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Trimaciy osteokonduktyviy ir osteoinduktyviy karkasy poveikio kaulo

regeneracijos procesams jvertinimas in vitro ir in vivo

1. SANTRAUKA

Problemos aktualumas ir darbo tikslas. Kauliniy defekty atstatymas yra viena i§ dazniausiai
atlickamy operacijy medicinoje ir odontologijoje. Dél turimy autogeninio kaulo tritkumy tesiasi
intensyvios pazangiy kauliniy pakaitaly paieskos. Sio tyrimo tikslas — jvertinti kompozitiniy
polilaktinés ragsties (PLR) ir PLR/biostiklo 45S5 (BS) karkasy bei jy konstrukty, papildyty danty
pulpos kamieninémis lgstelémis (DPKL) ar jy isskirtu tarplasteliniu uzpildu (TU), poveikj kaulo

regeneracijos procesams in vitro ir in vivo.

Medziagos ir metodai. PLR ir PLR/BS karkasai pagaminti lydyto nusédimo modeliavimo
spausdintuvu. Naudojant i Wistar ziurkiy iSskirty DPKL suspensija pagaminti PLR-DPKL, PLR-
TU, PLR/BS-DPKL ir PLR/BS-TU konstruktai. PLR ir PLR/BS karkasy poveikis potencialiam
organizmo atsakui vertintas atliekant ant §iy karkasy inkubuoty DPKL sekretomy analizg.
Konstrukty poveikis angiogenezei vertintas atliekant endotelio Igsteliy (EL) migracijos analize.
Karkasy ir konstrukty poveikis naujo kaulo formavimuisi vertintas Wistar Ziurkiy kaukoliy
kritinio dydzio kauliniuose defektuose, atlikus defekty mikrokompiuterinés tomografijos ir

histologing analizes.

Rezultatai. Ant PLR ir PLR/BS karkasy inkubuoty DPKL sekretomuose identifikuota 11
signaliniy molekuliy, dalyvaujanc¢iy uzdegiminiame atsake, Zzaizdos gijime, osteogenezés ir
angiogenezeés reguliavime, lgsteliniy kalcio jony homeostazéje. EL statistiSkai reikSmingai
daugiau migravo ant PLR/BS karkasy, lyginant su PLR grupe. In vivo rezultatai parodé, kad
didziausias kaulo kiekis susidaré PLR/BS karkasais ir PLR/BS-TU konstruktais uzpildytuose

defektuose.

ISvados. Tirty karkasy poveikis organizmui susijes su uzdegiminiu atsaku, Zaizdos gijimu,
osteogenezes ir angiogenezés reguliavimu, lasteliniy kalcio jony homeostaze. PLR/BS karkasai ir
konstruktai parodé didesnj angioindukcinj potencialg in vitro bei didesnj naujo kaulo formavimasi
in vivo, lyginant su PLR karkasais ir konstruktais. Reikalingi tolimesni tyrimai, siekiant gerinti
PLR/BS karkasy savybes.

Raktiniai zodziai: trimatis spausdinimas; kaulo regeneracija; polilaktiné riigstis; biostiklas 45S5;

kamienings lastelés; tarplastelinis uzpildas.



Evaluation of the Effect of Three-Dimensional Osteoconductive and
Osteoinductive Scaffolds on the Bone Regeneration Process In Vitro

and In Vivo

2. SUMMARY

Relevance and aim of the study. The reconstruction of bone defects is one of the most frequently
performed surgeries in medicine and dentistry. Due to autologous bone’s shortcomings, the search
for advanced bone substitutes continues. This study aimed to evaluate the effects of three-
dimensional polylactic acid (PLA) and PLA/bioglass 45S5 (BG) scaffolds and their constructs,
supplemented with dental pulp stem cells (DPSC) or their extracellular matrix (ECM), on bone

regeneration process in vitro and in vivo.

Materials and methods. PLA and PLA/BG scaffolds were made using a fused deposition
modelling printer. Using DPSC suspension isolated from Wistar rats, PLA-DPSC, PLA-ECM,
PLA/BG-DPSC and PLA/BG-ECM constructs were made. In vitro cytokine evaluation in DPSC
secretomes and vertical endothelial cells (EC) migration were carried out. The scaffolds’ and
constructs’ effect on new bone formation was assessed in Wistar rats’ critical-size calvarial bone

defects by micro-computed tomography and histological analysis.

Results. Secretomes of DPSC incubated on PLA and PLA/BG scaffolds contained 11 signaling
molecules involved in the inflammatory response, wound healing, regulation of osteogenesis and
angiogenesis, and cellular calcium ion homeostasis. There was a statistically significantly higher
EC migration on PLA/BG scaffolds than in PLA group. The highest bone amount formed in
defects filled with PLA/BG and PLA/BG-ECM samples.

Conclusions. The scaffolds’ effect on organism response was related to inflammatory process,
wound healing, regulation of osteogenesis and angiogenesis, and cellular calcium ion homeostasis.
PLA/BG scaffolds and constructs showed higher angioinductive potential in vitro and new bone
formation in vivo than PLA scaffolds and constructs. Further research is needed to continue

improving PLA/BG scaffolds’ properties.

Keywords: three-dimensional printing; bone regeneration; polylactic acid; bioglass 45S5; stem

cells; extracellular matrix.



SANTRUMPU SARASAS
AIMP-1 — audiniy metalopeptidazés-1 inhibitorius
Bio-Oss — Geistlich Bio-Oss®
BS — biostiklas 4555
CCL-5 — C-C motyvo chemokino ligandas-5
CINC - citokiny indukuojamas neutrofily chemoatraktantas
CXCL10 - C-X-C motyvo chemokino ligandas-10
CX3CL1 — C-X3-C motyvo chemokino ligandas-1
DPKL — danty pulpos kamieninés lastelés
EL — endotelio lastelés
IL-1ra — interleukinas-1ra
IL-6 — interleukinas-6
JAV — Jungtinés Amerikos Valstijos
KEAF — kraujagysliy endotelio augimo faktorius
LNM — lydyto nusédimo modeliavimas
MikroKT — mikrokompiuteriné tomografija
PLR — polilaktiné riigstis
rEL — raudonai fluorescuojancios endotelio lastelés
tTLAM-1 — tirpioji tarplastelinés adhezijos molekule-1
TU —tarplastelinis uzpildas

3D — trimatis



LIST OF ABBREVIATIONS
BG — bioglass 45S5
DPSC — dental pulp stem cells
EC — endothelial cells
ECM — extracellular matrix

PLA — polylactic acid



3. IVADAS

Kaulo augmentacija — procediira, be kurios dauguma Siuolaikinés chirurgijos sriiy yra
nejsivaizduojamos. Kaulinius defektus reikalinga atstatyti pasalinus didelés apimties cistas,
navikus bei po traumy ar uzdegimy, tac¢iau odontologijoje bene dazniausia kaulo augmentacijos
priezastis — salygy, butiny sékmingai implantacijai, sudarymas. Netekus danty jvyksta zandikaulio
alveolinés ataugos rezorbcija bei kokybiniai kaulo poky¢iai, 0 tai gali lemti sunkumus norint
atstatyti prarastus dantis implantais [1]. Nustatyta, kad net 50 proc. odontologijoje atlickamy danty
implantacijy metu kartu atliekama ir kaulo augmentacija [2]. Esama statistika rodo, kad kasmet
atliekama apie 2,2 min. kaulo augmentacijos procediiry, kuriy bendra verté siekia 664 min.
Jungtiniy Amerikos Valstijy (JAV) doleriy, ir prognozuojama, kad operacijy, atlickamy atstatant
kaulinius defektus, skai¢ius kasmet augs 13 proc. [3]. Nors rinkoje sitiloma didelé kaulo pakaitaly
jvairové, autogeninis kaulas vis dar laikomas auksiniu standartu [4]. Nepaisant to, dél riboto
autogeninio kaulo donoriniy sri¢iy pasirinkimo ir galimy papildomos operacijos komplikacijy bei
augancios rinkos tebevyksta naujy kaulo pakaitaly tyrimai, kuriy metu siekiama pagaminti
medziaga, savybémis kuo artimesne autogeniniam kaului. Siais laikais vis spar¢iau besivystanti
trimac¢io (3D) spausdinimo technologija atveria naujas galimybes ypa¢ tikslaus dizaino,
konkretiems kauliniams defektams pritaikyty karkasy gamybai, o tobuléjanti audiniy inZinerija
leidzia j sudét] jtraukti naujo kaulo formavimgsi skatinan¢ias medziagas. 3D spausdinimo
technologija pagaminti kompozitiniai karkasai, sudétyje turintys polilaktinés rigsties (PLR),
biostiklo 45S5 (BS) ir Siy karkasy konstruktai, papildyti danty pulpos kamieninémis lastelémis
(DPKL) ar jy pagamintu tarplagsteliniu uzpildu (TU), gali buti perspektyviis kaulo pakaitalai,

naudojami kauliniy defekty atstatyme.
3.1.  Tyrimo tikslas

Jvertinti 3D kompozitiniy PLR ir PLR/BS karkasy bei konstrukty, papildyty DPKL ar jy
iSskirtu TU, poveikj potencialiam organizmo atsakui ir angiogenezei in vitro bei naujo kaulo

formavimuisi in vivo.

3.2. Tyrimo uZdaviniai

1. TIstirti PLR ir PLR/BS karkasy ir jy konstrukty, papildyty DPKL, poveikj potencialiam
organizmo atsakui ir angiogenezei in vitro;

2. Istirti PLR, PLR/BS karkasy ir jy konstrukty, papildyty DPKL ar jy i$skirtu TU, poveiki
naujo kaulo formavimuisi Wistar ziurkiy kritinio dydzio kaukoliy defektuose;

3. Palyginti tiriamyjy grupiy poveikj naujo kaulo formavimuisi in vivo su teigiama kontroline

grupe (Geistlich Bio-Oss®).



3.3. Hipotezés

1. PLR ir PLR/BS karkasai ir konstruktai pasizymi savybémis, turiniomis teigiamg poveikj
kaulo regeneracijos procesams in vitro.

2. PLR ir PLR/BS karkasai ir konstruktai turi teigiamg poveikj naujo kaulo formavimuisi
Wistar ziurkiy kritinio dydzio kaukoliy defektuose. Konstruktais uzpildytuose defektuose
susiformuos didesnis naujo kaulo kiekis, nei tos pacios medziagos karkasais uzpildytuose
defektuose.

3. PLR ir PLR/BS karkasai, papildyti DPKL ar jy i$skirtu TU, parodys panasius j Geistlich
Bio-Oss® granulémis uzpildyty defekty rezultatus.

4. LITERATUROS APZVALGA

Zmogaus kaulinis audinys pasizymi puikiomis regeneracinémis savybémis, tatiau jos yra
ribotos, todél didesniy kauliniy defekty atsistatymui natiiraliy mechanizmy nebepakanka [5].
Siuolaikinéje chirurgijoje netekto kaulo atstatymas yra itin svarbi procediira — tai puikiai iliustruoja
faktas, kad JAV kaulinis audinys yra antras dazniausiai persodinamas transplantas po kraujo
perpylimo [6]. Atkurti netekto ar nesamo kaulo tirj gali prireikti po kauly laziy, véluojancio ar
netaisyklingo lizgaliy susijungimo, pasalinus cistas, navikus, netekus danty bei dél kity priezas¢iy
[6,7]. Prognozuojama, kad kauliniy defekty atstatymo procediiry skai¢ius pasaulyje kasmet augs
13 proc. [3]. Nepaisant didelio ir sparc¢iai augancio atlickamy kaulo augmentacijy skai¢iaus bei
rinkoje esancios kaulo pakaitaly pasitlos, idealus kaulo pakaitalas dar nerastas, todél §i chirurginé
procediira ir jos rezultaty prognozavimas vis dar lieka isukiu. Siuo metu egzistuoja keletas
skirtingy kauliniy transplanty tipy, kuriuos galima pasirinkti atlickant kaulo augmentacija.

IstoriSkai pirmiausia pradétas naudoti autogeninis kaulinis transplantas. Tai yra kaulinis
audinys, gaunamas i$ to paties individo, kuriam bus persodinamas. Pagal sritj, i§ kurios paimamas,
autogeninis kaulas gali buti skirstomas j ekstraoralini (i§ klubakaulio keteros, Seivikaulio,
Sonkauliy ir t.t.) arba intraoralini (i§ virSutinio zandikaulio gumburo, apatinio zandikaulio
vainikinés ataugos ar kampo, smakro simfizés) [8]. Danty implantacijos, sinuso dugno pakélimo
ir kity intraoraliniy chirurginiy procediiry metu dazniausiai renkamasi intraoralines donorines
sritis [9]. Naudojant tokj autogeninj kaulg uztenka vietinés nejautros, nereikalinga hospitalizacija,
0 pacientai patiria mazesnj diskomforta, re¢iau susiduria su komplikacijomis [10]. Kiti privalumai
— lokalizacija arti recipientinés srities, trumpesné operacijos trukmé, maZesnés anestetiko
sagnaudos. Nepaisant to, intraoralinése srityse esancio kaulo kiekis gali biiti nepakankamas [11],
todél atstatant didelés apimties defektus gali prireikti kaulo i§ ekstraoraliniy donoriniy sriciy

(iprastai i$ klubakaulio keteros) [12].



Dél pacios prigimties autogeninis kaulas pasizymi reiksmingais privalumais. Kadangi donoras
ir recipientas yra tas pats organizmas, §is transplantas yra visiskai histologiSkai suderinamas. Taip
pat autogeninis kaulas yra osteoinduktyvus [13]. Tai yra savybé skatinti mezenchiminiy lgsteliy
migracija, proliferacija ir diferenciacija j osteoblastus ir chondroblastus. Osteoindukcijg inicijuoja
jvairGis transplante esantys augimo faktoriai, tokie kaip kaulo morfogenetiniai baltymai ir
kraujagysliy endotelio augimo faktorius (KEAF) [13]. Dar autogeninis kaulas pasizymi
osteokondukcija — dél savo struktiiros jis veikia kaip karkasas, sudarantis tinkamas salygas j ji
jaugti Seimininko organizmo lgsteléms, biitinoms kaulo formavimuisi. Svarbu, kad autogeninis
transplantas pats turi visus reikalingus lastelinius elementus ir medziagas, leidziancias vykti de
novo osteogenezei, t.y. naujo kaulinio audinio gamybai [13]. Visos §ios savybés lemia tai, kad
autogeninis kaulas vis dar vadinamas auksiniu standartu ir laikomas atskaitos tasku, savotiska
kartele, su kuria lyginami Kiti kaulo pakaitalai [14]. Literatiroje teigiama, kad naudojant
autogeninj kaulg alveolinéje ataugoje susiformuoja didZiausias naujo kaulo tdris, lyginant su
alternatyvomis [15]. Nepaisant rezultaty, autogeninio kaulo naudojimas turi trakumy, kurie kyla
i§ papildomos operacijos poreikio. Galimos donorinés srities komplikacijos — skausmas, infekcija,
operacings srities ir Salia esan¢iy danty parestezija, donorinés srities randéjimas, nekrozé [16,17].
Literatiiroje nurodomas komplikacijy daznis stipriai varijuoja, bet Clavero ir Lundgren tyrimas
parodé bene didZiausius skaicius — donorine autogeninio kaulo sritimi pasirinkus smakra, praéjus
1-2 sav. po operacijos, net 76 proc. pacienty jauté donorinés srities parestezijg, o po 18 mén. 52
proc. pacienty vis dar skundési pojucio sutrikimais [18]. Taip pat susiduriama ir su papildomomis
laiko sgnaudomis. D¢l minéty problemy, su kuriomis galima susidurti atlieckant kaulo augmentacija
autogeniniais transplantais, daznai renkamasi alternatyvias medziagas.

Viena i$ autogeninio transplanto alternatyvy yra alogeninis kaulas — jis gaunamas i$ Kito tos
pacios rasies organizmo su skirtingu genotipu. Tokio transplanto privalumai kyla i§ to, kad
panaikinamas antros operacinés srities poreikis. Lyginant su autogeniniu kaulu, alogeninio
transplanto naudojimas mazina nepakankamo kaulo kiekio problemg, panaikina donorinés srities
komplikacijy rizikg bei trumpina operacijos trukme — kitaip sakant, galima tikétis didesnio
komforto pooperacinio laikotarpio metu. Pries naudojima, siekiant sumazinti imuninio atsako
rizikg ir prailginti galiojimo laik, alogeniniai transplantai biina specialiai apdorojami. Siuo metu
naudojami $vieziai uzSaldyti, sausai uzSaldyti arba demineralizuoti sausai uzsaldyti alogeniniai
transplantai [19]. SvieZiai ir sausai uz$aldytas alogeninis kaulas veikia kaip osteokondukcinis
karkasas, tuo tarpu papildoma demineralizavimo procediira suaktyvina transplante esantj kaulo
morfogenetinj baltyma, todél demineralizuoti sausai uzSaldyti alogeniniai transplantai dar
pasizymi osteoinduktyvumu. Nepaisant to, reikSmingo skirtumo tarp kauliniy defekty atsistatymo

naudojant demineralizuotg sausai uzsaldyta arba sausai uzsaldyta alogeninj kaula nenustatyta [20],



o dél tinkamiausio apdirbimo biuido taip pat nesutariama [21]. Sisteminés apzvalgos duomenys
parod¢, kad alveolinés ataugos kauliniams defektams atstatyti naudojant alogenines medziagas,
naujo kaulo susiformuoja apie 33 proc. defekto tario, tuo tarpu autogeninio kaulo naudojimas
lémé vidutiniskai 51 proc. defekto tuirio atsistatyma [15]. Regeneracinés alogeninio kaulo savybés
gali varijuoti priklausomai nuo donoro ypatybiy (amziaus, sisteminiy ligy) [22]. Taip pat,
nepaisant grieztai reguliuojamos donory atrankos, alogeniniy medziagy apdorojimo technologijy
ir laikymo salygy, iSlicka infekcijos tikimybé [23]. Irodyta, kad alogeniniu kaulu jmanoma
perduoti pavojingy infekciniy ligy sukeléjus, pavyzdziui, hepatito C ir Zmogaus imunodeficito
virusg [24]. Augmentacijos metu vietoje autogeninio kaulo naudojant alogeninj, iSauga procediiros
kaina, o faktas, kad alogeninis transplantas yra medziaga, gauta i$ kito zmogaus, kai kuriems
pacientams gali kelti abejones. Alogeninio kaulo rinkg stipriai sugrieztino Europos Parlamento ir
Tarybos direktyva 2004/23/EB, o donuojamy audiniy trikumas kasmet didéja [25]. Sios priezastys
Europoje lémé mazéjant] alogeniniy kaulo pakaitaly populiarumg ir didéjantj susidoméjimag
kitomis medziagomis.

Kaulo augmentacijai taip pat gali bati naudojamas ksenogeninis kaulas. Siuo terminu
apibuidinamas kaulas, gaunamas i$ kitos rasies organizmy, dazniausiai galvijy ir kiauliy. Siekiant
panaikinti infekcijos ar imuniniy reakcijy rizikg ksenogeniniai transplantai dar griez¢iau apdirbami
ir sterilizuojami, nei alogeniniai. Be to, didesnis ksenogeninio kaulo donory kiekis lemia platesnj
prieinamuma prie Sio tipo transplanty ir mazesne kaing [26]. Apdirbimo technologijy poveikis
lemia, kad ksenogeninis kaulas taip pat pasizymi tik osteokondukcinémis savybémis. Nepaisant
to, sisteminés apzvalgos rezultatai parodé, kad ksenogeniniy transplanty naudojimas alveolinés
ataugos kaulo augmentacijoje lemia didesn] naujai susidariusio kaulo kiekj, nei naudojant
alogeninius transplantus [27]. Vienas dazniausiai burnos chirurgijoje naudojamy ksenogeniniy
kaulo pakaitaly yra Bio-Oss® (Bio-Oss) (Geistlich Pharmaceutical, Wolhusen, Sveicarija) [28]. Si
medziaga iSgaunama i§ galvijy spongiozinio kaulo pasalinant organinius komponentus ir
sterilizuojant gama spinduliais. Bio-Oss tiekiamas dviejy skirtingy dydZziy granulémis, o jo sudétj
pagrinde sudaro kalcio ir fosforo junginiai. Bio-Oss pasizymi glaudaus kontakto su naujai
susiformavusiu kaulu sudarymu ir dideliu sékmés procentu, implantacijos ir kaulo augmentacijos
metu naudojant $ig medziagg [29]. Neaisku, ar Bio-Oss geba pilnai rezorbuotis — Klinikinio tyrimo
metu nepakitusios, | kaula integravusios Bio-Oss granulés buvo aptiktos praé¢jus 11 mety po
zandinio sinuso dugno pakélimo operacijos [30]. Léta daleliy rezorbceija iSlaiko nedideliy defekty
tarj ir suteikia puikias osteokondukcines savybes, taciau pilnas defekto uzpildymas kaulu lemty
optimaliausius mechaninius buvusios defekto srities parametrus. Be to, naudojant Bio-Oss kyla
formos ir ttrio iSlaikymo problemos §ia medziaga uzpildant didelés apimties defektus [31,32].

Galima daryti prielaida, kad granulés nesuteikia optimaliy mechaniniy savybiy ir stabilumo jomis
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uzpildant defektus, esancius didelés fiziologinés apkrovos srityse [33]. Galiausiai, Bio-Oss yra
salyginai brangi medziaga, o gyvininés kilmés medziagy naudojimas kelia bioetinius klausimus.

Savo kilme labiausiai nuo Zmogaus organizmo ,,nutole yra aloplastiniai transplantai. Tai yra
sintetiniai arba i§ koraly bei dumbliy hidroksiapatito iSgauti kaulo pakaitalai [26]. Dirbtiné
aloplastiniy transplanty kilmé leidzia tiksliau reguliuoti gamybg ir kokybe, panaikinti infekcijy
rizikg, sukurti tarj iSlaikancius transplantus ir, svarbiausia, modifikuoti transplanty sudétj ir
struktlirg. Biitent pastaroji savybé lemia didelj susidoméjimg Siais kaulo pakaitalais. Audiniy
inzinerijos iIr medziagy mokslo laiméjimai leidzia atlikti naujy 3D karkasy tyrimus, j sudétj
jtraukiant vis kitas medZziagas ir kei¢iant mikrostruktiirg [34], taip vis gerinant transplanty savybes
ir artéjant prie idealumo. Zinant tai, nenuostabu, kad aloplastiniai kaulo pakaitalai ateityje gali
tapti pirmo pasirinkimo medziagomis, naudojamomis kaulo augmentacijoje [22]. Aloplastiniai
transplantai daugiausia gaminami i§ medziagy, kurios yra pagrindinés kaulo sudedamosios dalys,
pavyzdziui, jvairts junginiai su kalciu ir fosfatais [25], bet Siais transplantais nebatinai stengiamasi
atkartoti nattiralaus kaulo struktiirg. Skirtingy gamintojy aloplastiniy transplanty sudétys ir
strukt@iros skiriasi, todél atitinkamai kinta jy osteokondukcinés savybés. Siuo metu JAV
naudojimui patvirtinti 87 aloplastiniai kaulo pakaitalai [22]. Juos sudaran¢ios medziagos — beta
trikalcio fosfatas, hidroksiapatitas, bifazinis kalcio fosfatas, kalcio sulfatas, kalcio fosfatas.
Nepaisant sintetiniy kaulo pakaitaly privalumy ir perspektyvy, vis dar triksta dokumentuoty
klinikiniy tyrimy, patvirtinanciy aloplastiniy pakaitaly efektyvuma, ir tai yra viena i priezasCiy,
kodél aloplastiniai transplantai rinkoje uzima labai nedidel¢ dalj [25]. Tadiau tesiasi tyrimai,
ieSkant geriausio gamybos budo ir sudéties.

Norint pagaminti idealiomis savybémis pasizymintj kaulo pakaitalg, svarbu turéti supratimg
apie nattraly zmogaus kaulg. Tai yra kompozitiné medziaga, kurig sudaro kaulinés Igstelés,
apsuptos tarplasteliniu uzpildu. Sis uZpildas sudarytas i§ 65-70 proc. neorganinio komponento
(daugiausia hidroksiapatito) ir 25-30 proc. organinio komponento, kuris yra i$sidéstes tinkliskai ir
daugiausia sudarytas i§ | tipo kolageno bei elastino. Kaulinés lastelés kontroliuoja organiniy
komponenty mineralizacijg [35,36]. StrukttriSkai kaulg galima i$skirti j du tipus. ISoriné kaulo
dalis, vadinama kortikaliniu kaulu, yra tanki bei tvirta — jos kompresinis stiprumas skirtingose
organizmo vietose svyruoja tarp 130-190 MPa [37]. Vidiné dalis — trabekulinis kaulas — turi 50-
90 proc. porétumg ir pasizymi didesniu elastingumu [34]. Santykis tarp kortikalinio ir trabekulinio
kaulo jvairiose organizmo (bei zandikauliy) srityse stipriai varijuoja, be to, organinés dalies
kauléjimo greitis skirtinguose kauluose taip pat skiriasi [34]. Dél minéty kaulo skirtumy svarbu
atrasti tokj kaulo pakaitaly gaminimo btida, kuris leisty pritaikyti karkasa ne tik prie pazeidimo

formos, bet ir prie vidinés struktiiros.
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Kiekvieng kaulo augmentacijai sukurtg karkasa galima jvertinti pagal teorines idealaus karkaso
savybes. Visy pirma, karkasas ir jo irimo produktai turi biiti biosuderinami — nesukelti uzdegimo
ar atmetimo reakcijos [38]. Kita svarbi savybé — kontroliuojama biodegradacija [39]: karkasas turi
irti ir taip ilgainiui buiti pakeistas recipiento audiniais, taciau irimas turi biiti ne per greitas, kad
biity iSlaikomas srities struktirinis vientisumas. Idealus karkasas turéty pasizyméti dideliu
bioaktyvumu [40] — osteokundukcijos ir osteoindukcijos savybémis. Ne maziau svarbi yra optimali
karkaso mikroarchitektiira. Reikalingos tokio dydzio ir tankio poros, kurios didinty karkaso-
organizmo lgsteliy kontakto plota, sudaryty salygas tiksliniy lgsteliy migracijai, deguonies,
maistiniy ir $alinimo medziagy patekimui j ir i$ karkaso [41]. Tyrimuose in vitro ir in vivo jrodyta,
kad karkasai su apie 300-500 um dydzio poromis skatina osteogenezg, tuo tarpu 100 um dydzio
poros palankesnés chondrogenezei [38,42]. Galiausiai idealus karkasas savo mechaniniais
parametrais turi biiti Kuo panasesnis j nattraly kaulg — turéti 100-230 MPa kompresinj stipruma,
7-30 GPa Jungo elastiSkumo modulj [38]. Toks karkasas apkrovos metu islaikyty struktiirinj
vientisuma, efektyviai paskirstyty kriivj, atkartoty fiziologing kaulinio audinio aplinkg. Be viso to,
didelis privalumas, jei karkasas biity patogus naudojimui operacijy metu. AKivaizdu, kad visy
(pavyzdziui, porétumas ir tvirtumas) yra atvirkS¢iai proporcingos. Be to, tampa aiSku, kad biitina
jvertinti ne tik karkaso sudétj, bet ir strukttirg bei mechanines savybes, todél labai svarbu pasirinkti
tinkama karkaso gamybos biida.

3D karkasy gamyboje naudojama daugybé skirtingy metody ir jy deriniy, pavyzdZziui,
kompresinis modeliavimas, dziovinimas $al¢iu, elektrospiningas, bet naudojant Sias ir kitas
jprastines  technologijas susiduriama su problemomis gaminant preciziSkai tikslios
mikrostruktiiros karkasus [35]. Spar¢iai tobuléjantis 3D spausdinimas j karkasy gamyba atnesé itin
svarbius poky¢ius. Atsirado galimybé stipriai pagerinti mikro- ir makrostruktiiros tiksluma,
iSspresti pory dydzio, formos ir tarpusavio jungimosi problemas [34], o programinés jrangos
naudojimas palengvina struktoiry projektavimg. Be to, 3D spausdinimas atveria galimybes
individualaus defekto forma atitinkanciy karkasy gamybai [35]. 3D spausdintuvu karkasa galima
pagaminti keletu skirtingy metody. Vienas i§ jy — lydyto nusédimo modeliavimas (LNM) —
biomedziagy gamyboje yra vienas pladiausiai naudojamy, nes pasizymi geru tikslumu ir
atkartojamumu spausdinant sudétingas geometrines formas [43], nedidele kaina, Zema gamybos
temperatiira ir energijos sanaudomis [44]. LNM metodu karkasas gaminamas jkaitinant medziagos
filamenta ir per specialy antgalj ant pagrindo formuojant dvimat¢ forma, palaipsniui atitraukiant
antgalj nuo platformos [40]. Taip pasluoksniui gaunamas norimos formos 3D karkasas [45].

Polilaktiné rugstis (PLR) yra viena dazniausiai 3D spausdinime LNM biidu naudojamy

medziagy [46]. Egzistuoja dvi jos stereoizomerinés formos: pagrinding dalj sudaranti poli-L-
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lakting ruigstis ir poli-D-lakting ruigstis [47]. Sis termoplastiskas polimeras yra ekologiskas,
kadangi gaunamas i§ nattiraliy Saltiniy ir gali buti pilnai perdirbamas [40], 0 jo savybés lemia
puikias pritaikymo audiniy inzinerijoje galimybes. PLR naudojama kaip sudétiné ortopediniy
[48]. Santykinai didelis PLR Jungo elastiSkumo modulis yra palankus biomechaniskai [36]. Be to,
PLR hidrolizés budu degraduoja j pieno rtgstj, kuri yra netoksiska, nattiraliai zmogaus organizme
randama medziaga [49]. Vienas i§ PLR trikumy yra hidrofobiskumas, nes tai riboja lgsteliy
prisitvirtinimg prie PLR pavirSiaus [47]. Dar hidrofobiskumas ir didelé molekuliné masé lemia
létg biodegradacijg [50] — nustatyta, kad i poli-L-laktinés riigsties izomery sudarytos PLR yrimas
zmogaus organizme trunka iki 4 mety [51], o kaulinis audinys geba regeneruoti per 12-18 savaiciy.
Si savybé tikty vaisty perne§imo sistemoms, kuomet reikalingas létas vaistinés medZiagos
iSsiskyrimas, tuo tarpu kaulo regeneracijoje létas yrimas yra trilkumas, nes karkaso biodegradacija,
zymiai létesné, nei kaulo gebéjimas atsistatyti, trukdo naujo kaulo formavimuisi [52]. Be to, yrimo
metu iSsiskirianti pieno ragstis mazina aplinkos pH ir sudaro kaulinio audinio formavimuisi
zalingas aplinkos sglygas [53]. Keiciant PLR stereoizomery santykj kinta molekuliné¢ masé, todél
taip galima daryti jtakg biodegradacijos greic¢iui [54] ir mechaninéms savybéms [55]. Tyrimo su
ziurkémis metu nustatyta, kad PLR karkasai su padidintu poli-D-laktinés ragsties izomery kiekiu
visiSkai degradavo per 72 savaites (apie pusantry mety) [56]. Degradacija greitéja dél mazesnés
poli-D-laktinés rugsties molekulinés masés, taciau toks pokytis lemia prastéjanc¢ias mechanines
savybes [57]. Nepaisant to, dél esminiy privalumy PLR yra geras pasirinkimas kaip pagrindiné
sudedamoji LNM budu pagaminto kompozitinio 3D karkaso dalis, o siekiant $velninti ar
kompensuoti PLR trikumus ir pridéti pageidaujamas savybes j karkasy sudétj jtraukiamos kitos
medziagos.

IS PLR pagamintiems karkasams privalumy gali suteikti biostiklas 45S5 (BS). Tai yra viena i$
bioaktyvaus stiklo rti$iy, sudaryta i§ 45 proc. SiO2, 24,5 proc. Na20, 24,5 proc. CaO ir 6 proc. P2Os
pagal molekuling mas¢ [58]. Nors nuo BS atradimo praéjo daugiau nei keturi deSimtmeciai, $i0S
medziagos savybés lemia tai, kad audiniy inZinerijoje ji vis dar laikoma viena i$ perspektyviausiy
[59]. Pagrindiné naudinga BS savybé — bioaktyvumas, kuris in vivo yra didziausias i§ visos
biokeraminiy medziagy grupés [56]. Pagal bioaktyvumag BS yra priskiriamas A klasei, nes
pasizymi ne tik osteokondukcija, bet ir osteoindukcija [60]. BS turi poréta, i trabekulinio kaulo
panasig struktiirg, o tai skatina lgsteliy migracijg [38]. ISskirtinai stipry BS bioaktyvuma sukelia
du mechanizmai. Tirpdamas audiniy skystyje BS virsta hidroksikarbonato apatitu, kuris dél
panaSumy ] kaulo mineralus sgveikauja su audiniuose esan¢iu kolagenu ir skatina osteogeniniy
lasteliy prisitvirtinima bei proliferacija [56,61]. Be to, tirpimo metu issiskiriantys silicio ir kalcio

katijonai skatina osteoblasty geny raiska, todél didéja Siy lgsteliy aktyvumas ir greitéja kaulo
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regeneravimas [56,62]. Minéti katijonai dar prisideda prie naujy kraujagysliy formavimosi [63], o
tai itin svarbu kaulo gijimui ir naujo kaulo gamybai, kadangi Sie audiniai tampa efektyviai
apripinami deguonimi ir maistinémis medziagomis. Tyrimai parod¢, kad BS rysj su kaulu
suformuoja labai greitai — keleto dieny ecigoje [64]. Taip pat patvirtintas priesbakterinis ir
priesuzdegiminis BS veikimas, nors jy mechanizmai dar néra aiskas [65,66]. IS kitos pusés, BS
reakcijy su audiniy skys¢iu metu iSsiskiriantys natrio ir kalcio jonai didina aplinkos pH, o tai zaloja
organizmo lgsteles [60]. Nors literatiiroje aprasyta keletas buidy Sarminés aplinkos problemai
iSspresti, pavyzdziui, BS sudétyje esan¢io Na O pakeitimas stronciu [65], gaminant PLR/BS
karkasus S§is trilkumas tampa privalumu, kadangi Sarminiai jonai neutralizuoja pieno ragstj,
iSsiskirian¢ig PLR yrimo metu [56]. Taip pat dél Sarminés aplinkos sudarymo ir hidrofiliskumo
BS jtraukimas j PLR karkasus spartina biodegradacija, o jos greitis priklauso nuo BS kiekio
karkaso sudétyje [38]. Tyrime in vitro nustatyta, kad PLR karkasai su 50 proc. BS kiekiu
pasizyméjo labai stipriu bioaktyvumu, bet tokie karkasai biodegradavo vos per 7 dienas. Tame
paciame tyrime padaryta iSvada, kad 30 proc. BS kiekis PLR karkase lemia optimaliausia
biodegradacijos ir bioaktyvumo santykj [67]. Pagrindinis BS trikumas yra trapumas [38] — tai ir
greita biodegradacija yra priezastys, dél kuriy tik i8 BS sudaryti karkasai néra tinkami kaulo
regeneracijai. Jvairiy polimery, pavyzdziui, PLR, jtraukimas j sudétj kompensuoja netenkinancias
mechanines BS savybes [34,56]. Jvertinant BS ir PLR privalumus bei triikumus, galima teigti, kad
$i0s medziagos puikiai papildo viena kita, o jy derinys turi didelj potencialg audiniy inZinerijoje.
Net ir turint omenyje anksCiau minéty medziagy perspektyvas, verta prisiminti audiniy
inzinerijos triadg, t.y., komponentus, i§ kuriy susidaro sékmingas audiniy regeneracijai
naudojamas produktas: karkasas, lgstelés ir biologiSkai aktyvios molekulés [68]. PLR/BS karkasai
turi tik vieng Sios triados komponentg. TeoriSkai, tokj karkasa papildant kaulo regeneracijg
skatinanciomis lgstelémis ir bioaktyviomis medZiagomis, galima gauti dar daugiau potencialo
turin¢ius kaulo pakaitalus. Jau kurj laikg mokslininky démesio centre yra kamieninés lastelés,
pasizymincios gebéjimu diferencijuoti j skirtingy audiniy lasteles ir atsinaujinti [69,70]. Atlikti
tyrimai parodé, kad kamieninés lastelés egzistuoja visuose organizmo audiniuose ir organuose,
tame tarpe ir dantyse, o dantys ir periodontas yra vienos geriausiy sri¢iy kamieniniy lgsteliy
iSgavimui, nes §ios struktiiros aktyviai formuojasi po Zzmogaus gimimo [71]. Kamieninés lastelés
gali buti i$skiriamos i§ danty folikuly, besiformuojanciy nuolatiniy danty, periodonto rais¢io, danty
pulpos. Danty pulpos kamieninés lgstelés (DPKL) yra ypa¢ patrauklus pasirinkimas. Jas galima
iSskirti minimaliai invazyviai arba visiskai iSvengti invaziniy procediry, iSskiriant i§ pasalinty
danty [72]. Nors ilgalaikio DPKL uzsaldymo technologijos dar vystomos, esami duomenys rodo,
kad DPKL ilgai islaiko gyvybinguma ir gali buti uzsaldomos iki dvejy mety, neprarandant

proliferacijos ir diferenciacijos galimybiy [73,74]. Lyginant su regeneracin¢je medicinoje placiai
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naudojamomis kauly Ciulpy mezenchiminémis kamieninémis lastelémis, DPKL proliferuoja 30-
50 karty sparciau [74]. Be to, jrodyta, kad DPKL geba sgveikauti su biologiSkai suderinamais
karkasais ir diferencijuoti j osteoblastus [69,74]. Su gyviinais atlikti tyrimai parodé puikius
rezultatus regeneruojant netekta kaula DPKL turinciais pakaitalais. Pavyzdziui, triusiy kaukolés
skliauto defektuose, uzpildytuose Bio-Oss ir DPKL, susidaré reik§mingai didesnis kaulo kiekis,
nei uzpildytuose tik Bio-Oss [4]. Taciau i$ kity organizmy gautos kamieninés lgstelés gali sukelti
imuninj recipiento atsaka [75]. Kaip ir kitos kamieninés lastelés, DPKL ne tik yra veikiamos
aplinkos faktoriy, kurie nulemia Siy lgsteliy diferenciacijos kryptj, bet ir pacios pasizymi
parakrininiu poveikiu — isskiria biologiskai aktyvias medziagas, galin¢ias skatinti kaulo
regeneracija [4,76]. Siomis medziagomis papildyti karkasai ne tik lemia greitesnj kaulinio audinio
atsikirima, bet ir skatina angiogenezg¢ [77]. Kauliniy transplanty papildymui naudojamos jvairios
bioaktyvios medziagos: pavieniai augimo faktoriai, tarplastelinio uzpildo (TU) baltymai,
signalinés molekulés [77]. Pastaruoju metu daug démesio sulaukia i$ Igsteliy kulttiry iSgautas TU,
kadangi jj sudaro skirtingy bioaktyviy medziagy visuma, geriau nei pavienés medZiagos
atkartojanti nattiralig audinio aplinkg [75]. Jrodyta, kad DPKL isskirtas TU yra osteoinduktyvus
[78]. Dar svarbu tai, kad i$skiriant TU pasalinamos kamieninés lgstelés ir taip minimalizuojama
imuninio atsako rizika [75]. Be to, yra nuomoniy, kad ne pats kamieniniy lgsteliy buvimas, o jy
gaminamas TU lemia audiniy atsistatymg ir homeostaze¢ [79]. Tyrimo su ziurkémis metu nustatytas
reik§mingai didesnis naujai susiformavusio kaulo kiekis defektuose, uzpildytuose PLR/DPKL
konstruktais, nei uzpildytuose tik PLR karkasais [80]. Remiantis moksline literatara apie DPKL ir
TU, Sios medziagos turi didelj potencialg kaip sudétinés kaulo regeneracijai naudojamy karkasy
dalys.

Nors literattiroje gausu darby apie PLR/BS karkasy poveikj naujo kaulo formavimuisi, svarbu
tiriamy karkasy poveikj organizmui iSnagrinéti visapusiskai, t.y., neapsiriboti vien susiformavusio
kaulo kiekio analize, bet ivertinti karkasy ijtakg kitiems ne maziau svarbiems organizmo
procesams, pavyzdziui, angiogenezei, kuri yra neatsiejama kokybiskos osteogenezés dalis. Taip
pat literatliroje nerasta tyrimy, Kuriuose buty vertintas PLR ir PLR/BS karkasy ir konstrukty
poveikis kaulo regeneracijai lyginant su jau klinikinéje praktikoje naudojamomis medziagomis.
Sio tyrimo metu siekiama jvertinti moderniu 3D spausdinimo metodu (LNM) pagaminty karkasy,
susidedan¢iy i$ biosuderinamy medziagy (PLR, BS), bei jy konstrukty su DPKL ar jy i$skirtu TU,
poveikj potencialiam organizmo atsakui ir angiogenezei in vitro bei naujo kaulo formavimuisi in
vivo, galiausiai — suteikti svarbios informacijos ateities tyrimams ir zengti dar vieng Zingsnj

idealaus kaulo pakaitalo paieskose.
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5. MEDZIAGOS IR METODAI

5.1.  Karkasy gamyboje ir in vitro tyrimuose naudotos medZiagos

1 lentelé. Karkasy gamyboje ir in vitro tyrimuose naudotos medziagos.

MedzZiaga Gamintojas

Polilaktinés ragsties granulés (L/D polimeras, STP Chem Solutions Co., Ltd., Nonthaburi, Tailandas
molekuliné masé 42,700 g/mol, daleliy dydis 100-
800 pm)

Biostiklo 45S5 granulés (daleliy dydis 38-75 um) XL Sci-Tech, Inc., Richland, JAV

Geistlich Bio-Oss® granulés (daleliy dydis 0,25-1 Geistlich Pharmaceutical, Wolhusen, Sveicarija

mm)
Iskovo modifikuota Dulbecco terpé Gibco, Billings, JAV
Fetalinis verselio serumas Gibco, Billings, JAV

Magnetinés dalelés, padengtos ozkos IgG antikiinais New England Biolabs Inc., Ipswich, JAV

Dulbeco fosfatinio buferio tirpalas Gibco, Billings, JAV

Vandeninis amonio hidroksido tirpalas (10 proc.) Sigma-Aldrich Co., St. Louis, JAV

,Proteome Profiler Rat Cytokine Array Kit, Panel R&D Systems, Minneapolis, JAV
A komplektas

»PLIM1-mCherry* plazmidé Addgene, Watertown, JAV
Vandeninis paraformaldehido tirpalas (4 proc.) Thermo Scientific Chemicals, Waltham, JAV
Kristalinis violetas Thermo Scientific Chemicals, Waltham, JAV

5.2.  Filamenty gamyba

Kompozitiniai PLR/BS filamentai pagaminti i§ PLR ir BS granuliy miSinio (masés santykis
9:1). PLR filamenty gamybai naudotos tik PLR granulés. Siekiant panaikinti drégme¢ miSiniai
laikyti sandariuose maiSeliuose su silicio gelio granulémis. Filamentai pagaminti karsto lydymosi
ekstruzijos budu naudojant stalinj ekstruderj ,,Filabot Original* (Filabot HQ, Barre, JAV), pries
gaminima jj ikaitinus iki 142 °C. MiSiniai jpilti i talpg ir leisti per ekstruderi, kurio temperatiira
filamenty gaminimo metu buvo 137-142 °C. Gauti filamentai savadarbiu reguliuojamo greicio

suktuku susukti j rites.
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5.3. Karkasy gamyba

PLR ir PLR/BS karkasy mikroarchitektiira sukurta naudojant ,,AutoCAD 2017 programinj
paketa. Suplanuoti karkasai, turintys 4 aukstus. Kiekvieng auksta sudaro 2 filamenty sluoksniai
(filamento plotis 0,4 mm, storis 0,2 mm). Mikroarchitektiira suplanuota taip, kad auks¢iau esantis
aukstas su Zemiau esanc¢iu aukstu suformuoty 60° kampa, taip gaunant vidutiniskai 0,45 mm
skersmens SeSiakampio formos poras. Karkasy porétumas — 48 proc. Modeliai i$saugoti STL
formatu ir per programing jrangg ,Slic3r 1.2.8“ konvertuoti j G koda. Naudojant paruostus
filamentus, karkasai atspausdinti 3D LNM spausdintuvu ,,Pharaoh XD 20” (Mass Portal, Ryga,
Latvija), parinkus 0,4 mm ekstruderio skersmenj, 200-210 °C temperatiirg ir 35 mm/s spausdinimo
greitj. Spausdintuvo galvuté x, y ir z asimis kontroliuota kompiuteriu. Atspausdinti 3 x 3 x 0,16
cm dydzio karkasai (1 pav.). In vitro tyrimams karkasai padalintij 1 x 1 x 0,16 cm kvadrato formos
fragmentus. Naudojant lazerio Sviesos filamenty fabrikacijos metoda i§ atspausdinty karkasy
iSpjauti 5,5 mm skersmens apskritimo formos karkasai, kurie naudoti tyrimams in vivo. Karkasai

sterilizuoti etileno oksido dujomis, po to keturias dienas vykdyta karkasy aeracija.

mm

1 pav. Pagaminty karkasy nuotraukos, padarytos per skenuojant;j elektroninj mikroskopa. A—PLR
karkaso vaizdas i§ virSaus; B — PLR karkaso skerspjiivis; C — PLR/BS karkaso vaizdas i$ virsaus;
D — PLR/BS karkaso skerspjuvis. Dél skerspjuvio vizualizavimo karkasai lazeriu perpjauti 1 mm
nuo krasto. HS — karkaso aukstis; LH — auksto aukstis; TD — atstumas tarp filamenty.
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5.4. DPKL ir endotelio l1gsteliy (EL) iSskyrimas

Eksperimentiniam tyrimui, kurio metu naudoti bandomieji gyviinai, leidimg iSdavé Lietuvos
Respublikos Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos Etikos komisija (leidimo nr. G2-40,
2016-03-18) (1 priedas).

DPKL isskirtos i§ 3 mén. amziaus Wistar bandomyjy ziurkiy priekiniy kandziy pulpy audiniy
méginiy, sukarpyty j iki 1 mm? gabalélius ir suspenduoty Iskovo modifikuotoje Dulbecco terpéje,
turin¢ioje 10 proc. fetalinio verselio serumo. Tuomet méginiai centrifuguoti 10 min. 1500 apsuky
per minute grei¢iu naudojant centrifuga ,,JEC CL10” (Thermo Scientific, Breda, Nyderlandai).
Nupiltas supernatantas, pakartota lgsteliy méginio suspendavimo ir centrifugavimo procediira. Dar
kartg pasalinus supernatantg lgstelés vél suspenduotos ir perkeltos j auginimo indus. Lasteléems
suformavus 70-80 proc. monosluoksnj, naudojant aparata ,,KingFisher mL* (Thermo Scientific,
Breda, Nyderlandai) atlikta DPKL gryninimo procediira. Jos metu naudotos antikiinais dengtos
magnetinés dalelés, o gryninimas atliktas vadovaujantis daleliy gamintojo rekomendacijomis. EL

iSgautos 1§ Wistar ziurkiy plau¢iy Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centre.

5.5. Konstrukty gamyba

Ant PLR ir PLR/BS karkasy uzséta DPKL suspensija (tankis 4000 lasteliy/cm?). Praéjus 24
val. po karkasy uzséjimo augimo terpé pakeista osteogening diferenciacijg skatinancia terpe. Joje
karkasai inkubuoti 21 dieng, kas 2-3 dienas pakeiCiant puse terpés tiirio, aplinkoje palaikant 37 °C
temperatiirg ir 5 proc. CO2 koncentracijg. Praéjus inkubacijos periodui gauti PLR-DPKL ir
PLR/BS-DPKL konstruktai. Dalis $iy konstrukty naudoti tyrime in vivo.

Like¢ konstruktai du kartus plauti fosfatiniu buferiu ir uzsaldyti Saldiklyje -80 °C temperatiiroje.
ISimti 1§ Saldiklio konstruktai palikti, kad atSilty, tuomet plauti dejonizuotu vandeniu ir vel
uzsaldyti. Uz8aldymo-atsildymo-plovimo ciklai atlikti 5 kartus. Po to konstruktai 20 min. laikyti
25 mM amonio hidroksido tirpale, galiausiai $esis kartus plauti dejonizuotu vandeniu. Tokiu btdu
pagaminti PLR-TU ir PLR/BS-TU konstruktai.

5.6. DPKL iSskirty signaliniy molekuliy analizé

Siekiant jvertinti DPKL reakcija i lydinius, i§ kuriy pagaminti karkasai, atlikta DPKL
signaliniy molekuliy (citokiny, chemokiny, augimo faktoriy) analizé¢. Ant PLR ir PLR/BS karkasy
uzséta DPKL suspensija (tankis 4000 lasteliy/cm?). Karkasai suspensijoje inkubuoti 7 dienas, kas
2-3 dienas pakeiCiant pus¢ terpés tario, aplinkoje palaikant 37 °C temperatiirg ir 5 proc. COz
koncentracija. Po numatyto laiko, naudojant ,,Proteome Profiler Rat Cytokine Array Kit, Panel A*

komplekta, atlikta DPKL sekretomuose esanciy signaliniy molekuliy analizé. Naudojant
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»STRING* duomeny baze (naudojimo data 2023 m. vasario 19 d.) sudarytas tinklas, parodantis

identifikuoty molekuliy dalyvavima biologiniuose procesuose ir tarpusavio rysius.

o.17. EL migracijos analizé

Dalies i$skirty EL genai modifikuoti naudojant lentivirusus, transdukcijos budu j lasteles
pernesant plazmide pLIM1-mCherry. Taip sukurta raudonai fluorescuojanciy endotelio lgsteliy
(rEL) kultiira, kurios monosluoksnis naudotas kokybinéje EL migracijos analizéje.

Kiekybinei EL migracijos analizei jvertinti PLR ir PLR/BS karkasai perkelti i EL
monosluoksnj. Po 72 val. karkasai iSimti i§ monosluoksnio ir 15 min. fiksuoti kambario
temperattiros 4 proc. paraformaldehido tirpale. Tuomet karkasai tris kartus plauti fosfatiniu buferiu
ir nudazyti kristaliniu violetu. Atlikta karkasy spektrofotometriné analizé, vertinant 590 nm bangy
ilgio absorbcija.

Kokybiné migracijos analizé atlikta perkeliant PLR-DPKL ir PLR/BS-DPKL konstruktus j
rEL monosluoksnj. Praéjus 3 val. nuo perkélimo konstruktai iSimti i§ monosluoksnio, du kartus
plauti fosfatiniu buferiu ir analizuoti invertuotu fluorescenciniu mikroskopu ,,Olympus IX51”
(Olympus, Tokijas, Japonija). Tuomet konstruktai grazinti j rEL monosluoksnj. Konstrukty

plovimas ir analizé kartota po 72 val. nuo pirmojo perkélimo j monosluoksnj.

5.8.  Invivo tyrimo imtis ir grupés

In vivo tyrimo imtj sudaré 32 Wistar bandomosios ziurkés (amzius — 4 ménesiai, vidutinis
svoris — 300 g). Tiriamoji imtis apskai¢iuota a-priori naudojant ,,G*Power 3.1.9.7¢ programa
(vieno faktoriaus ANOVA, a — 0,05, galingumas — 0,8, efekto dydis — 0,75). Remiantis analizés
rezultatais, sudarytos 4 tiriamosios grupés po 8 gyvunus (4 pateles ir 4 patinélius), parinktus
atsitiktiniu budu. Kiekvienoje grupéje esanciy gyviny kaukolés skliauto kauliniai defektai
uzpildyti skirtingomis medziagomis:

I grupé: kaulinis defektas paliktas tus¢ias (neigiama kontrol¢) ir Bio-Oss (teigiama kontrolé);

IT grupé: PLR ir PLR/BS;

III grupé: PLR-DPKL ir PLR-TU,;

IV grupé: PLR/BS-DPKL ir PLR/BS-TU.

5.9.  Chirurginés operacijos ir pooperaciné eiga

Chirurginés Wistar bandomyjy ziurkiy operacijos atliktos Vilniaus universiteto Gyvybés
moksly centro Biochemijos instituto Biologiniy modeliy skyriuje. Procediiros atliktos pagal .
Gendvilienés disertacijoje aprasyta metodika [81].

Bendroji anestezija atlikta j pilvaplévés ertme suleidziant 2,4 ml/kg ketamino hidrochlorido

(200 mg/ml; Rotexmedica GmbH, Trittau, Vokietija) ir 5 mg/kg ksilazino (20 mg/ml; Alfasan,
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Woerden, Nyderlandai). Operacinés srities (skalpo) kailis nuskustas, sritis dezinfekuota
oktanidino hidrochlorido ir fenoksietanolio purskalu (1 mg/20 mg/ml; Schilke & Mayr GmbH,
Norderstedt, Vokietija). Atlikta vietiné aplikaciné nejautra lidokaino purskalu (4,6 mg/dozéje;
EGIS Pharmaceuticals PLC, Budapestas, Vengrija) Ir infiltraciné nejautra iSilgai sagitalinés
kaukolés sitilés suleidziant 2 proc. lidokaino tirpalo (20mg/ml; Baxter Holding B.V., Utrecht,
Nyderlandai). Padarytas 1,5 cm ilgio pjuvis per oda, poodj ir antkaulj iSilgai sagitalinés kaukolés
sitilés nuo nosikauliy iki lambdinés sitilés, pjuvio galuose padaryti 0,5 cm ilgio horizontalis
atpalaiduojantys pjuviai. Atkeltas odos-antkaulio lopas (2 A pav.). Naudojant 5,5 mm iSorinio
diametro trepang (Hager & Meisinger GmbH, Neuss, Vokietija) 800 apsisukimy per minute
greiciu, ausinant steriliu fiziologiniu tirpalu (1 lasas per sekunde), kaukoléje suformuoti du kritinio
dydzio defektai, tarp defekty paliekant maziausiai 1,5 mm tarpa. IS defekty pasalinti kauliniai
fragmentai, praplauta steriliu fiziologiniu tirpalu (2 B pav.). | defektus jdétos medziagos, priskirtos
operuojamo gyvino grupei (2 C pav.). Operacijos pabaigoje antkaulis ir oda pasluoksniui susititi
pavienémis besirezorbuojanc¢iomis sitalémis (Vicryl 5/0 Ethicon®, Johnson & Johnson,

Amersfoort, Nyderlandai) (2 D pav.).

2 pav. Bandomyjy gyviiny operacijos eiga. A —atkeltas odos-antkaulio lopas; B — atlikti du kritinio

dydzio kauliniai defektai; C — defektai uZpildyti tiriamosiomis medZiagomis; D — zaizda susiiita.

Po operacijy gyviinai laikyti atskiruose narveliuose su salygomis laisvai pasiekti maistg ir
vandenij. Po operacijos pra¢jus 3 val. ir kitas tris dienas 2 k./d. po oda buvo leiziama 0,01 mg/kg
buprenorfino hidrochlorido (0,3 mg/ml; Richter Pharma AG, Wels, Austrija). Pragjus 8 sav. po
operacijy gyviinai eutanazuoti CO2 dujomis. Kaukolés perkeltos j talpas su 10 proc. formalino
buferiniu tirpalu.
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5.10. Mikrokompiuterinés tomografijos (MmikroKT) analizé

MikroKT analizé atlikta pagal I. Gendvilienés disertacijoje apraSyta metodika [81].

Ziurkiy kaukolése suformuoty kauliniy defekty mikroKT tyrimai atlikti bendradarbiaujant su
Kauno technologijos universiteto Prof. K. BarSausko ultragarso mokslo instituto mokslininkais.
Naudotas 3D mikrokompiuterinis tomografas RayScan 250E (RayScan Technologies GmbH,
Meersburg, Vokietija). Parinktas 10-250 kV mikrofokusinis rentgeno spinduliy S$altinis ir
plokscias 2048x2048 pikseliy detektorius. Naudota 100 kV jtampa, 200 mA srové, 666 ms
integracijos laikas, 20 um vokselio dydis. Kiekvieno skenavimo metu atlikta 1800 projekcijy.

Naujo kaulo tiiris (mm?®) apskai¢iuotas naudojant ,,Avizo 9.7.0“ programa (Thermo Fischer
Scientific Inc., Waltham, JAV), sukiirus specialy algoritma. Kaulinio defekto vieta apibrézta 5,5
mm skersmens apskritimu. Apskritimo centre nubrézti vektoriai, statmeni kaukolés plokstumai,
pagal kuriuos apskaiciuotas naujai susiformavusio kaulo taris. Kaulinis audinys nuo kity audiniy

diferencijuotas pagal medziagos tankj nurodan¢ios pilkumo skalés parametrus.

5.11. Histologiné analizé

Histologiné analizé atlikta pagal I. Gendvilienés disertacijoje aprasyta metodika [81].

Po mikroKT analizés kaukolés dekalcifikuotos laikant jas 10 proc. etilendiamintetraacto
ragsties ir 10 proc. formalino tirpale (pH 7,0-7,4) 14 dieny. Po to kiekvieno kaulinio defekto srityse
atlikti penki pjaviai — per defekto vidurj ir 1,3 mm bei 2,6 mm nuo vidurio linijos j abi puses. Gauti
segmentai fiksuoti parafine. Kiekviename segmente padaryti penki 3 um storio isilginiai pjuviai ir
gauti méginiai dazyti hematoksilino ir eozino miSiniu. Méginiai analizuoti §viesiniu mikroskopu
,Olympus BX41TF*“ (Olympus Optical Co. LTD, Tokijas, Japonija). Kokybinés analizés metu
kaulinio defekto srityje vertintas naujai susiformaves kaulas, jungiamojo audinio formavimasis.
Kiekybinés analizés metu, naudojant ,,Aperio ImageScope“ programa (Leica Biosystems GmbH,

Nussloch, Vokietija), apskai¢iuotas naujai susiformavusio kaulo plotas (mm?).

5.12. Statistiné analizé

Gauty duomeny analizé atlikta naudojant ,,SPSS 29.0% programa (IBM Corp., Armonk, JAV).
Duomeny pasiskirstymui ir variacijai jvertinti atlikti Shapiro-Wilk bei Levene’s testai. Duomenys
pateikti kaip mediana + standartinis nuokrypis. Duomeny skirtumai tarp grupiy lyginti naudojant
vieno faktoriaus ANOVA ir Tukey HSD testus, o tarp ly¢iy — naudojant Student’s T testa.
Skirtumai tarp duomeny laikyti statistiSkai patikimais, kai paklaidos tikimybeés (p) reikSmé gauta

mazesné nei 0,05.
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6. REZULTATAI

6.1.

DPKL iSskirty signaliniy molekuliy analizés rezultatai

Ant PLR ir PLR/BS karkasy inkubuoty DPKL sekretomuose identifikuota 11 vienody

signaliniy molekuliy: C-C motyvo chemokino ligandas-5 (CCL5), citokiny indukuojamiems
neutrofily chemoatraktantams (CINC) priklausantys baltymai (CINC-1, CINC-2ab, CINC-3), C-
X3-C motyvo chemokino ligandas-1 (CX3CL1), C-X-C motyvo chemokino ligandas-10
(CXCL10), interleukinas-1ra (IL-1ra), interleukinas-6 (IL-6), tirpioji tarplastelinés adhezijos
molekulé-1 (tTLAM-1), audiniy metalopeptidazés-1 inhibitorius (AIMP-1) ir KEAF (3 A pav.).

CINC-3 koncentracija, sant. vat.

ITLAM-1 koncentracija, sant. vat,
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3 pav. A — kiekybin¢ ant PLR ir PLR/BS karkasy inkubuoty DPKL sekretomuose identifikuoty

signaliniy molekuliy analizé. Duomenys normalizuoti pagal teigiamos kontrolés vidutines vertes.

B — identifikuoty molekuliy sgveiky tinklas, sudarytas pagal ,,STRING* duomeny baze.
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StatistiSkai reikSmingy skirtumy tarp signaliniy molekuliy kiekiy PLR ir PLR/BS
sekretomuose nerasta. Abiejose grupése KEAF kiekis buvo didziausias i§ visy i$skirty molekuliy.
Naudojantis ,,STRING* duomeny baze nustatyta, kad identifikuotos signalinés molekulés
dalyvauja biologiniuose procesuose, susijusiuose su uzdegiminiu atsaku, lgsteliniy kalcio jony

homeostaze, zaizdy gijimu, osteogenezés ir angiogenezés reguliavimu (3 B pav.).

6.2. EL migracijos analizés rezultatai

Kiekybinés EL migracijos analizés rezultatai parod¢, kad PLR/BS karkasai sukélé statistiSkai
reik§mingai didesng EL migracija, nei karkasai, pagaminti tik i§ PLR (4 A pav.). Kokybinés
analizés duomenimis per pirmagsias 3 val. Igsteliy migracija nejvyko né ant vieno i§ tirty
konstrukty, taciau po 72 val. nuo kontakto su lgstelémis ant konstrukty buvo matomos j
kraujagysles panaSios struktiiros, suformuotos i§ rEL (4 B pav.). Be to, ant PLR/BS-DPKL

konstrukty buvo matoma vertikali rEL migracija.

>

B PLR-DPKL PLR/BS-DPKL

=, |
o-0——0—o

3 val.

©
N
1

o
N

Kristalinio violeto absorbcija (590 nm)
72 val.

T
PLR PLR/BS

4 pav. EL migracijos tyrimo rezultatai. A —kiekybinés EL migracijos ant PLR ir PLR/BS karkasy
analizés duomenys. ** nurodo statistiSkai reik§minga skirtuma tarp grupiy (p < 0,01); B —
kokybinés EL migracijos ant PLR-DPKL ir PLR/BS-DPKL konstrukty analizés nuotraukos po 3

val. ir 72 val. nuo pirmojo kontakto su rEL. Rodyklémis pazymétos i§ rEL suformuotos struktiiros.

6.3. MikroKT analizés rezultatai

Praéjus 8 sav. po operacijy ziurkiy kaukolés ir jose suformuoti defektai mikroKT tyrimy metu

vizualizuoti 3D rekonstrukcijomis (5 pav.). Gautuose vaizduose matomas naujo kaulo
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formavimasis visy tiriamyjy grupiy kauliniuose defektuose. Né viename i§ defekty nebuvo
matomas pilnas atsistatymas kaulu. Kai kuriuose i§ vizualizuoty defekty matomi naujai

susiformavusio kaulo plotai, atskiri nuo defekty krastuose susiformavusio kaulo.

4 ; d s
| Neigiama/Bio-Oss I PLR/PLR/BS MllL PLR-DPKL/PLR-TU ||PLR/BS-DPKL/PLR/BS-TU

5 pav. MikroKT tyrimo 3D rekonstrukcijy vaizdai i§ Sono ir i§ virSaus. Kokybinés mikroKT
analizés duomenys. I, Il, 11l ir IV nurodo atitinkamas gyvany grupes, violetiné ir mélyna spalvos

zymi naujai susiformavusj kaulg skirtinguose defektuose.

Vertinant kiekybinés mikroKT analizés duomenis nustatyta, kad visose grupése pateliy
defektuose susiformavo statistiskai reik§mingai mazesnis naujo kaulo taris, lyginant su patinéliais
(6 pav.). Abiejose lytyse daugiausia naujo kaulo tiirio susiformavo PLR/BS uZpildytuose
defektuose. Patinéliy kauliniuose defektuose, uzpildytuose PLR/BS karkasais, susiformavusio
kaulo tiiris (7,33 + 1,55 mm?®) buvo statistiskai reik§mingai didesnis, nei kity grupiy defektuose,
isskyrus PLR/BS-TU grupe (5,6 + 0,55 mm?). Pateliy defektuose, uzpildytuose PLR/BS karkasais,
statistiskai reik$mingi skirtumai aptikti tik lyginant su PLR ir PLR-TU rezultatais. Nors abiejy
ly¢iy defektuose, uzpildytuose PLR-DPKL ir PLR-TU, susiformavo didesnis naujo kaulo tiris, nei

defektuose su PLR karkasais, statistiskai reikSmingy skirtumy tarp §iy grupiy nerasta.
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6 pav. Naujai susiformavusio kaulo tiiris (mm?®) bandomyjy ziurkiy kaukolés skliauto kritinio
dydzio defektuose pagal grupes ir lytj. Kiekybinés mikroKT analizés duomenys. *, ** ir ***
nurodo statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp grupiy, atitinkamai p < 0,05, p < 0,01 ir p < 0,001.
### nurodo statistiskai reikSmingg skirtumg toje pacioje grupéje tarp ly¢iy (p < 0,001).

6.4. Histologinés analizés rezultatai

Histologinei analizei paruo$tuose méginiuose buvo matomas kaulinis audinys, jungiamasis
audinys, Bio-Oss granulés ir nesuir¢ karkasy fragmentai (7 pav.). Né vienas kritinio dydZzio
defektas nebuvo pilnai atstatytas naujai susiformavusiu kaulu. Neigiamos kontrolés grupéje link
defekto centro susiformavo daugiau kaulo, nei kitose grupése, ta¢iau $io kaulo storis buvo 0,1-0,3
mm. Defektuose, kurie buvo uzpildyti medziagomis, naujo kaulo storis sieké 0,3-1 mm, bet $is
kaulas daugiau koncentravosi ties defekty krastais. Buvo matomas naujo kaulo formavimasis tarp
PLR-TU, PLR/BS, PLR/BS-DPKL ir PLR/BS-TU karkasy filamenty. PLR/BS-TU ir Bio-Oss
grupéje buvo matomi naujo kaulo plotai, besiformave link defekto centro ir neturéje kontakto su

periferijoje buvusiu nauju kaulu.
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Bio-Oss

PLR/BS

PLR/BS-TU PLR/BS-DPKL

7 pav. Hematokslinu ir eozinu nudazyty histologiniy méginiy nuotraukos, atliktos per $viesinj
mikroskopa. Kokybinés histologinés analizés duomenys. NB — naujai susiformaves kaulas, B —

Bi0-Oss granulés, C — jungiamasis audinys, S — suirusiy karkasy sritys ir karkasy fragmentai.

Kiekybinés histologinés analizés duomenys parodé, kad, vertinant abi lytis kartu, didZziausias
kaulo plotas susiformavo defektus uzpildzius Bio-Oss (3,75 + 0,6 mm?), PLR/BS-DPKL (3,9 +
0,34 mm?) ir PLR/BS-TU (3,86 + 0,27 mm?) (8 pav.). Nepaisant to, visose grupése pateliy
defektuose susiformavo statistiSkai reikSmingai mazesnis naujo kaulo plotas, lyginant su
patinéliais. Nenustatyta statistiSkai reik§mingy skirtumy lyginant i§ ty pacéiy filamenty pagamintus
karkasus ir konstruktus, t.y., lyginant PLR karkasus su PLR-DPKL ir PLR-TU konstruktais bei
PLR/BS karkasus su PLR/BS-DPKL ir PLR/BS-TU konstruktais. Defektuose, uzpildytuose
konstruktais, naujo kaulo susiformavo nezymiai daugiau, nei defektuose su ty paciy medziagy
karkasais. Tuo tarpu defektuose, uzpildytuose i§ PLR/BS pagamintais karkasais ir konstruktais,
susiformavo statistiSkai reik§mingai didesnis kaulo plotas, nei PLR karkasais uzpildytuose

defektuose.
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8 pav. Naujai susiformavusio kaulo plotas (mm?) bandomyjy gyviiny kaukolés skliauto kritinio
dydzio defektuose pagal grupes ir lytj. Kiekybinés histologinés analizés duomenys. *, ** ir ***
nurodo statistiSkai reik§mingus skirtumus tarp grupiy, atitinkamai p < 0,05, p < 0,01 ir p < 0,001.
### nurodo statistiskai reikSmingg skirtuma toje pacioje grupéje tarp ly¢iy (p < 0,001).

7. REZULTATU APTARIMAS

Sio darbo metu atlikta tiriamyjy karkasy poveikio kaulo regeneracijos procesams jvertinima
galima padalinti j in vitro bei in vivo dalis. In vitro tyrimy metu pirmiausia siekta jvertinti
pagaminty karkasy ir konstrukty su DPKL poveikj potencialiam organizmo atsakui. Ant PLR ir
PLR/BS karkasy inkubuoty DPKL sekretomuose nenustatyta statistiSkai reikSmingy skirtumy tarp
i8skirty signaliniy molekuliy kiekiy, o procesai, su kuriais susijusios identifikuotos molekulés, yra
normali kaulo regeneracijos dalis. Abiejy grupiy sekretomuose KEAF kiekis buvo didziausias i§
visy identifikuoty molekuliy. KEAF yra vienas svarbiausiy augimo faktoriy, skatinanciy EL
migracijg ir kraujagysliy vystymasi [82]. Gauti rezultatai rodo, kad DPKL, kontaktuodamos su
abiejy rusiy karkasais, geba efektyviai sintetinti §ia medziagg. Visos Kitos sekretomuose
identifikuotos molekulés, be kity procesy, dalyvauja uzdegiminiame atsake. Bet kokio
svetimkiinio implantacija j organizmg sukelia tam tikro lygio imuning reakcija, ir svarbu suprasti,
kad tai yra integrali kaulo atsistatymo proceso dalis, t.y., osteoregeneracija néra vien tik Zaizdos
atsistatymas kaulu [83]. In vitro rezultatai neparodé statistiskai reik§mingy skirtumy tarp uzdegime

dalyvaujan¢iy signaliniy molekuliy kiekiy PLR/BS ir PLR karkasy grupiy sekretomuose.

27



Teoriskai BS turéty mazinti PLR sukeliamg uzdegimo reakcijg neutralizuodamas riigstinius PLR
irimo produktus [84]. Gautus rezultatus galima paaiskinti tuo, kad sekretomai analizuoti praéjus 7
d. po DPKL kontakto su karkasais, o tiek laiko galé¢jo neuztekti, kad salyginai létos PLR
biodegradacijos metu issiskirty pakankamas irimo produkty kiekis ir buty sukeltas didesnis
uzdegimas. S. Sultan su bendraautoriais atlikto in vivo tyrimo metu, praéjus 7 d. po PLR ir PLR/BS
karkasy implantavimo ] ziurkiy kaulinius defektus, abiejy karkasy srityse vyko panasios apimties
uzdegimo reakcijos, o po 14 d. PLR/BS srityje uzdegiminis atsakas buvo mazesnis, nei apie PLR
karkasus [85]. Galima manyti, kad in vitro DPKL sekretomy analizes kartojus po 14 d. ar dar
ilgesnio laiko tarpo, bty gauti reikSmingi skirtumai tarp uzdegime dalyvaujanciy bioaktyviy
molekuliy kiekiy.

Sekretomy analizés metu gauti dideli KEAF kiekiai paskatino testi karkasy poveikio
angiogenezei jvertinimg. Angiogenez¢ yra itin svarbi kokybisko kaulinio audinio formavimosi
dalis — kraujagyslés tiekia deguonj ir maistines medziagas, biitinas defekto gijime dalyvaujan¢ioms
lasteléms. Siame tyrime atlikta EL migracijos analizé leido netiesiogiai jvertinti medziagy, i3 kuriy
pagaminti karkasai, poveikj angiogenezei. Toks jvertinimas svarbus, nes nors BS angiogenezés
potencialas yra pripazintas, neaiSku, ar Sios savybés iSlieka inkorporavus BS j PLR sudétj. R. Day
su kolegomis atliktas in vivo tyrimas parodé, kad i§ polilaktinés-ko-glikolinés rtgsties (angl.
polylactic-co-glycolic acid) ir BS pagaminti karkasai angiogenez¢ sukélé efektyviau, nei tik i$
minéto polimero pagaminti karkasai [86]. Taciau svarbu pabrézti, kad Siame tyrime karkasai buvo
sudaryti i§ kito polimero bei skirtingo BS kiekio karkasy sudétyje. Be to, karkasai gaminti
kompresinio liejimo arba termiskai indukuotos faziy separacijos metodais. Sie badai nesuteikia
galimybiy pagaminti kontroliuojamos architektiiros karkasus. Trumpai tariant, egzistuoja daugybé
kintamyjy, galinCiy daryti jtakg karkaso angiogenezés potencialui, todél tikslinga jvertinti
kiekvieno skirtingus parametrus turin¢io karkaso poveikj angiogenezei. Atlikto tyrimo duomenys
parodé, kad BS jtraukimas j PLR karkasus masés santykiu 1:9 reik§mingai paskatina EL migracija.
Tai netiesiogiai jrodo, kad BS, esantis PLR sudétyje, iSlaiko angiogenezg¢ skatinancias savybes ar
bent padidina PLR potencialg skatinti naujy kraujagysliy formavimasi. Be to, kaip matoma tirty
karkasy fotografijose, atliktose per skenuojantj elektroninj mikroskopa (1 pav.), PLR/BS karkasai
yra Siurkstesni, o tai taip pat galéjo paskatinti didesnj EL prisitvirtinima. Siurk$tus karkasy
pavirsius morfologiSkai labiau primena kaulg ir skatina osteoblasty, kamieniniy lasteliy, endotelio
lasteliy adhezijg ir proliferacija [87]. Siekiant tiksliau atkartoti natiiralig organizmo aplinkg zaizdos
gijimo metu, kokybiné EL migracijos analizé¢ atlikta su PLR ir PLR/BS karkasais, papildytais
DPKL. Nors j kraujagysles panasiy struktiry formavimasis vyko ant abiejy grupiy konstrukty,
vertikali rEL migracija buvo matoma tik PLR/BS-DPKL grupéje. Sis pastebéjimas koreliuoja su

kiekybinés analizés rezultatais.

28



In vivo mikroKT ir histologinés analizés duomenimis, didziausias kaulo kiekis susidaré
defektus uzpildzius PLR/BS karkasais ir PLR/BS-TU konstruktais, o PLR/BS karkasai ir
konstruktai sukélé didesnj naujo kaulo formavimasi, nei PLR karkasai ir konstruktai. PLR/BS
karkasy pranasumas ypa¢ akivaizdus vertinant naujai susiformavusio kaulo tirj patinéliy
defektuose. Daugelis in vivo tyrimy parodé, kad BS papildyti PLR karkasai pagal defektuose
susiformavusio naujo kaulo kiekj lenkia grynos PLR karkasus [88—90]. Biostiklas PLR karkasui
suteikia osteoinduktyvumg, didina hidrofiliSkumg bei neutralizuoja rtgstinius irimo produktus
[91], o tai paaiSkina gautus Sio tyrimo rezultatus. Be to, didesnis PLR/BS karkasy Siurk§tumas taip
pat galéjo prisidéti prie geresniy PLR/BS rezultaty. Kokybinés histologinés analizés duomenimis,
tik Bio-Oss ir PLR/BS-TU grupéje buvo matomi naujai susiformavusio kaulo plotai, neturéje
kontakto su nauju kaulu periferijoje. Karkasy, padengty TU, sudétyje gausu bioaktyviy molekuliy,
skatinanciy kamieniniy lgsteliy migracijg ir osteogening diferenciacijg [92], todél galéjo buti
sukeltas histologinio istyrimo metu identifikuoty atskiry osteogenzés zidiniy formavimasis. Nors
DPKL padengti karkasai sudétyje taip pat turéjo tarplastelinio uzpildo, méginiuose, paruostuose
histologiniam iStyrimui, nebuvo matoma atskirai nuo periferijos susidariusio kaulo. Aré¢iau link
konstrukty centro buvusios DPKL galéjo ziiti dél maistiniy medziagy stygiaus [93], o Zuvimo metu
kilusi uzdegiminé reakcija galéjo slopinti osteogeneze [94]. Karkasy papildymas DPKL ar TU
sukeélé tik nezymiai didesnj naujo kaulo kiekio formavimasi. Didzioji dalis in vivo tyrimy, kuriuose
lygintas DPKL padengty ir nepadengty karkasy sukeliamas kaulo atsistatymas, parodé reik§mingai
geresnius rezultatus DPKL karkasy grupése [95,96]. Taciau S. Annibali su kolegomis atlikto in
VIVO tyrimo metu taip pat nerasta reik§mingy skirtumy tarp DPKL padengty ir nepadengty karkasy
[97]. Yra tikimybé, kad operacinés srities mikroaplinka nebuvo optimali pakankamam DPKL
osteoblastiniam aktyvumui sukurti. Pavyzdziui, nustatyta, kad T limfocitai geba slopinti donoriniy
kamieniniy lasteliy dalyvavimag osteogenezéje [98]. Nepalanki mikroaplinka galéjo salygoti
konstrukty sukeltos kaulinio audinio regeneracijos létéjima ar net kaulo rezorbcijg. Norint geriau
suprasti DPKL ir jy TU poveikj kaulo regeneracijai, reikalinga atlikti ilgesnés trukmés in vivo
tyrimus bei vertinti kaulinio audinio atsistatymo dinamika.

Jdomu, kad §io tyrimo metu pateliy kauliniuose defektuose nustatytas statistiskai reikSmingai
mazesnis naujai susiformavusio kaulo Kkiekis, lyginant su patinéliais. Kaulo regeneracijos
skirtumai tarp ly¢iy zinomi ne tik bandomosiose ziurkése, bet ir kituose zinduoliuose, tame tarpe
ir Zzmonése [99]. Atsizvelgiant | reikSminga kliniking lyties, kaip rizikos veiksnio kaulo
regeneracijoje, svarba, literatiiroje randama stebétinai mazai tyrimy su gyviinais, nagrinéjusiy
kaulo regeneracijos skirtumus tarp ly&iy ir §iy skirtumy priezastis. Ziurkiy pateliy kauly ¢iulpuose
nustatytas reik§mingai maZesnis mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy kiekis, lyginant su patin¢liais

[99]. Mazesnis kamieniniy lgsteliy kiekis gali lemti prastesnes regeneracines kaulo savybes ir
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paaiskinti rezultatuose matomus skirtumus tarp ly¢iy. Taciau statistiSkai reikSmingi skirtumai tarp
ly¢iy buvo stebimi ir grupése, kuriose kauliniai defektai uzpildyti konstruktais su DPKL ar jy
iSskirtu TU. Prastesné pateliy kaulo regeneracija dar aiSkinama po menopauzés sumazéjanciu
estrogeno kiekiu [100]. Taciau Siame tyrime chirurginés procediros atliktos su 4 mén. amziaus
ziurkémis, o kaulo regeneracija vertinta Ziurkéms pasiekus 6 mén. amziy, taigi, tyrimo metu
ziurkés buvo vaisingo amziaus. Galima daryti prielaida, kad prastesné kaulo regeneracija ziurkiy
patelése néra vien tik mazesnio kauly ¢iulpy kamieniniy lasteliy kiekio ar menopauzés salygoty
hormoniniy poky¢iy rezultatas, o tikrosios $io reiSkinio priezastys Vis dar néra aiskios.
Chirurginése procedirose naudotg vienodg ziurkiy patinéliy ir pateliy skaiCiy ir rezultaty
isskirstymg pagal lytis galima laikyti vienu i§ Sio tyrimo privalumy, literatiiroje aptinkamu gan
retai. Net 80 proc. bandymy su gyvinais atlikti tiriant tik vyriskos lyties individus [101]. Yra
nuomoniy, kad tyrimai tik su vienos lyties gyviinais nereprezentuoja visos populiacijos ir gali
neparodyti tikrojo rezultato [102]. Sj teiginj puikiai iliustruoja duomenys, gauti atlikto tyrimo metu
— jei tyrime biity naudojamos tik vyriskos lyties ziurkés, tuomet PLR/BS ir PLR/BS-TU karkasais
uzpildyty defekty rezultatai buty parode dar didesnj konkurencingumg Bio-Oss granulémis
uzpildytiems defektams. Svarbu, kad biisimy tyrimy metu biity i§laikomas vienodas abiejy lyCiy

skaiCius, o karkasy savybés biity gerinamos atsizvelgiant j abiejy lyCiy rezultatus.
Magistro baigiamojo darbo atlikimo metu intereso konflikty nekilo.

Padéka: NuoSirdziai dékoju darbo vadovei dr. levai Gendvilienei uz skirtg laikg, Zinias bei

kantrybe, taip pat dr. Mildai Alksnei ir visai DIGITORR komandai uz bendradarbiavima.

8. ISVADOS

1. Tirty karkasy poveikis organizmui susijes su uzdegiminiu atsaku, zaizdos gijimu,
osteogenezes ir angiogenezes reguliavimu, Iasteliniy kalcio jony homeostaze. Polilaktinés
rugsties/biostiklo 45S5 karkasai ir konstruktai parodé didesnj angioindukcinj potencialg in
vitro, lyginant su polilaktinés ragsties karkasais ir konstruktais.

2. Tirti karkasai turi teigiama poveikj naujo kaulo formavimuisi in vivo. Polilaktinés
rugsties/biostiklo 45S5 karkasai ir konstruktai parodé didesnj osteoregeneracinj potenciala,
lyginant su polilaktinés ragsties karkasais ir konstruktais. Konstruktai nesukélé
reik§mingai didesnio naujo kaulo kiekio formavimosi, nei tos pacios medzZiagos karkasai.

3. I$ tirty medziagy, polilaktinés rugsties/biostiklo 45S5 karkasai ir polilaktinés
rugsties/biostiklo 45S5-tarplastelinio uzpildo konstruktai sukélé didziausiag naujo kaulo
formavimasi in vivo, 0 Siomis medziagomis uzpildytuose defektuose susiformavo panasus

kaulo kiekis, kaip Geistlich Bio-Oss® granulémis uzpildytuose defektuose.
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9. PRAKTINES REKOMENDACIJOS

Reikalingi tyrimai, siekiant toliau gerinti polilaktinés rugsties/biostiklo 45S5 karkasy
osteokondukcines ir osteoindukcines savybes bei sudaryti vienodai efektyvy kaulo regeneracijos
poveikj abiejoms lytims. Norint geriau jvertinti tarplastelinio uzpildo poveikj kaulo regeneracijai,

reikalingi ilgesnés trukmés tyrimai.
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