pastebétas 2 karty padidéjimas PG ir 3 karty kolageno gamyboje
naudojant agarozes gelio konstruktus bei protarpinius spaudimus (apie 10% apkrova 1 Hz dazniu,
3 ciklai per dieng, 5 dienas per savait¢) keturias savaites. Manoma, kad ilgalaikéms kultGroms
reikalingas labai maZas stimuliacijos kiekis norint pastebéti reikSminga pokytj jy biocheminése ir
biomechaninése savybése. Chondrocitais uZséti peptidy geliai, mechaniSkai veikti kas antrg dieng
(45 min, 2.5% apkrova, 1 Hz daznumu, 4 kartus per dieng) turé¢jo 22% daugiau GAG, lyginant su
mechaniskai neveiktomis kontrolémis po 39 dieny. Taip pat, naudojant chondrocitais uZsétus

kalcio fosfato karkasus, buvo nustatyta, kad uztenka vos 6 minuciy 5% apkrovos, 1 Hz dazniu per
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dieng, kad 40% padidéty kolageno ir 30% PG kiekis po keturiy savai€iy. Hidrostatinis spaudimas
(5 MPa) chondrocitams, i$sétiems agarozés gelyje 4 kartus padidino agrekano ir 50% II tipo
kolageno mRNR kiekius bei paskatino PG gamybg (Lee et al., 2006).

Mechaninis spaudimas taip pat gali turéti neigiama jtaka ir prisidéti prie kremzlés audinio
degeneracijos, ypac sergant OA (Liu et al., 2016).
14 Vidulastelinio kalcio jonai

Vidulastelinio [Ca»] osciliacijos yra vienas i§ molekuliniy chondrocity atsakymy j
mechaninj poveikj, jskaitant spaudimg, skysCiy tékme, hidrostatinj spaudima, elektrinj veikima.
[Ca~] yra ypatingi, kadangi jie gali ne tik keisti membranos potenciala, bet ir atlikti signaliniy
molekuliy darbg (Tan et al., 2019). Membranos potencialas yra elektrinio potencialo skirtumas
tarp Igstelés vidaus ir iSores. UZlgstelinio [Ca>»] koncentracija yra tikstanciais karty didesné nei
vidulgstelinio [Ca>] koncentracija fiziologinémis saglygomis. Lastelés geba keisti savo membranos
potencialg reguliuojant jony kanalus ir pompas (Atsuta, Tomizawa, Levin ir Tabin, 2019). [Ca~],
kaip signaliné molekulé¢, geba aktyvuoti kelis signalinius kelius, tokius kaip
kalmodulino/kalcineurino ir PKC/MAPK, bei yra svarbus jvairioms biologinéms Iasteliy
funkcijoms, tokioms kaip adhezija, metabolizmas, sekrecija, proliferacija ir apoptozé (Atsuta et
al., 2019; Lv et al., 2018).

Pastebéta teigiama koreliacija tarp [Ca>] signalinimo ir uZlgstelinio uzpildo sintezés esant
mechaniniam spaudimui. Manoma, kad [Ca*] osciliacijy manipuliacijos gali turéti jtakos
uZlgstelinio uzpildo gamybai bei OA vystymuisi. Viena i§ chondrocity disfunkcijos prieZasciy gali
bati padidéjes [Ca~] signalinimas sergant OA, tode¢l [Ca>] kanaly inhibicija biity vienas iS terapijos
budy prie§ OA. Vidulastelinis chondrocity, iSskirty i§ OA kremzlés audinio, pH ir [Ca>] atsakas }
mechaninj poveikj yra kitoks nei chondrocity, i$skirty iS sveikos kremzlés (Mobasheri et al., 2019).

Sergant OA, kalcio fosfato kristalai kaupiasi kremzlés audinyje bei gali turéti jtakos
vidulastelinio [Ca~] kiekiui ir osciliacijoms chondrocituose, kurie yra valdomi jvairiais kalcio
kanalais. Taip pat, kity jony (ne [Ca»]) moduliacijos gali turéti jtakos vidulastelinio [Ca>] kiekiui
bei prisidéti prie OA vystymosi (Mobasheri et al., 2019).

14.1 Kalcio kanalai

[Ca~] | lastelés citozolj patenka dviem keliais — i§ uZlastelinés aplinkos ir i§ vidulasteliniy
[Ca~] saugykly, tokiy kaip endoplazminis tinklas (ET) (Soldatov, 2012). Skirtingi chondrocity
membranoje esantys [Ca>] kanalai, tokie kaip laikino potencialo receptoriai (angl. transient
receptor potential, TRP), mechaniniam poveikiui jautr@is kanalai ir jtampos valdomi kalcio kanalai
(IVKK), gali bati aktyvuoti jvairiy fiziniy stimuliacijy ir paskatinti uzlgstelinio [Ca~] jtekéjima |
lastele per milisekundes. Osmotinis slégis gali paskatinti [Ca~] jtekéjimg j chondrocitus per TRP

kanalus. Manoma, kad TRP yra susij¢ su OA, iStirti sgnario kremzlés chondrocitai i§ OA sergancio
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paciento kelio sgnario, tur¢jo jvairius TRP jony kanalus. TRPV4 (vienas i§ TRP kanaly, priklauso
V subSeimai, 4 narys) yra svarbus chondrocity mechanotransdukcijos keliy komponentas bei
skatina ankstyvojo chondrogenezés geno Sox9 gamyba (Mobasheri et al., 2019). Katijony
koncentracijos pokytis gali paskatinti [Ca>] ar kity jony kanaly, esan¢iy plazminéje membranoje
atsidarymg. Visi Sie mechano-elektrocheminiai stimulai gali bati atsakingi uz [Ca*] signalinimg
kremzlés audinyje. Taip pat, mechaninis poveikis skatina laisvo [Ca»] konvekcijg ir difuzijg
uZlgsteliniame uZpilde. D¢l neigiamo kriivio uZlgsteliniame uZpilde, [Ca>] gali bati kaupiamas
kremzlés audinyje (Lv et al., 2018).

Vykstant MKL chondrogeninei diferenciacijai, [Ca~] atlieka labai svarby vaidmenj
reguliuojant lasteliy funkcijas. Nors [Ca] gali patekti j Iasteliy vidy déka jvairiy kalciui specifiniy
nesikliy, [VKK sukeélé daug susidoméjimo dél jy sarySio su mechaniniu poveikiu (Bernotiene et
al., 2019). JVKK atidarymas lemia [Ca>] antpladj  lasteliy vidy pagal elektrocheminj gradientg.
Tai suZadina daug nuo [Ca>] priklausomy procesy, tokiy kaip geny transkripcija, neurotransmiteriy
atpalaidavimas bei nuo kalcio priklausomy fermenty aktyvacija. Kadangi JVKK yra pagrindiniai
[Ca~] patekimo Saltiniai, daroma prielaida, kad jie dalyvauja geny reguliacijoje. Kita vertus,
ilgalaikis didelis [Ca>] kiekis yra nuodingas lgsteléms. Siekiant apsaugoti Igsteles nuo [Ca]
pertekliaus esant ilgalaikei membranos depoliarizacijai, [VKK turi inaktyvacijos mechanizmus
(Simms ir Zamponi, 2014).

JVKK yra skirstomi } dvi pagrindines kategorijas — aktyvuojamus aukStos jtampos (angl.
high voltage-activated, HVA), kurie atsidaro esant didelei membranos depoliarizacijai ir
aktyvuojamus Zemos jtampos (angl. low loltage-activated, LV A), kurie atsidaro esant maZesniems
jtampos pokyCiams. 2 pav. pavaizduota JVKK struktiira su jai priklausanciais subvienetais
(Hannon ir Atchison, 2013). HV A kanalai sudaryti i$ baltymy kompleksy bei skirtingy subvienety.
CaVal subvienetas yra pagrindinis, porg formuojantis bei lemiantis [Ca>] kanalo subtipg (Tan et
al., 2019). Egzistuoja trys pagrindinés CaVal subvieneto Seimos (CaV1, CaV2, CaV3), kiekviena
turi po keletg nariy, kurie pasiZymi skirtingomis savybémis ir yra randami skirtinguose audiniuose
ir lasteléese. CaV1 kanaly Seima koduoja jvairius L-tipo kanalus. L-tipo kalcio kanalai buvo
pirmieji nustatyti JVKK, reguliuojantys geny transkripcija, o jy agonistai ir antagonistai
atitinkamai skatina ir slopina tam tikry geny transkripcija (Simms ir Zamponi, 2014). L-tipo [JVKK
taip pat rasti skirtingy rasiy ir Saltiniy MKL. Funkcionalas $io tipo kanalai yra gaminami mazdaug
15 % nediferencijuoty KCMKL, o [Ca-] pateikimas pro JVKK turi jtakos KCMKL savybéms (Tan
et al., 2019).
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2 pav. VKK strukttira su skirtingais subvienetais. A — kanalo ir jo subvienety iSsidéstymas lgstelés membranoje. B —
pora formuojan€iy a1 subvienety skirstymas. C — pagalbiniy subvienety skirstymas.

14.1.1 Kalcio kanaly reguliatoriai

1 4-dihidropiriding (DHP), tokiy kaip verapamilis, nifedipinas ir kt. atradimas ir
panaudojimas kaip vaisty, maZinan¢iy kraujospudj, buvo svarbus Zingsnis medicinoje. Nustatyta,
kad jie blokuoja Sirdies ir kraujagysliy kalcio kanalus, kartu atrastas ir terminas kalcio kanaly
antagonistas (Dolphin, 2018). Jy déka galima reguliuoti vidulastelinio [Ca>] kiekj bei Iasteliy
funkcijas. Kadangi padidéjes kraujospudis daZzniausiai pasireiSkia kartu su OA, Siy vaisty
vartojimas taip pat gali turéti jtakos ir OA (Bernotiene et al., 2019). Manoma, kad tam tikri [Ca>]
kanaly antagonistai gali turéti teigiamg Salutinj poveikj gydant OA (Mobasheri et al., 2019). Taip
pat svarbu, kad [Ca~] jtekéjimas | Iastelés vidy gali buti paskatintas sintetiniais [VKK agonistais
BayK8644 ir FPL64176 (Tan et al., 2019). Tiek kalcio kanaly agonistai, tiek antagonistai leido
mokslininkams tirti kalcio kanaly funkcijas jvairiuose audiniuose (Dolphin, 2018).

Tai, kad nifedipinas slopina ankstyvajj kremzlés Zymenj Sox9 leidZia manyti, kad L-tipo
IVKK yra svarbiis ankstyvosiose chondrogenezés stadijose (Tan et al., 2019). Vélesnémis
stadijomis nifedipinas turéjo silpnesnj poveikj [Ca>] kiekiui bei chondrogenezei. Manoma, kad kiti
[Ca>] kanalai gali bati atsakingi uz [Ca»] patekimg vélesnémis chondrogeninés diferenciacijos
stadijomis (Atsuta et al., 2019; Simms ir Zamponi, 2014). Tiriant Ziurkiy KCMKL ir JVKK jtaka
jy proliferacijai, pastebéta, kad kanaly blokavimas nifedipinu sulétino KCMKL proliferacija (Tan
etal.,2019). Taip pat nustayta, kad nifedipinas skatina NO aktyvuma KCMKL ir chondrocituose,

kuris turi jtakos OA kremzlés audiniui bei uzlastelinio uZpildo gamybai (Uzieliené et al., 2019).

1.5 Hidrogeliy panaudojimas chondrogeninei diferenciacijai
Tradiciskai, audiniy inZinerija susideda i trijy pagrindiniy komponenty — karkasy, lasteliy

ir signaliniy veiksniy. Signalinius veiksnius sudaro jvair@is citokinai, augimo veiksniai ir kitos
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reguliatorinés molekulés, kurios reguliuoja lasteliy metabolizmg, tafiau tokiems spaudimg
patiriantiems audiniams, kaip sgnario kremzlé, mechaninis poveikis taip pat svarbus norint
palaikyti funkcionaly audinj (Lee et al., 2006). DaZznai karkasai gali atlikti 1asteliy perneSimo
darbg, tarnauti kaip jvairiy veiksniy saugykla, kaip uZpildas ar kaip audinio pavyzdys vykdant
audinio regeneracijg. Idealus karkasas, naudojamas audiniy inZinerijoje turi nebiti nuodingas
audiniui, } kurj yra jterpiamas, turi palaikyti normaly Iasteliy aktyvuma, leisti Igsteléms
proliferuoti, gaminti uzlgstelinj uzpilda, jei reikia, leisti formuotis kraujagysléms po keliy savaiciy
nuo jo jtvirtinimo bei turéti tinkamas mechanines savybes, pory dydj ir pasiZyméti biodegradacija
in vivo (Lin et al., 2019).

Karkasas tarnauja kaip laikinas uZlgstelinis uZpildas, kol Igstelés subresta ir pagamina savo
uzpilda, kuris pakeiCia karkasg. Tarp daug sukurty karkasy, hidrogeliai susilauké daugiausia
démesio dél jy universalumo ir strukttriniy panaSumy j uZlastelinj uzpilda, tokiy kaip didelis
vandens kiekis, gebéjimas suirti, tinkamas pory dydis ir biosuderinamumas. Siekiant sumazinti
nepatogumus implantuojant karkasus | pazeidimo vieta, atrasti suleidZiami hidrogeliai. Sie
karkasai gali bati uZpildyti chondrocitais ar MKL (Li et al., 2019). Nors chondrocitais hidrogelyje
pagrista audiniy inZinerija yra daug Zadanti, iSkyla keletas jos apribojimy. Pirmasis, chondrocity
surinkimas turi bati atlieckamas i§ sveikos kremzlés audinio bei ilgg laikg kultivuojamas in vitro.
Antra, autologiné chondrocity terapija yra beveik neefektyvi vyresnio amziaus pacientams dél
mazo chondrocity bioaktyvumo ir proliferacinio pajégumo (Li et al., 2019). Chondrogeninés
diferenciacijos pajégumas ir uzlgstelinio uzZpildo baltymy gamyba gali bati paskatinti naudojant
MKL ir biomedziagas 3D karkasuose. 3D sistema Siuo metu yra placiausiai naudojama vykdant
MKL chondrogenezg, taip pat naudojamos kokulttros kartu su chondrocitais. Daznai papildomai
naudojami augimo veiksniai, tokie kaip insulino augimo veiksnys (IGF), fibroblasty augimo
veiksniy (FGF) ar transformuojanciy augimo veiksniy 3 (TGF- 8) Seimos nariai (Lo Monaco et
al., 2018; Mirzaei et al. 2018).

Lasteles gali buti maiSomos su didele jvairove nattraliy ir sintetiniy biomedZiagy, siekiant
palaikyti ir paskatinti kremzlés regeneracija. Tyrimai su MKL karkasuose regeneruojant kremzlés
audinj yra atliekami ir in vivo. IS daugelio skirtingy karkasy, daZniausiai naudojami hidrogeliai,
kuriy jungiamoji medZiaga brinksta vandenyje.

Hidrogeliai susilauké daug démesio dél jy galimybés homogeniSkai paskirstyti lasteles 3D
aplinkoj bei reikalingy minimaliy invaziniy procedtry. SuleidZiami hidrogeliai gali bati
suleidZiami | paZeidimo vietg neinvaziniu ar maZai invaziniu budu. Jie geba ne tik jkapsuliuoti
lasteles, bet ir pernesti bioaktyvias molekules, atsiradusias dél mechaninio stimulo. Hidrogeliai
gali bati naudojami vaisty pristatymui j reikiamas vietas, Zaizdy gydymui ir audiniy inZinerijai (Li

et al., 2019). Nataralts hidrogeliai daZniausiai sudaryti i§ polisacharidy tokiy kaip chitozanas,
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hialurono ragstis, alginatas ir agaroz¢ yra tiriami siekiant pritaikyti kremzlés regeneracijoje.
Hialurono ragsties hidrogeliai su MKL S§iuo metu yra vieni i§ labiausiai tiriamy kremzlés
regeneracijai. Lyginant alginato, hialurono rtgsties ir chitozano hidrogelius sumaiSytus su
virkstelés kraujo MKL, hidrogelis i§ hialurono rtigsties parodé geriausius rezultatus, vertinant tiek
mikroskopiskai, tiek histologiSkai, atkuriant kremzl¢ Ziurkése. Kolagenas, randamas nattralioje
sgnario kremzléje, placiai naudojamas prieSklinikiniuose tyrimuose su gyvunais kaip MKL
karkasas. Kolageno ir KCMKL miSinys visiskai i§gydé paZeista kremzlés audinj kiaulés modelyje
(Lo Monaco et al., 2018; Augello ir De Bari, 2010).

Silpnos nattiraliy hidrogeliy mechaninés savybés yra vienas i§ pagrindiniy jy trukumy, todél
jie reikalauja tolimesniy modifikacijy ar kombinacijy su kitais nattraliais ar sintetiniais polimerais.
Privalumy jZvelgiama ir sintetiniy polimery pagrindu pagamintuose karkasuose, tokiy kaip
reguliuojama degradacija ir geros mechanofizikinés savybés. Sintetiniai karkasai taip pat turi
minusy, i§ kuriy vienas pagrindiniy — galimybé iSSaukti imuninj atsakg. Taip pat sintetinés
biomedZiagos neturi biologinio aktyvumo. Dél to manoma, kad geriau maiSyti sintetinj polimera
su natdraliu, taip pagerinant jo biologinj aktyvuma (Lo Monaco et al., 2018).

Pastebéta, kad karkaso kietumas turi jtakos valdant MKL diferenciacijas. Naudojant labai
minkStus, kolagenu dengtus poliakrilamido gelius (elastingumas nuo 0.1 iki 1 kPa), bei
mechanines savybes palaikant panaSias | budingas smegeny audiniui, KCMKL diferencijavo 1
neuronus. Naudojant kietesnius gelius (elastingumas nuo 8 iki 17 kPa), atvaizduojant raumeninj
audinj, lastelés tapo miogeninémis, o naudojant kieciausig karkasg (elastingumas nuo 25 iki 40
kPa), 1astelés diferenciavo j osteoblastus. PanaSus rezultatai gauti ir naudojant Zmogaus virkStelés
MKL kultivuoty ant kolagenu dengty, jvairaus kietumo poliakrilamido geliy. Substrato kietumas
taip pat yra svarbus diferencijuojant riebalinio audinio MKL | adipocitus ir osteoblastus.
Naudojant polidimetilsiloksano substratus, minkStesné matrica palaiké adipogening lasteliy
diferenciacijg, o kietesné buvo tinkamesné osteogeninei diferenciacijai. Naudojant hialuronano
hidrogelio substratus, karkaso kietumas taip pat turéjo jtakos riebalinio audinio MKL
chondrogeniniam pajégumui (Bacakova et al., 2018).

1.5.1 Chondroitino sulfato hidrogeliai

Tinkamy medZiagy ir hidrogelio gamybos pasirinkimas yra vienas svarbiausiy Zingsniy
audiniy inZinerijoje. Hidrogelio gamybai gali buti naudojamos jvairios, tiek natdralios, tiek
sintetinés medziagos, tokios kaip chitozanas, kolagenas, Zelatina, alginatas, hialurono raogstis,
heparinas, chondroitino sulfatas, polietilenglikolis (PEG) ir polivinilalkoholis (PVA). SuleidZiamo
hidrogelio gamybai gali buti naudojami fiziniai ir cheminiai metodai. Fiziniu metodu hidrogeliai

susiformuoja dél silpny antriniy jégy, cheminiu metodu — d¢l susiriSimo kovalentiskai.
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Chondroitino sulfatas (CS) yra anijoninis sulfatuotas GAG (linijinis polisacharidas),
sudarytas i§ grandinés disacharidy vienety (N-acetilgalaktozamino ir gliukurono raigsties). Jis yra
vienas pagrindiniy kremzlés komponenty ir yra nattiraliai randamas jungiamuosiuose audiniuose
ir kauluose. Pagrindinés CS teigiamos savybés yra integracija j Seimininko audinj, chondrocity
fenotipo reguliacija, skysc¢iy sulaikymas, antiuzdegiminis poveikis bei gebéjimas gydyti zaizdas.
CS yra tinkama terpé vykdyti biologines funkcijas, tokias kaip vidulgstelinis signalinimas. Taciau
jo gebe¢jimas tirpti vandenyje apriboja CS panaudojimg, todél CS daZniausiai suriSamas
kovalentiskai ar maiSomas su Kkitais polimerais, siekiant padidinti jo stabilumg. DaZniausiai
hidrogeliai chemiskai suriSami naudojant jvairius fermentus, tokie hidrogeliai pasiZymi greitu
stingimu ir specifiSkumu.

Cheminis suriSimas naudojant fermentus pritrauké mokslininky démesj dél gebeéjimo
susiformuoti esant normalioms fiziologinéms salygoms bei ganétinai maZo citotoksiSkumo,
lyginant su kitais cheminio suriS§imo metodais. Keletas skirtingy fermenty, tokiy kaip
transgliutaminazé, tirozinazé, fosfatazé, termolizinas, -laktamazé, peroksidazé, buvo tirti Siuo
tikslu. Krieny peroksidazé (angl. horse radish peroxidase, HRP), viena i§ peroksidaziy,
katalizuoja fenolio ir anilino konjungacija, esant vandenilio peroksidui. HRP, kartu su vandenilio
peroksidu, oksiduoja hidroksifenilo grupes, esancias tiramine ir tirozine. Jos prisitvirtina prie
natdraliy polimery, tokiy kaip dekstrinas, chitozanas, hialurono ragstis ,,stuburo®. Tokie
hidrogeliai taip pat gali susiristi su kremzlés audiniu (Singh, Moses, Bhardwaj ir Mandal, 2018).

Hidrogeliai gali prisidéti prie Igsteliy proliferacijos ir diferenciacijos valdymo. Chondrocitai
juose geba daugintis ir gaminti kremzlés audiniui budingus baltymus ar genus, iSlaikant Igsteliy
morfologija ir fenotipg. CS pagrindu sukurti hidrogeliai gali ilgg laikg iSlaikyti chondrocitus
gyvybingus ir palaikyti jy morfologija in vitro. Vykdant chondrogenezg¢ in vitro CS hidrogeliy
kultdroje, sekmingai formavosi kremzlés uZlastelinis uZpildas, kartu su II tipo kolagenu ir

agrekanu, kurie homogeniSkai pasiskirsté per visg hidrogelj (Li et al., 2019).
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2.1 Reagentai ir prietaisai

1 lentelé. Darbe naudoti reagentai.

2. Tyrimo metodai

Reagento pavadinimas Gamintojas
DMEM BIOCHROM AG
FBS BIOCHROM AG
PS Merck&Co
Fikolio tirpalas Sigma-Aldrich

Pronazés tirpalas

II tipo kolagenaze

FGF-2

0,25% tripsino/EDTA tirpalas
ITS

PBS

Deksametazonas
L-askorbo rtigsties fosfatas
BayK8644

Nifedipinas

Oksalatas SR 33805
Isradipinas

FPL64176

Ryanodinas

GSK 2193874
Jonomicinas

Poly-HEMA

Chondroitin-4-sulfato-tiramino junginys

Zelatina

HRP

Vandenilio peroksidas
Formalino tirpalas
Safraninas-O
TGF-p33

CCK-8
CASY®ton
CASY®clean
Cal-520

DMSO

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Applied Biological Materials
Gibco by Life Technologies
Gibco by Life Technologies
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Alomone

Alomone

Alomone

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Santa Cruz Biotechnology Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Projekto partneriy gamybos
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Eurovaistiné
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Miltenyi Biotec

Dojindo

INNOVATIS

INNOVATIS

Chem Cruz

Carl ROTH
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L-prolinas

Etanolis 75%

II tipo kolageno antiktinai
Muse azoto oksido rinkinys
CDE

Lizés buferis Qiagen

MaximaStrand rinkinys

Carl ROTH

Vilniaus degtiné

Abcam

Merck&Co

Murphy Pharmaceuticals

Thermo Fisher

Thermo Fisher

2 lentelé. Darbe naudoti kalcio kanaly reguliatoriai ir naudojamos koncentracijos

Itaka kalcio kanalams Pavadinimas Koncentracija
Atidaro jtampos valdomus L-tipo kalcio kanalus FPL64176 10 uM
Prailgina jtampos valdomy L-tipo kalcio kanaly aktyviaja BayK8644 10 uM
blisena

Slopina jtampos valdomy L-tipo kalcio kanaly CaV1.2 Nifedipinas 10 ypM
subvieneta

Slopina jtampos valdomy L-tipo kalcio kanaly CaV1.2 ir 1.3 Isradipinas 5uM
subvienetus

Slopina TRPV4 kalcio kanalus GSK 2193874 10 uM
Slopina jtampos valdomy L-tipo kalcio kanaly CaV1.2 Oksalatas (SR 10 uM
subvieneta 33805)

Slopina rianodinui jautrius kalcio kanalus endoplazminiame Ryanodinas 1 uM

tinkle

3 lentelé. Darbe naudoti prietaisai

Prietaisas

Prietaiso pavadinimas

Gamintojas, Salis

Automatinis Igsteliy skaiCiuotuvas
Sviesinis mikroskopas

Lasteliy fotoaparatas
Fluorescentinis mikroskopas
Spektrofotometras

Tékmés citometras

Tékmés citometras

Tékmés citometras

Maisytuvas

Lasteliy auginimo inkubatorius

Centrifuga

CASYO-TT
Eclipse TS 100
Digital Sight DS-U3
Eclipse TE2000-U
FACS Aria
Calibur

FACS Aria II
MUSE

MS2 Minishaker
MCO- 18M
MPW- 380

INNOVATIS, Sveicarija
Nikon, Japonija

Nikon, Japonija

Nikon, Japonija

Becton Dickinson, Amerika
Becton Dickinson, Amerika
Becton Dickinson, Amerika
Merck&Co, Vokietija

IKA, Vokietija
Sanyo, Japonija
MPW MED. INSTRUMENTS,

Lenkija;
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Centrifuga 3-16P Sigma SciQuip, Jungtiné Karalysté

Vandens vonelé SV 1422 Memmert, Vokietija
Mikrotomas Leica Leica Biosystems, Vokietija
Laminarinis oro srauto boksas Biowizard Kojair, Suomija

Darbe naudoti reagentai ir jy gamintojai pateikiami 1 lenteléje, kalcio kanaly reguliatoriai,
ju jtaka skirtingiems [Ca*] kanalams ir naudojamos koncentracijos — 2 lenteléje, o informacija
apie darbe naudotus prietaisus ir jy gamintojus pateikiama 3 lenteléje.

2.2 Lasteliy iSskyrimas

Lastelés buvo iSskirtos i§ trijy skirtingy Zmoniy audiniy — kauly ¢iulpy (n=5), menstruacijy
kraujo (n=8) ir kremzlés (n=5). Visoms su Zmoniy audiniais atlieckamoms procediiroms yra gautas
Bioetikos komiteto leidimas Nr. 158200-14-741-257. Menstruacijy kraujo savanorés, taip pat
pooperaciniy medZiagy (kraujo Ciulpy ir sgnario kremzlés likuc¢iy) donorai sutiko dalyvauti tyrime
ir yra pasira$¢ ,,Informuoto asmens sutikimo formas”.

2.2.1 Menstruacijy kraujo MKL iSskyrimas

Menstruacinis kraujas yra donorés surenkamas } specialig silikoning taurele. Kraujas
renkamas antrg menstruacijy ciklo diena, kai kraujavimas yra gausiausias. Kraujas i§ taurelés
surenkamas steriliu SvirkStu ir kuo skubiau gabenamas j laboratorijg lasteliy iSskyrimui.

Priklausomai nuo gauto kraujo kiekio, jis yra iSskirstomas lygiomis dalimis } atskirus
meégintuvélius ir papildomas 1:1 fosfatiniu buferiniu tirpalu (PBS) ir 1 % antibiotiky (penicilinu ir
streptomicinu, PS), taip praskiedZiant tirSta kraujg ir apsaugant nuo bakterijy. Kraujo tirpalas
atsargiai perkeliamas } meégintuvel] su 1:1 fikolio gradientiniu tirpalu, nesumaiSant faziy.
Meégintuvélivose fikolio tirpalas yra apatinéje fazéje, o kraujas virSutinéje. Kraujo-fikolio tirpalas
centrifuguojamas 400 g 30-40 minuciy, kol iSsiskirsto fazés. Apatinéje fazéje nuséda eritrocitai,
vir§ jy fikolio tirpalas, tarp fikolio tirpalo ir plazmos susikaupia nedidelis Igsteliy sluoksnis, kuris
yra atsargiai surenkamas j nauja mégintuvélj. Surinktos Igstelés du kartus perplaunamos PBS +1
9% PS tirpalu, nucentrifuguojant 400 g 10 minuciy. Po centrifugavimo supernatantas yra
paSalinamas, jpilama 1-5 mL kultivavimo terpés, kurig sudaro Dulbecco modifikuota Eagle terpé
(DMEM) su 1 g/L. gliukozeés, 10 % fetalinio jaucio serumo (FBS) ir 1 % PS, lastelés gerai
suspenduojamos. Pridedamos kultivavimo terpés kiekis priklauso nuo gauto lgsteliy nuosedy
sluoksnio, kuris yra jvertinamas po paskutinio plovimo ir centrifugavimo. ParuoSiami kultivavimo
indai, pripildomi kultivavimo terpés su padidintu kiekiu PS (2 %). Lastelés yra perkeliamos |
kultivavimo indus (apytiksliai 10 mL pradinio kraujo tdrio yra panaudojami keturi 75 cmy
kultivavimo flakonai) ir palieckamos inkubatoriuje, palaikanc¢iame +37 °C temperattrg, 5 % CO,

koncentracijg bei 95+5 % drégmés, toliau Sios sglygos vadinamos standartinémis lasteliy
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kultivavimo sglygomis. Kita diena MenMKL prisitvirtina prie kultivavimo indo dugno,

kultivavimo terpé yra keiciama, taip pasalinant likusias kraujo Igsteles.

2.2.2 Kauly ¢iulpy MKL iSskyrimas

Zmogaus KC yra tiesiogiai gaunami i§ operacinés, po atlikty chirurginiy procediry. KC yra
mechaniSkai paSalinami i§ gauto kaulo dalies, naudojant sterily skalpelj. Gauta KC masé yra
praplaunama ir skiedziama PBS su 2 % PS tirpalu, kurio yra pridedamas pakankamas kiekis,
siekiant apsemti visag KC mase. Toliau praskiesti KC yra atsargiai perkeliami j fikolio gradientinj
tirpalg ir centrifuguojama, kaip aprasyta 2.2.1. skyriuje. Surinkta monobranduoliy lgsteliy fazé du
kartus praplaunama PBS + 1 % PS tirpalu, centrifuguojant 400 g 10 minuciy. Po centrifugavimo
supernatantas yra paSalinamas, pridedama 1 mL kultivavimo terpés, lastelés gerai
suspenduojamos. ParuoSiami kultivavimo indai, pripildomi kultivavimo terpés su padidintu kiekiu
PS (2 %). Lastelés inkubuojamos inkubatoriuje, standartinémis kultivavimo salygomis. KCMKL
prisitvirtina prie kultivavimo indo dugno, o kitos monobranduolés lgstelés lieka terpéje bei yra

paSalinamos terpés keitimo metu.

223 Chondrocity ir eksplanty iSskyrimas iS kremzlés audinio

Zmogaus sanario kremzlés yra gaunamos kaip pooperacinis audinys po OA serganciy
Zmoniy sanario operacijos. Laboratorijoje kremzlé su kaulu yra perkeliami j sterilias Petri l¢kSteles
ir naudojant sterily skalpelj kremzlés audinys yra paSalinamas nuo kaulo (siekiama, kad visi
atpjautos kremzlés gabalai bty vienodo dydZio ir storio). Toks kremzlés audinys gali buti
panaudojamas eksplanty iSpjovimui naudojant sterilig biopsijos adata (3 mm skersmens) arba
toliau smulkinamas iki 1-3 mm dydzio gabaliukus. Susmulkinta sausa masé¢ yra pasveriama (nuo
kremzlés svorio priklauso naudojamy fermenty kiekis), papildoma DMEM (1 g/L gliukozés) su 2
% PS, kad pilnai apsemty gabuliukus ir inkubuojama per naktj. Kita dieng kremzlés masé yra
praplaunama PBS ir valandg inkubuojama pronazés tirpale (26,5 U/ml) inkubatoriuje,
standartinémis sglygomis. Véliau kremzlés gabaléliai du kartus praplaunami PBS, skalpeliu
susmulkinami iki vientisos maseés ir perkeliami | nauja 50 mL meégintuvelj su II tipo kolagenazés
tirpalu (545 U/mL). Apytiksliai 1 g sausos kremzlés naudojama 10 mL kolagenazés tirpalo.
Kremzlés ir kologenazés miSinys dedamas inkubuoti 3-4 valandas, 37 °C temperatiiroje, pastoviai
purtant. Po inkubacijos apvirskintas miSinys yra du kartus filtruojamas naudojant 100 um ir 70 pm
pory dydZio filtrus. Fermentinis kolagenazés aktyvumas sustabdomas pridedant dvigubai didesnj
tarj pilnos kultivavimo terpés. Lasteliy filtratas yra centrifuguojamas 5 min, 400 g, supernatantas
paSalinamas, o Igsteliy nuosédos suspenduojamos kultivavimo terpéje. Lastelés yra
suskaiCiuojamos (Zitréti 2.3 skyriy) ir priklausomai nuo lgsteliy kiekio iSséjamos j kultivavimo
flakonus (apytiksliai 400 tukst. 1gsteliy yra iSs¢jamos viename 75 cm’ kultivavimo flakone). ISséti

chondrocitai yra inkubuojami inkubatoriuje, standartinémis kultivavimo saglygomis.
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2.3 Lasteliy kultivavimas ir paruoSimas tyrimams

Mezenchiminés kamieninés Igstelés ir chondrocitai auginami specialiuose laboratoriniuose
induose, kurie yra laikomi inkubatoriuje, palaikanciame standartines sglygas. Lastelés auginamos
kultivavimo terpéje, kaip apraSyta lgsteliy skyrimo skyriuose. Visoms Igsteléms terpé kei¢iama du
kartus per savaitg. Prie§ kiekvieng MKL terpés keitimg ji yra papildoma 1 ng/mL augimo veiksnio
FGF-2 (angl. fibroblast growth factor 2), kuris palaiko MKL kamieniSkumg, neleidZiant joms
savaime diferencijuoti. Visi darbai su lgstelémis atliekami steriliame laminare.

Kai lgstelés beveik pilnai padengia kultivavimo indo dugng (pasiekia 80 % konfluencija),
jos yra nukabinamos nuo plastikinio pavirSiaus naudojant fermento tripsino tirpalg. Tai atliekama
paSalinant kultivavimo terpe, du kartus praplaunant lgsteles PBS. Tada ant Igsteliy be jokios terpés
uzpilamas tripsino-EDTA tirpalas ir kultivavimo indas perkeliamas | inkubatoriy, palaikantj
standartines kultivavimo salygas. Pra¢jus kelioms minutéms, lasteliy atkibimas yra jvertinamas
stebint jas mikroskopu. Isitikinus, kad Igstelés atkibo, pridedama kultivavimo terpés santykiu 1:1,
taip nuslopinant tripsino poveikj ir lastelés su terpe yra perkeliamos j mégintuvelj. Tada lasteliy
suspensija centrifuguojama kambario temperatiiroje, 5 min 600 g, o pasalinus supernatantg,
lastelés pakartotinai suspenduojamos kultivavimo terpéje ir skai¢iuojamos automatiniu Igsteliy
skaiCiuotuvu (CASYO-TT, INNOVATIS) arba FAST-READ plokstele (kitaip vadinamu
hemocitometru). Skai¢iuojant automatiniu skaic¢iuotuvu, 10 pL atkabinty Iasteliy yra perkeliama j
specialy CASY mégintuvelj su 10 mL elektrolitinio CASY tirpalo. Lastelés gerai iSmaiSomos ir
statomos | CASYO-TT aparatg. Sis aparatas turi elektrolito pripildyta matavimo porg su pastoviu
kraviu. Lasteles siurbiant pro pora, jos iSstumia elektrolitinj tirpalg ir sukuria elektrinius impulsus,
kurie yra matuojami ir priklauso nuo Igstelés dydZio. Taip yra nustatomas Igsteliy dydis ir jy kiekis,
esantis elektrolito tirpale. Matavimai atliekami 3 kartus ir iSvedamas vidurkis. Naudojant FAST-
READ plokstele 7 pL atkabinty Iasteliy yra perkeliami } specialy hemocitometro Sulinél;j.
Kiekvienas Sulinélis turi 10 kvadraty, kuriy kiekvienas padalintas dar j 16 kvadratéliy. Stebint pro
mikroskopg, suskai¢iuojamas lasteliy kiekis esantis bent 3 kvadratuose (i§ viso 48 kvadratéliai) ir
iSvedamas vidurkis. Lasteliy kiekis nustatomas naudojant §ig formule:

suskaiCiuotas lgsteliy vidurkis X 10

Lasteliy kiekis 1 pL terpés =

)

koncentracijos faktorius

kur koncentracijos faktorius, jei lgstelés skai¢iuojamos neskiestos i§ pradinio tirpalo, lygus
1. Jei lgstelés buvo praskiestos 10 karty — faktorius lygus 0,1. Vieno kvadrato (1 mm X 1 mm)
taris lygus 0,1 pL, dél to, norint suskaiCiuoti, kiek lgsteliy yra 1 pL, formuléje skaitiklyje
dauginama i§ 10. Norint apsskaiCiuoti lgsteliy kiekj 1 mL, gautas skaiCius dauginamas i§ 1000.

Tokiu budu Igstelés yra paruoSiamos tolimesniems tyrimams.
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24 Proliferacijos tyrimas, naudojant kalcio kanaly reguliatorius

Proliferacijos pajégumas yra tiriamas naudojant specialy, komercinj lasteliy skaic¢iavimo
rinkinj-8 (angl. Cell Counting Kit-8, CCK-8). Siuo rinkiniu galima nustatyti lasteliy gyvybinguma
joms proliferuojant ar tam tikry preparaty citotoksiSkuma, atliekant labai jautry spalvinj testg.
Misinio sudétyje yra tirpi tetrazolio druska, kuri yra redukuojama dehidrogenaziy aktyvumo (NAD
ir NADP virsta ]| NADH ir NADHP, kurie veikia kaip redukuojatys agentai) Igsteléje, tampa
formazano dazu ir pakeicia spalva i§ gelsvos j oraZing (kartu pakeiciat ir kultivavimo terpés spalva
i roZinés | oranZing¢). Susidariusio formazano kiekis yra tiesiogiai proporcingas gyvy lasteliy
kiekiui. Svarbu tai, kad CCK-8 yra kur kas jautresnis tirpalas 1gsteliy gyvybingumui nustatyti nei
kiti, kuriuose yra tetrazolio druskos, tokie kaip MTT, XTT, MTS ar WST-1. Taip pat, prieSingai
nei anksciau paminéti tirpalai, CCK-8 néra nuodingas lasteléms, tai yra, atlikus tyrimg bei uZpylus
kultivavimo terpe, 1gsteles galima toliau auginti.

Siekiant nustatyti KCMKL ir chondrocity proliferacijos pajéguma, naudojant skirtingus
kalcio kanaly reguliatorius, atkabintos ir suskaiCiuotos lgstelés yra iSs¢jamos j atskiras 12 Sulinéliy
ploksteles, po 20 tukstanciy lgsteliy j kiekvieng Sulinélj. 2 1asteliy Sulinéliai uZpilami kultivavimo
DMEM terpe, papildyta kalcio kanaly reguliatoriy tirpikliu DMSO (1 pL/mL) — Sie Sulinéliai yra
kontroliniai. Kiti Suliné¢liai (po 2 su kiekvienu veiksniu) yra papildomi nifedipinu (10 pM),
oksalatu (SR 33805) (10 uM), isradipinu (5 uM), BayK8644 (10 uM) ir FPL64176 (10 uM),
siekiant nustatyti jy jtakg lasteliy proliferacijai. Sekancig dieng po iSséjimo, kai lgstelés jau yra
prisitvirtinusios prie Sulin¢liy dugno ir pradéjusios dalintis, proliferaciné terpé yra paSalinama.
Kiekvienas Sulin¢lis yra uZpilamas proliferacinio miSinio, kurj sudaro 480 pL proliferacinés
DMEM terpés ir 20 pL. CCK-8 tirpalo. Plokstelé yra inkubuojama inkubatoriuje, standartinémis
kultivavimo sglygomis, 90 minuciy. Po inkubacijos, terpé yra surenkama po 100 pL, iSskirstoma
1 96 Sulinéliy plokStele ir spektrofotometru matuojama sugertis ties 450 nm bangos ilgiu.
Eksperimentas yra kartojamas 1, 3, 5, 8 bei 12 dieng po i§s¢jimo.

2.5 Vidulastelinio kalcio tyrimas, naudojant skirtingus kalcio kanaly reguliatorius
2.5.1 Vidulastelinio kalcio jvertinimas fluorescenciniu mikroskopu

KCMKL, MenMKL ir chondrocitai yra i§séjami ] atskiras 12 Sulinéliy plokSteles po 20 ttkst.
lgsteliy/Sulinéliui ir auginami vienasluoksnéje kultiroje kol pasiekia 70 % konfluencijg. Tada
kultivavimo terpé yra pakei¢iama SvieZia terpe, papildyta kalcio kanaly reguliatoriais. Lastelés
Sulinéliuose padalinamos j 6 grupes (po du Sulinélius grupei): kontrol¢ (kultivavimo terpé
papildyta kalcio kanaly reguliatoriy tirpikliu DMSO (1 pL/mL), nifedipinas (10 uM), BayK8644
(10 pM), ryanodinas (10 pM), isradipinas (5 uM) ir kalcio kanalo TRPV4 slopiklis GSK 2193874

(10 pM). Lasteles su visais veiksniais kultivuojamos 72 valandas inkubatoriuje, standartinémis
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salygomis. Po 72 valandy terpé su veiksniais yra pasalinama ir Sulinéliai papildomi nauja terpe su
kalciui specifiniu fluorescuojanciu dazu Cal-520 (1 pM). Cal-520 geba patekti j lastelés vidy pro
plazming membrang, nepaZeisdamas Igstelés. SusiriSes su kalcio jonais, Cal-520 yra suZadinamas
naudojant 488 nm bangos ilgio Sviesa, Sviesos emisija stebima ties 514 nm bangos ilgiu. Lastelés
laikomos inkubatoriuje, +37 °C temperattiroje, 1 val. Po inkubacijos terpé su dazu yra pasalinama,
lastelés kelis kartus yra praplaunamos PBS bei uZpilamos kultivavimo terpe. Taip paruosta
plokstelé yra fotografuojama naudojant fluorescencinj mikroskopa EVOS.
2.5.2 Vidulastelinio kalcio jvertinimas tékmeés citometru

Chondrocitai, KCMKL ir MenMKL yra kultivuojamos kultivavimo induose kol pasiekia
apie 80 % konfluencija. Tada Igstelés yra atkabinamos, skai¢iuojamos ir paskirstomos j t€kmeés
citometrijai pritaikytus mégintuvélius po 100 000 lasteliy, terpé papildoma atitinkamais kalcio
kanaly reguliatoriais ir Cal-520 daZu bei inkubuojamos +37 °C temperatiiroje 1 valandg. Siame
eksperimente buvo naudojami kalcio kanaly agonistai FPL64176 ir BayK8644 bei antagonistai
nifedipinas, isradipinas, GSK 2193874 ir oksalatas (SR 33805). Eksperimentinés grupés, veiksniai
ir jy koncentracijos pateiktos 4 lenteléje. Kontroling grupe sudaro lgstelés kultivavimo terpéje,
papildyta kalcio kanaly reguliatoriy tirpikliu DMSO (1 pL/mL). Po 1 valandos terpés su dazu yra
paSalinamos, lgstelés uzpilamos ir suspenduojamos PBS bei centrifuguojamos 600 g 5 minutes.
PBS atsargiai pasalinamas ir uzpilama 400 pL kultivavimo terpé su atitinkamais kalcio kanaly
reguliatoriais. Lastelés gerai suspenduojamos ir analizuojamos naudojant tékmés citometrg
(Calibur). Matavimo metu [Ca>] koncentracijos pokytis stebimas laike, o praéjus apytiksliai 90
sek | matuojamg meégintuvel] pridedamas jonomicinas (1 pM). Rezultaty analizé atliekama

naudojant programing jrangg FlowJo.

4 lentelé. Naudojami kalcio kanaly reguliatoriai.

Nr. Reguliatoriai Koncentracija
1. Kontrolé (DMSO) 1 pL/mL
2. FPL64176 10 uM
3. BayK8644 10 uM
4. FPL64176 + BayK8644 10 uM + 10 pM
5. Nifedipinas 10 M
6. Isradipinas 5uM
7. GSK 2193874 10 uM
8. Oksalatas (SR 33805) 10 uM
9. Visi antagonistai 10 UM + 5 uM + 1 M + 10 uM
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2.6 Chondrogeniné¢ diferenciacija

Chondrogeniné diferenciacija vykdoma 15 mL mégintuvéliuvose bei 96 Sulinéliy
apvaliadugnéje ploksteléje, kuri dieng prie§ yra padengiama poli-(2-hidroksietilmetakrilatu) (poly-
HEMA) tiraplu (30 mg/mL), pagal gamintojo rekomendacijas. Poly-HEMA neleidZia l1gsteléms
tvirtintis prie plokStelés Sulinélio dugno, todél lastelés po centrifugavimo sukimba } vientisg
nuosédy sluoksnj ir lieka Sulinélio dugne.

Chondrogeninei diferenciacijai paruostos Igstelés (atkabintos ir suskaiciuotos) perkeliamos
] megintuvelius ar 96 Sulinéliy plokSteles po 250 tokstanciy j 1 meégintuvel] ar Sulinélj.
Meégintuvéliai ir 96 Sulinéliy plokstelé yra centrifuguojami 5 min, 600 g. Supernatantas yra
atsargiai paSalinamas, neiSmaiSant susidariusiy lgsteliy nuosédy, uzpilama chondrogeniné terpé
(Zr. 5 lentele) bei jmaiSomi eksperimente naudojami kalcio kanaly reguliatoriai. Chondrogeninéje
diferenciacijoje naudoti kalcio kanaly reguliatoriai — nifedipinas, BayK8644, ryanodinas,
isradipinas bei GSK, taip pat juos maiSant su augimo veiksniu TGF-f3. Kaip chondrogeninés
diferenciacijos kontrolé¢ naudojamos lgstelés uZpiltos tik chondrogenine terpe, taip pat vieng
lasteliy grupg uzpilant chondrogenine terpe kartu su augimo veiksniu TGF-33. Pavyzdiné tyrimo
schema pateikiama 3 pav. Kiekvienai tiriamajai grupei buvo ruoSiamos trys nepriklausomos
pozicijos. Jau po keliy dieny stebimas pasikeitimas — Igstelés formuoja chondrogeninei
diferenciacijai budinga lgsteliy sferg.

5 lentelé. Chondrogeninés terpés sudedamosios dalys.

Sudétis Séjamy lgsteliy tankis
DMEM 4,5 g gliukozés 250 takst. Igsteliy
ITS 1%

Deksametazonas 5 pg

L - askorbo ragsties fosfatas 50 pg/ml
Prolinas 1%

PS 1%

TGF-33 10 ng/ml

Nifedipinas 10 uM

BayKg8644 10 yM

Ryanodinas 1 yM

Isradipinas 5 pM

GSK 2193874 10 uM

Lastelés diferencijuoja 21 dieng, chondrogening terpe¢ keiciant tris kartus per savaitg. Toliau
yra atliekama kokybiné analizé — jvertinamas lasteliy gebéjimas diferencijuoti chondrogenine

kryptimi pagal susidariusiy kremzliniam audiniui budingy uZlgstelinio uZpildo baltymy kiekj
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histologiniu metodu, paZymint lgsteliy sfery pjuvius proteoglikany dazu safraninu-O (Zitréti 2.6.2

skyriy).

EEER YR o = =

+TGF-f3 QNS A\,
- i =4, ——
3 pav. Chondrogeninés diferenciacijos méginiy schema

2.6.1 Chondrogeniné diferenciacija CS-Tyr/Zelatinos karkasuose

Formuojant CS-Tyr/Zelatinos karkasus naudojamos medZiagos — natrio chondroitin-4-
sulfatas (CS), tiraminas (Tyr), Zelatina, krieny peroksidazé¢ (HRP), vandenilio peroksidas (H.O,).
Hidrogelio formavimui naudojama 0,5 mL 4 % Zelatinos ir 4 mM H.O. miSinio ir 0,5 mL 8 % CS-
Tyr ir 0,4 U/mL HRP miSinio. Galutiné karkaso sudétis turi susidéti i§ 4 % CS-Tyr, 2 % Zelatinos,
2 mM H.O., ir 0,2 mM U/mL HRP. CS-Tyr miSinys yra gaminamas ir pristatomas projekto
partneriy. Visos naudojamos medZiagos yra skiedZiamos PBS, i§laikant pH 7,4. CS-Tyr hidrogelio
schematinis reakcijos mechanizmas pateikiamas 4 pav.

Hidrogelio formavimas prasideda nuo anks¢iau paminéty medziagy sumaiSymo. MaiSymo
metu svarbu iSvengti susidaranciy oro burbuliuky. Stingimo laikas priklauso nuo naudojamy
medZiagy koncentracijy. Naudojant protokole pateiktas koncentracijas stingimas turéty uztrukti
apie 10 minuciy. Siekiant jkapsuliuoti lgsteles, nuo kultivavimo indo dugno pakeltos,
nucentrifuguotos Iastelés uZpilamos CS-Tyr ir HRP miSiniu, prie§ tai visiSkai paSalinus
supernatantg, bei gerai sumaiSomos siekiant, kad pasiskirstyty per visg miSinj. Véliau maiSoma su
Zelatina ir H.O, bei formuojami reikiamo dydZio hidrogeliai (5 pav.). Sustinge hidrogeliai yra
uzpilami chondrogenine terpe su reikiamais veiksniais ir diferencijuojami 21 dieng.
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Natrio chondroitin-4-sulfatas (CS) Tiraminas (Tyr) Natrio chondroitin-4-sulfato tiraminas (CS-Tyr)

Meélyna linija CS arba Zelatina

4 pav.CS-Tyr hidrogelio schematinis reakcijos mechanizmas. A — CS-Tyr molekuliné strukttra. B — CS-Tyr/Zelatinos
hidrogelio reakcijos mechanizmas. EDC — 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodimido hidrochloridas; NHS — N-
hidroksisukcinimidas; EDC/NHS dalyvauja kovalentinio suri§imo reakcijoje.

Tyrimo metu visi hidrogeliai skiriami j dvi tyrimo grupes — paskuting diferenciacijos savait¢
mechaniskai spaudZiamus, naudojant ,,FlexCell FX-500", bei nespaudziamus (zitréti 2.7 skyriy).
Abi grupes sudaro kontroliné grupé, karkasai su lgstelémis, uZpilti tik chondrogenine terpe su
DMSO (1 pL/mL), taip pat grupé su augimo veiksniu TGF-B3, [VKK agonistu BayK8644 (10
UM) bei antagonistu nifedipinu (10 uM). Viena eksperimentiné¢ grupé su kalcio kanaly
reguliatoriais taip pat papildoma augimo veiksniu TGF-B3 (10 ng/ml). Chondrogeniné lasteliy
diferenciacija  CS-Tyr/Zelatinos hidrogeliuvose yra jvertinama kokybiSkai, atliekant

imunohistocheming analiz¢ paZymint II tipo kolageno antiktinais (Ziaréti 2.6.2 skyriy).

.IHIHHIHHIHH’HH HHIIIIIIIIIIIIIII‘Hnlu l llH\HH\\H\\\\\Si

5 pav. CS-Tyr/Zelatinos hidrogeliai kartu su KCMKL po 21 dieng trukusios chondrogeninés diferenciacijos, paruosti

histologiniam fiksavimui.
2.6.2 Kokybinis diferenciacijos jvertinimas

Chondrogening diferenciacijg vertinama kokybiSkai, surenkamos ir buferiniame formalino
tirpale fiksuojamos susidariusios 1gsteliy sferos bei CS-Tyr/Zelatinos karkasai. Toliau uzfiksuoti

méginiai yra jliejami j parafing ir atliekamas jy pjaustymas (3 um pjaviai mikrotomu (Leica)).
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Pjuviai yra fiksuojami ant histologinio objektinio stikliuko ir nudaZomi safraninu-O bei pazymimi
kolageno II antiktinais. NudaZyty bei pazymeéty pjiviy segmentai yra jvertinami ir palyginami

mikroskopu.

2.6.2.1 RNR isskyrimas

Kremzlés eksplantai buvo sutrinti skystame azote naudojant grastuve. Susidar¢ kremzlés
milteliai perkeliami | mégintuvelj su 1 mL komercinio lizés buferio (Qiagen). Méginiai su daug
nuosédy yra praskiedziami. Centrifuguojama 12000 g 5-10 min, 4 °C temperatliroje, supernatantai
perkeliami | nauja meégintuvél] ir sumaiSomi su chloroformu (50 mg kremzlés — 0,1 mL
chloroformo), 15 sek maiSyti ranka ir palickama kambario temperatiiroje 3-10 min. Toliau
centrifuguojama 12000 g, 15 min, 4 °C temperattroje, RNR lieka virSutinéje vandeninéje fazéje,
kuri yra atsargiai perkeliama } naujg mégintuvélj. RNR sumaiSomas su izopropanoliu (50 mg
kremzlés — 0,25 mL izopropanolio), gerai sumaiSoma ir paliekama kambario temperatiiroje 10
min. Centrifuguojama 12000 g, 10 min, 4 °C temperatiroje, RNR iSkrenta } nuosédas,
supernatantas pasalinamas. Nuosédos praplaunamos 75 % etanoliu (50 mg kremzlés — 0,5 mL
etanolio), gerai sumaiSoma, centrifuguojama 7500 g, 8 min, 4 °C temperatiiroje, praplovimas
pakartojamas dar 1-2 kartus. Supernatantas pasalinamas ir mégintuvélis paliekamas atvirai, kad
iSgaruoty likes etanolis (apie 10 min). RNR nuosédos suspenduojamos steriliame vandenyje (0,1
mL), inkubuojama 55-60 °C temperattiroje, 10-15 min, kol iStirpsta RNR. Toliau, naudojant
komercin} MaximaStrand rikinj, gaminama kopijiné DNR ir tiriama I ir II tipo kolageno, Sox9 bei

CaV1.2 geny raiska.

27 Mechaninis kremzlés eksplanty ir hidrogeliy spaudimas

Siekiant sukelti mechaninj spaudimg yra naudojamas ,Flexcell FX-5000“ prietaisas.
,Flexcell FX-5000% yra kompiuterizuota, slégiu valdoma sistema, kuria galima sukurti norimg
statinj ar kintamos trukmés spaudimg. Sistemos naudojamas vakuuminis slégis deformuoja
specialig 6 Sulineliy plokStele minkStu dugnu. Audinio pavyzdys arba 3D lgsteliy kulttra yra
spaudZiama tarp stimoklio (pritvirtinto ant minksSto dugno) ir stacionarios plokstelés taip sukuriant
mechaninj spaudimg meéginiui.

Biopsijos adatos déka gauti kremzlés eksplantai yra jdedami, o CS-Tyr/Zelatinos hidrogeliai
su lgstelémis suformuojami specialiose 6 Sulinéliy plokstelése, uZpilami chondrogenine terpe su
atitinkamais veiksniais (Zitréti 2.6.1 skyriy), jtvirtinami specialiais jtvarais ir veikiami mechaninio
spaudimo 1 val. per dieng naudojant 30 kPa slégj ir 1 Hz daZnj kremzlés eksplantams ir 15 kPa, 1
Hz daznj CS-Tyr hidrogeliams. Spaudimo parametrai buvo parinkti atsizvelgiant j literatliroje

pateikiamus pavyzdzius (Thorpe et al., 2008; Steinmetz and Bryant, 2011)
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Mechaninio spaudimo jtaka kremzlés eksplantams gali bati vertinama tiek kokybiSkai
(zidreti 2.6.2 skyriy), tiek kiekybiskai (atliekant geny ekspresijos analize, Zitreti 2.6.2.1 skyriy).
2.8 Azoto oksido aktyvumo matavimas

Vidulastelinio azoto oksido aktyvumas buvo nustatomas chondrocituose ir KCMKL, 24
valandas veiktuose su 1 puL/mL DMSO (kontrol¢, nifedipino ir BayK8644 tirpiklis), 10 uM
nifedipino, 10 uM BayK8644 ir 1 pL./mL cigare¢iy dimy ekstrakto (CDE) (teigiama kontrol¢).
Sekancig dieng lastelés buvo atkabintos nuo dugno ir iSmatuotas jy azoto oksido aktyvumas
naudojant , MUSE® tékmés citometrg ir azoto oksido rinkinj. Déka $io rinkinio galima nustatyti
vidulgstelinius azoto oksido aktyvumo pakitimus ir 1gstelés membranos pralaidumg ar lgstelés
mirtj. Rinkinys susideda i ,,Muse Nitric Oxide* reagento ir negyvy lasteliy daZzo 7-AAD. ,,Muse
Nitric Oxide* yra pro lasteliy membrang patenkantis reagentas, kuris sukuria stipriai
fluorescuojantj produkta po NO oksidacijos lgstelés viduje. Sis reagentas yra nenuodingas ir néra
priklausomas nuo lgsteliniy esteraziy, yra fotostabilus. Negyvy lasteliy Zymuo (7-AAD) padeda
jas atskirti nuo gyvy Iasteliy populiacijos. | 10 pL lasteliy miSinio dedama 100 pL ,,Muse Nitric
Oxide* reagento, inkubuojama 30 min, 37 °C temperatiiroje, po inkubacijos miSinys papildomas
90 puL 7-AAD negyvy lasteliy Zymens, gerai suspenduojama ir matuojama ,,MUSE® tékmeés

citometru.
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3. Rezultatai ir jy aptarimas

3.1 Lasteliy kultivavimas

v e
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;";t:';’.*?fa?.\ _ LN N, '.aq‘,’\. s rel ‘:‘\’\‘\ s SRS LN /\\ 77 :
6 pav. Lasteliy kultivavimas monosluoksnio kultiroje, DMEM auginimo terpéje. A — kauly ¢iulpy mezenchiminés
kamieninés lastelés (2 pasaZo), B — menstruacijy kraujo mezenchiminés kamieninés lastelés (2 pasazo), C — SvieZiai
iSskirti chondrocitai (0 pasazo), D — fibroblasty morfologijos chondrocitai (3 pasazo). x40 padidinimas.

KCMKL ir MenMKL augant, jos atitiko MKL keliamus reikalavimus, greitai prilipo prie
kultivavimo indo dugno, buvo spindulinés formos ir morfologiSkai panaSios (6 pav. A ir B) (Gu
et al., 2016). Siekiant patvirtinti, kad Sios Igstelés atitinka MKL badinga fenotipa, buvo atlikta
pavirSiaus Zymeny analiz¢ ir adipogeniné bei osteogeniné diferenciacijos (rezultatai buvo pateikti
bakalauro baigiamajame darbe). KCMKL ir MenMKL gamino MKL budingus pavirSiaus Zymenis
CD90, CD73,CD105, CD44 bei negamino HKL budingy pavirSiaus Zymeny CD45, CD14, CD34.
Abi Iasteliy linijos sékmingai diferencijavo adipogenine ir osteogenine kryptimis. Kultivuojant
Svieziai iSskirtus Zmogaus sgnario kremzlés chondrocitus 2D vienasluoksnyje lasteliy morfologija
bégant laikui (apytiksliai nuo 3 pasazo) keiCiasi iS apskritos, kuri budinga sveikos kremzlés
chondrocitams, j labiau iSsitempusig, fibroblasty morfologija d¢l fibroblastams budingy adheziniy
baltymy gamybos (6 pav. C ir D). Atsirandantis chondrocity fenotipinis nestabilumas vadinamas
dediferenciacija ir yra viena pagrindiniy problemy kuriant osteoartrito ir paZeisty kremzliy
gydymo strategijas (Yoon et al., 2002). Visuose tyrimuose buvo naudojamos daugiausiai 3 kartus

persétos (3 pasaZo) lastelés.
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32 KCMKL ir chondrocity proliferacinis pajégumas

Tyrimas atliekamas kaip nurodyta 2.4 skyriuje, lasteliy proliferacinis pajégumas buvo
palygintas | terpe pridéjus [Ca»] kalcio kanaly reguliatorius — [VKK antagonistus nifediping,
oksalatg (SR 33805), isradiping bei agonistus BayK8644 ir FPL64176. Gauti rezultatai buvo
susisteminti iSvedant vidurkius ir nustatant standartinius nuokrypius naudojant programing jranga
MS Excel. [Ca”] kanaly reguliatoriy jtaka lasteliy proliferaciniam pajégumui nustatyta ir
pavaizduota 7 ir 8 pav., kuriuose yra palyginama KCMKL ir chondrocity terpiy, inkubuoty su
CCK-8, sugertis ties 450 nm ilgio bangomis, matuota spektrofotometru.

KCMKL stimulivoty su visais veiksniais, iSskyrus oksalatg, sugertis buvo didesné nei
chondrocity, kas parodo didesnj KCMKL proliferacinj pajégumga. Pastebétas oksalato
citotoksiskumas tieck KCMKL, tiek chondrocitams, 8 proliferacijos diena visos lastelés i§miré.
KCMKL proliferacija buvo didZiausias nenaudojant jokiy kalcio kanaly reguliatoriy (kontrolinéje
grupéje), taip pat nedaug maZesnis naudojant L-tipo [VKK agonista BayK8644. L-tipo [VKK
antagonistai nifedipinas ir isradipinas KCMKL veikeé panagiai, jy surinkty terpiy sugertis rodo, kad
proliferacijos greitis kultivuojant kinta, kai veikiant isradipinu, didéjo nuo 5 proliferacijos dienos,
veikiant nifedipinu nuo 5 dienos terpés sugertis didé¢jo, o nuo 8 dienos nebekito. Jdomu tai, kad
FPL paveikty KCMKL terpés sugertis ilga laika buvo maZiausia, tadiau gale tyrimo pralenké
nifedipinu veikty KCMKL terpiy sugert].

KCMKL proliferacija
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7 pav. Kauly &iulpy mezenchiminiy kamieniniy lasteliy (KCMKL) proliferacija 1, 3, 5, 8 ir 12 diena. I§matuotas
KCMKL, paveikty kalcio kanaly reguliatoriais nifedipinu (Nif, 10 uM), oksalatu (SR 33805) (Oxa, 10 uM), isradipinu
(Isra, 10 uM), BayK8644 (Bay, 10 pM) ir FPL64176 (10 uM), proliferacijos pajégumas, naudojant komercinj lasteliy
proliferacijos rinkinj-8 (CCK-8), sugertj matuojant spektrofotometru ties 450 nm bangos ilgiu.
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Chondrocity, veikty su isradipinu, FPL ir BayK8644, terpiy sugertis nuo 3 proliferacijos
dienos buvo didZiausios, priesingai nei KCMKL veikty su isradipinu ir FPL. Pastebétas nedidelis,
beveik tiesinis kontroliniy chondrocity bei veikty nifedipinu, Igsteliy skai¢iaus augimas viso
tyrimo metu. Pastebéta, kad KCMKL ir chondrocity, veikty JVKK agonistais proliferacinis
pajégumas buvo didesnis nei veikty antagonistais, kas leidZia manyti, kad Siy Igsteliy proliferacijai

gali turéti reikSmes vidulgsteliniy kalcio jony kiekis.
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8 pav. Chondrocity proliferacija 1, 5, 8 ir 12 dieng. ISmatuotas chondrocity, paveikty kalcio kanaly reguliatoriais
nifedipinu (Nif, 10 uM), oksalatu (SR 33805) (Oxa, 10 uM), isradipinu (Isra, 10 uM), BayK8644 (Bay, 10 uM) ir
FPL64176 (10 uM), proliferacijos pajégumas, naudojant komercinj lasteliy proliferacijos rinkinj-8 (CCK-8), sugertj
matuojant spektrofotometru ties 450 nm bangos ilgiu.

3.3 Vidulastelinio kalcio kiekio analizé
3.3.1 Kalcio kanaly reguliatoriy jtakos vidulgsteliniam kalciui vertinimas fluorescenciniu
mikroskopu

Siekiant jvertinti kalcio kanaly reguliatoriy jtaka [Ca>] kiekiui, lastelés buvo 72 valandas
inkubuojamos su skirtingais [Ca>] kanaly reguliatoriais, o po inkubacijos buvo paZymétos [Ca]
specifiniu fluorescuojanciu dazu Cal-520, kaip apraSyta skyriuje 2.5.2. Lastelés buvo tiriamos
fluorescenciniu mikroskopu ir pastebéta, kad paveikus skirtingais [Ca»] kanaly reguliatoriais
vidulgstelinio kalcio daZzo Cal-520 Svytejimo intensyvumas skyrési nedaug, lyginant su kontrole,
taciau iS populiacijos galima iSskirti lasteles, kurios Svytéjo stipriau (9 pav.). IS visy analizuojamy
chondrocity ir MenMKL populiacijy, kiek labiau Svytéjo pavienés lgstelés paveiktos J[VKK
agonistu BayK8644 ir endoplazminio tinklo [Ca>] kanaly slopikliu ryanodinu, o KCMKL veiktos
BayK8644. Manoma, kad vidulgstelinio kalcio koncentracija padidéjo, nes BayK8644 yra [VKK
agonistas, kuris prailgina jtampos valdomy L-tipo kalcio kanaly aktyviaja buseng (Lebrut and
Atwater, 1985). Ryanodinui blokuojant endoplazminio tinklo kanalus, Igstelés dalinai praranda

galimybe kaupti visulastelinj kalcj endoplazminio tinklo rezervuare (kiSenése), todél jo padaugéja
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citoplazmoje. Nifedipinu paveikus chondrocitus, KCMKL ir MenMKL pastebétas kiek silpnesnis
Cal-520 signalas nei kontrolinése lastelése. Isradipinu veiktos KCMKL ir MenMKL $vytéjo
salyginai stipriau nei chondrocitai. Tiek isradipinas, tiek nifedipinas priklauso tai paciai 1,4-
dihidropiridino junginiy grupei ir pasizymi panasiu veikimo mechanizmu. Jie abu slopina L-tipo
IVKK pralaidumo poros subvienetg CaV1.2 (Striessnig, Ortner and Pinggera, 2015; Cipriani et
al., 2016), todél buvo tikeétasi, kad iy veiksniy poveikis bus panasus ir vidulastelinio kalcio dazo
$vytéjimas bus blankesnis, lyginant su kontrole. Be to, itin ryskiai §vytéjo MenMKL ir KCMKL,
paveiktos TRVP4 kanalo slopikliu GSK. Sio tyrimo rezultatai parodé, kad J[VKK ir TRPV4
slopikliai ir aktyvatoriai skirtingai paveike [Ca~] kiekj skirtingy tipy lastelése.

Chondrocitai KCMKIL.  MenMKL

Kontrolé

Nif
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9 pav. Kalcio kanaly reguliatoriy jtakos vidulasteliniam kalciui vertinimas fluorescenciniu mikroskopu. Vertinamas
MenMKL, KCMKL ir chondrocity [Ca2+] Svytéjimas, 72 val. veikiant kalcio kanaly reguliatoriais nifedipinu (Nif,
10 uM), BayK8644 (Bay, 10 uM), ryanodinu (1 uM), isradipinu (Isra, 5 uM) ir GSK 2193874 (10 uM), paZymint
lasteles kalciui specifiniu fluorescenciniu dazu Cal-520 (1 pM). Analizé atlikta panaudojant fluorescencinj
mikroskopg EVOS. Padidinimas x100.

3.3.2 Kalcio kanaly reguliatoriy jtakos vidulgstelinio kalcio koncentracijai vertinimas
tékmes citometru
Siekiant tiksliau nustatyti [Ca] koncentracijy skirtumus tarp skirtingy lasteliy bei jas
veikiant skirtingais VKK reguliatoriais buvo naudojamas fluorescencinis dazas Cal-520 ir Calibur
tekmes citometras. Siame tyrime buvo papildomai panaudotas [Ca>] kanaly agonistas FPL64176
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(10 uM) ir natoralus JVKK slopiklis oksalatas (SR 33805) (10 uM). Matavimo metu [Ca*]
koncentracijos pokytis buvo stebimas laike, o praéjus 90 sek. } matuojamg méginj buvo
pridedamas jonomicinas (1 uM), kuris iSlaisvina visg [Ca>] i§ endoplazminio tinklo kiSeniy, taip
pat padidina jo pralaidumag i§ iSorés, leidZiant 1asteléms pasiekti maksimaly leidZiamg [Ca>] kiek].

Lyginant chondrocity, KCMKL ir MenMKL bendrg vidutinj Cal-520 fluorescencijos
intensyvumg, pastebéta, kad MenMKL Svytéjimo intensyvumas buvo stipriausias, o chondrocity
fluorescencinis intensyvumas buvo silpniausias (10 pav.). Manoma, kad MenMKL sukaupé
daugiausia [Ca~], tuo tarpu chondrocitai - maZiausia. D¢l to daroma prielaida, kad MenMKL,
KCMKL ir chondrocitai turi skirtingus [Ca~] kiekio reguliacinius mechanizmus. BayK8644 ir
FPL64176 reikSmingai padidino [Ca*] koncentracija MenMKL prie§ jonomicino pridéjima, o
chondrocituose po jonomicino pridéjimo. Be to, MenMKL vidulastelinio laisvo [Ca>] kiekj taip
pat padidino ir slopiklis GSK 2193874, o visi slopikliai kartu jj sumaZino. Chondrocituose [Ca>]
koncentracija reik§mingai sumazino slopiklis oksalatas po jonomicino pridéjimo, o KCMKL
nepasiZzyméjo reikSmingais skirtumais, lyginant duomenis, gautus lasteles veikus jvairiais [Ca>]

kanaly reguliatoriais.
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10 pav. Vidutinio Cal-520 fluorescencijos intensyvumo matavimas. A — chondrocity, B — KCMKL, C — MenMKL
vidutinis Cal-520 fluorescencijos intensyvumas, 1 val. veikty skirtingais kalcio kanaly reguliatoriais (nifedipinu (10
uM); BayK8644 (10 uM); isradipinu (5 uM); GSK 2193874 (10 uM); FPL64176 (10 uM); oksalatu (SR 33805) (10
uM); BayK8644 (10 uM) + FPL64176 (10 uM); nifedipinu (10 uM) + isradipinu (5 uM) + GSK 2193874 (10 uM) +
oksalatu (SR 33805) (10 uM) (antagonistai). Vidulastelinio kalcio kitimai 13stelése buvo stebimi naudojant tékmes
citometra, prie§ suzadinimg jonomicinu (1 pM) ir po. Horizontalés — p reik§Smé < 0,05.

34 Chondrogeninés diferenciacijos vertinimas

Siekiant jvertinti [Ca»] kanaly reguliatoriy jtaka chondrogeninei KCMKL, MenMKL ir
chondrocity diferenciacijai, [VKK reguliatoriai (aktyvatorius BayK8644 ir slopikliai —
nifedipinas, ryanodinas, isradipinas ir GSK) buvo dedami j Igsteliy diferenciacing terpe, kaip
aprasyta 2.6 skyriuje. Lastelés buvo diferencijuojamos naudojant vien tik [IVKK reguliatorius arba
reguliatorius kartu su klasikiniu chondrogenezg stimuliuojanciu augimo veiksniu TGF-B3 (Yu et
al., 2012). Susiformavusios lgsteliy sferos buvo fiksuojamos, pjaustomos mikrotomu ,,Leica® ir
daZzomos safraninu-O.

MenMKL chondrogeninés diferenciacijos priklausomybé nuo [Ca*] kanaly reguliatoriy
buvo stipriausia. MenMKL veikiant kalcio kanaly slopikliais isradipinu, ryanodinu ir nifedipinu,
diferenciacijos pajégumas iSaugo, tuo tarpu aktyvatorius BayK8644 ir TRPV4 slopiklis GSK
parodé silpniausia uZlastelinio uzpildo baltymy kaupimo rezultata. KCMKL, atvirkéiai,
stipriausig chondrogenezés atsaka parodé pridedant aktyvatoriy BayK8644, o nesant augimo
veiksnio TGF-B3, diferenciacijg stipriausiai stimuliavo slopiklis nifedipinas. Chondrocitai
formavo didziausias lasteliy sferas 1§ visy lasteliy, o didziausias proteoglikany kiekis pastebétas
chondrocitus stimuliuojant su tik TGF-B3, TGF-B3 ir nifedipinu, taip pat TGF-3 ir GSK (11 pav.).

Pastebéjus, kad skirtingy kanaly reguliatoriai skirtingai paveiké MenMKL, KCMKL, ir
chondrocity uzlgstelinio uzpildo gamybg, daroma prielaida, kad vidulgstelinio [Ca*']

koncentracijos valdymas yra svarbus chondrogenings diferenciacijos reguliavimui.
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11 pav. Histologinis chondrogeninés diferenciacijos vertinimas, daZant safraninu-O. Chondrocity, KCMKL ir
MenMKL chondrogeniné diferenciacija vykdyta 21 dieng (100x padidinimas). Kontrolé — lastelés diferencijuotos
chondrogeninéje terpéje be TGF-f33. Lastelés visg diferenciacijos laikg veiktos kalcio kanaly reguliatoriais nifedipinu
(Nif, 10 uM), BayK8644 (10 uM), ryanodinu (1 pM), isradipinu (Isra, 5 pM) ir GSK (10 uM), taip pat reguliatoriais
kartu su augimo veiksniu TGF-33 (10 uM).

1004,

3.5 Kalcio kanaly reguliatoriy ir mechaninio spaudimo poveikis chondrogeninei

diferenciacijai CS-Tyr/Zelatinos karkasuose

Chondrogeniné MenMKL, KCMKL ir chondrocity diferenciacija taip pat buvo vykdoma
CS-Tyr/zelatinos hidrogeliuose, naudojant [VKK agonistg BayK8644 (10 uM) ir antagonistg
nifediping (10 pM), taip pat vieng eksperimenting grupg¢ veikiant mechanine spaudimo jéga,
naudojant ,,FlexCell FX-500" prietaisg (zitreti 2.6.1 skyriy). Diferenciacija buvo vertinama II tipo
antikiinais pazymint karkasy su lgstelémis histologinius pjuvius (12 pav.). CS-Tyr/Zelatinos
hidrogelis po histologinio fiksavimo praranda dalj savo drégmes, tod¢l vietose sutrukingja.

Pastebéta, kad mechaninis spaudimas paskatino II tipo kolageno gamybg visose Iastelése,
kas pastebima patamséjusioje spalvoje aplink lasteles, ta¢iau panasu, kad diferenciacijos trukme
buvo per maza, kad jis pasklisty hidrogelyje (12 pav.). Mechaniskai nespaustos kontrolinés
MenMKL bei MenMKL, veiktos IVKK aktyvikliu BayK8644 buvo sukaupe II tipo kolageno,
kurio gamybg mechaninis spaudimas dar padidino. Taip pat, II tipo kolagenas pastebétas ir

mechaniniu spaudimu ir [VKK antagonistu nifedipinu veiktose MenMKL. Daugiausia II tipo
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kolageno KCMKL pastebéta kontrolinése ir BayK8644 veiktose lastelése po mechaninio
spaudimo. Prie§ mechaninj spaudimg, daugiausia II tipo kolageno sukaupg¢ buvo chondrocitai,
veikti antagonistu nifedipinu. Po mechaninio spaudimo, II tipo kolageno gamyba buvo stipriausia

kontroliniuose bei inkubuotuose su nifedipinu chondrocituose.
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12 pav. Kalcio kanaly reguliatoriy ir mechaninio spaudimo jtaka chondrocity, KCMKL ir MenMKL chondrogeninei
diferenciacijai CS-Tyr/Zelatinos hidrogelivose po 21 dienos, jvertinta histologiSkai, Zymint II tipo kolageno
antiktinais. Kontrolé —Igstelés CS-Tyr hidrogeliuose chondrogeninéje terpéje. Lastelés visa laikg veiktos kalcio kanaly
reguliatoriais nifedipinu (10 uM) bei BayK8644 (10 uM) bei paskuting diferenciacijos savait¢ naudojant mechaninj
spaudima. x400 padidinimas.

3.6 Kalcio kanaly reguliatoriy ir mechaninio spaudimo poveikis Zmogaus kremzlés

eksplantams

Zmogaus sanario kremzlés eksplantai, iSspausti naudojant biopsine adata i§ chirurginiy
operacijy metu paSalintos Zmogaus sgnario kremzles likuciy, buvo inkubuoti chondrogeninéje
terpéje (kontrolé), chondrogeninéje terpéje su nifedipinu arba BayK8644. Be to, dalis eksplanty
buvo veikiami mechaniniu spaudimu. Po 14 dieny eksplantai buvo uZfiksuoti, pjaustomi
histologiSkai bei daZomi safraninu-O. MechaniSkai nespaustuose bei nifedipinu veiktuose
kremzlés eksplantuose pastebéta daugiausiai proteoglikany, o kontroliniuose — maziausiai (13
pav.). PrieSingai, mechaniskai spaustuose kontroliniuose eksplantuose, paveikus BayK8644
stebéta daugiausiai proteoglikany, o nifedipinu — maziausiai. Taip pat buvo tirta kremzlés
eksplanty geny raiSka (14 pav.). Nifedipinas stimuliavo Sox9, II tipo kolageno ir CaV1.2 geny
raiSkg kremzlés eksplantuose be mechaninio poveikio, lyginant su kontrole (14 pav. A, B, D).
Mechaninis spaudimas padidino I tipo kolageno raiSkg visuose tirtuose kremzlés eksplantuose
(tiek su nifedipinu ir BayK8644, tiek be jy) (14 pav. C). Mechaninis spaudimas kartu su nifedipinu
sumaZino II tipo kolageno ir Cav1.2 geny raiskg (14 pav. B, D).
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13 pav. Kremzlés eksplantai veikti nifedipinu 10 pM r BayK8644 (10 pM) bei mechaniniu spaudimu. Histologiniai
pjuviai dazyti Safraninu-O. x40 padidinimas
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14 pav. Kremzlés eksplanty geny raiskos analizé, juos veikus nifedipinu (Nif, 10 uM) ir BayK8644 (Bay, 10 uM) bei
naudojant mechaninj spaudima (+F). A — Sox9 geny raiskos rezultatai, B — II tipo kolageno geny raiskos rezultatai, C
— I tipo kolageno geny raiSkos rezultatai, D — jtampos valdomy kalcio kanaly a subvieneto CaV1.2 geny raiSkos
rezultatai. ISmatuota naudojant tikro laiko PGR. Kontroliné grupé (K) — eksplantai neveikti jokiais veiksniais.

3.7 Azoto oksido aktyvumo tyrimas

Vidulastelinio azoto oksido aktyvumas chondrocituose ir KCMKL buvo nustatomas jas 24
valandas inkubuojant su nifedipinu (10 pM), BayK8644 (10 uM) ir cigare¢iy dimy ekstraktu (1
ul/ml, CDE) (teigiama kontrol¢). NO aktyvumas buvo matuojamas MUSE citometru, naudojant
komercinj MUSE azoto oksido aktyvumo nustatymo rinkinj. NO aktyvumas MKL padidéja
pridéjus CDE, todél jis buvo pasirinktas kaip teigiama kontrolé. Nifedipinas reik§mingai padidino
NO aktyvuma chondrocituose ir KCMKL, lyginant su kontrolémis (15 pav.). BayK8644 neturéjo
reik§mingos jtakos nei vienam lasteliy tipui. Taip pat, tékmés citometru iSmatuotas negyvy lasteliy
kiekis populiacijoje (16 pav.). Gyvybingumas sumazéjo po lasteliy inkubacijos su CDE ir
BayK8644 bei padidéjo po poveikio nifedipinu, lyginant su kontrolinémis 1gstelémis.
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mChondrocitai ~ mKCMKL
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CDE Kontrolé

Lasteliy populiacija su NO
aktyvumu

15 pav. Azoto oksido aktyvumas chondrocituose ir KCMKL. Lastelés 24 valandas veiktos cigareCiy dimy ekstraktu
(CDE) (1 pg/mL), nifedipinu (Nif) (10 uM) ir BayK8644 (10 uM) (BayK). Horizontalés Zymi p<0,05.
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16 pav. Chondrocity ir KCMKL negyvy Iasteliy populiacijos po 24 valandas trukusio veikimo su cigareciy dimy
ekstraktu (CDE) (1 pg/mL), nifedipinu (Nif) (10 uM) ir BayK8644 (10 uM) (BayK). Naudota 7-AAD negyvy lasteliy
Zymuo ir t¢kmés citometrija.
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ISVADOS

1. Vienasluoksnyje kultivuotos Zmogaus kauly Ciulpy ir menstruacijy kraujo MKL buvo
morfologiSkai panasios, spindulinés formos, atitiko MKL keliamus reikalavimus, o SvieZiai iSskirti
chondrocitai buvo apskritos formos, tagiau augant vienasluoksnio kultiiroje jgavo fibroblastams
biidinga forma.

2. Kalcio kanaly reguliatoriai skirtingai veikia tirty lgsteliy proliferacija: agonistai BayK8644 ir
FPL64176 skatino chondrocity proliferacijg, o antagonistai nifedipinas ir oksalatas (SR 33805) ja
slopino. Tiek agonistai, tiek antagonistai mazino KCMKL proliferacijos intensyvuma.

3. Skirtingi kalcio kanaly reguliatoriai turéjo ne vienoda jtaka kalcio koncentracijai skirtingy tipy
lastelése. KCMKL, i visy. Iasteliy. tipy, buvo-silpniausiai veikiamos kalcio- kanaly. reguliatoriy.
MenMKL nustatyta didZiausia vidulgstelinio kalcio jony koncentracija, bei stipriausias atsakas |
kalcio kanaly reguliatorius; tuo tarpu chondrocituose kalcio koncentracija buvo maziausia, ta¢iau
didéjo veikiant agonisty kompleksui.

4. Vykdant chondrogening MenMKL, KCMKL, ir chondrocity stimuliacija, nustatytas skirtingas
kalcio kanaly reguliatoriy poveikis. MenMKL chondrogenezes pajégumas 15augo, veikiant kalcio
kanaly slopikliais kartu su TGF-B3, o KCMKL naudojant aktyvatoriy BayK8644 su TGF-B3.
Nesant augimo veiksnio TGF-83, diferenciacija Siose lastelése stipriausiai stimuliavo JVKK
slopiklis nifedipinas. Chondrocituose didziausias proteoglikany kiekis nustatytas stimuliuojant su
TGF-B3 1ir mtedipinu. Apie kity slopikiiy ir aktyvikliy poveiky spresti sudétinga, kadangi del
pandemijos nepavyko istirti visy suplanuoty méginiy.

5. Mechaninis spaudimas paskatino II tipo kolageno gamyba visuose tirtuose hidrogelinose.

6. Tiek slopiklis nifedipinas, tick mechaninis spaudimas stimuliavo Il tipo kolageno ir Sox9 geny
raiSkg Zmogaus sgnario kremziés eksplantuose, taciau sinergistinio poveikio nebuvo. Mechaninis
spaudimas slopino CaV1.2 geno raiska, taciau padidino I tipo kolageno geno raiska visuose
eksplantuose.

7. IVKK slopiklis nifedipinas padidino NO aktyvumg KCMKL ir chondrocituose, o agonistas
BayK8644 neturéjo reikSmingos jtakos.

Sio darbo metu gauti rezultatai yra svarbiis norint jvertinti MKL panaudojimo galimybe kremzlés
audinio terapijai, pries tai Sias Iasteles diferencijuojant in vitro salygomis. Taip pat, Sie rezultatai
prisideda prie vidulgstelinio kalcio jony valdomy chondrogeninés diferenciacijos molekuliniy
mechanizmy i%aiskinimo ir papildo esandias Zinias apie MenMKL, KCMKL ir chondrocity
reguliaciniy mechanizmy skirtumus, naudojant jvairius kalcio kanaly slopiklius ir aktyviklius.
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