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SANTRUMPOS

ANG - angiopoetinas

APC (angl. allophycocyanin) — alofikocianinas

BMP (angl. bone morphogenetic protein) — kaulo morfogeninis baltymas

CD (angl. cluster of differentiation) — diferenciacijos antigenas

CXCR4 (angl. C-X-C chemokine receptor 4) — C-X-C chemokino receptorius 4
EKL — embrioninés kamieninés lgsteles

ELP — endotelio Iasteliy pirmtakés

FBS (angl. fetal bovine serum) — verseliy serumas

FITC (angl. fluorescein isothiocyanate) — fluoresceino izotiocianatas

Flk-1 (angl. fetal liver kinase 1) — vaisiaus kepeny kinazé 1

G-CSF (angl. granulocyte-colony stimulating factor) — granulocity kolonijas
stimuoliuojantis augimo veiksnys

GDF (angl. growth and differentiation factors) — augimo ir diferenciacijos
veiksniai

HKL — hemopoetinés kamieninés Iastelés

Ig — imunoglobulinas

IL — interleukinas

LIF (angl. leukemia inhibitory factor) — leukemija slopinantis veiksnys

Lin (angl. lineage negative) — linijiniy Zymeny neekspresuojancios lastelés
MACS (angl. magnetic-associated cell sorting) — magnetinis lgsteliy atskyrimo
metodas

MKL — mezenchiminés kamieninés lastelés

NK (angl. natural killer) — nataralts kileriai

B220 — B limfocity Zymuo

TER-119 — eritroidiniy lasteliy zymuo

Gr-1 — mieloidiniy Igsteliy Zymuo

PBS (angl. phosphate buffered saline) — fosfatinis buferinis tirpalas

PE (angl. phycoerythrin) — fikoeritrinas

PGL (angl. polyglycolic acid) — poliglikoliné riigstis



PLGA (angl. poly-dl-lactic-co-glycolic acid) — poli-dl-laktiné-ko-glikoliné
rugstis

PLLA (angl. poly-I-lactic acid) — poli-I-laktiné rugstis

RNR — ribonukleoriigstis

Sca-1 (angl. stem cell antigen 1) — kamieniniy lgsteliy antigenas 1

SCF (angl. stem cell factor) — kamieniniy Igsteliy veiksnys

SDF (angl. stromal derived factor) — stromos Igsteliy i$skiriamas veiksnys
TGF-B (angl. transforming growth factor-f) — transformuojantis augimo
veiksnys beta

TNF-a (angl. tumor necrosis factor alpha) — naviko nekrozés veiksnys alfa
VEGF (angl. vascular endothelial growth factors) — kraujagysliy endotelio
augimo veiksniai

VWE (angl. von Willebrand factor) — von Vilebrando veiksnys



1. IVADAS

Zaizdy gijimo metu vykstandios kompleksinés saveikos privalo biti
tikslios ir grieztai kontroliuojamos, bet kuriame etape nutriikusios, nukrypusios
nuo normalaus vystymosi ar uzdelstos reakcijos lemia 1étiniy Zaizdy atsiradima
(Guo ir DiPietro, 2010). Odos pazeidimy gydymui klinikinéje praktikoje Siuo
metu taikomos dvi pagrindinés strategijos — gyvo audinio persodinimas ir
dirbtiniy odos pakaitaly naudojimas (Chen ir kt., 2009). Pirmuoju atveju
autogeniné transplantacija yra tinkamiausias pasirinkimas, tac¢iau esant didelio
pavirSiaus ploto pazeidimams, susiduriama su donorinio audinio trikumu.
Alogeninés arba ksenogeninés odos audinio transplantacijos trukumas yra
neiSvengiama imunologinio atmetimo rizika. Pasirinkus pastaruosius
transplantacijos btdus, reikalinga imunosupresija, kuri pasizymi stipriu
neigiamu Salutiniu poveikiu (Zhou ir kt., 2013). Alternatyvus pasirinkimas odos
pazeidimy gydymui yra audiniy inZinerijos metodais sukurtas dirbtinis audinys.
Siam tikslui pasirenkamos natiiralios arba sintetinés biomedziagos, kurios
pasizymi kontroliuojamu degradacijos procesu ir sukelia minimalias
uzdegimines reakcijas (Polak ir Bishop, 2006). Iki Siol klinikingje praktikoje
naudojami dirbtiniai odos pakaitalai atlieka pirminio barjero, apsauganc¢io nuo
infekcijy bei dehidratacijos, funkcijg, taCiau neskatina regeneracijos, todél
gijimas baigiasi rando susiformavimu, kuris nei strukttiriSkai, nei funkciskai
neatitinka natyvaus audinio. Odos audinio regeneracijos trikumo problemg
bandoma spresti panaudojant kamienines Igsteles (Muscari ir kt., 2013).

Kamieniniy lasteliy taikymo terapijoje sékm¢ lemia jy diferenciacijos
potencialas (Baraniak and McDevitt, 2010). Daugiausiai specializuoty lasteliy
tipy gali formuoti embrioninés kamieninés lastelés, iSskirtos i§ blastocistos
stadijos embriono. Taciau iy lgsteliy tyrimai ir panaudojimas medicinoje iki §iol
yra grieztai ribojami etiniy problemy bei duomeny, apie diferenciacijos kryptj
lemianCius veiksnius, trikumas (Vazin ir Freed, 2010). Alternatyva
embrioninéms kamieninéms Igsteléms yra suaugusio organizmo audiniy

kamieninés lgstelés. Kauly ¢iulpai yra vienintelis suaugusio organizmo organas,



kuriame aptinkamos funkciskai susijusios dviejy skirtingy tipy kamieniniy
lasteliy populiacijos: uz visy subrendusiy kraujo lasteliy produkcijg atsakingos
hemopoetinés kamieninés lgstelés (HKL) ir mezenchiminés kamieningés 1gstelés
(MKL), kurios formuoja kaulinio, kremzlinio bei riebalinio audiniy lasteles. Be
kamieniniy lasteliy, kauly ¢iulpuose aptinkamos ir zemo diferenciacijos laipsnio
lastelés pirmtakés, pasizymincios regeneracinémis savybémis (Wu ir kt., 2010).

Atliekant tyrimus nustatyta, kad MKL reikSmingai sumazina didelio
pavirSiaus ploto pazeidimus, kurie prie§ tai pasiZyméjo sutrikusiu gijimu
(Vojtassak ir kt., 2006; Falanga ir kt., 2007; Ravari ir kt., 2011). Intensyviai
tiriamos endotelio lasteliy pirmtakés (ELP) dél savo savybés dalyvauti
kraujagysliy tinklo formavime, nuo kurio priklauso gyjanc¢io audinio
parodé tiesioginj HKL poveikj gyjant odos zaizdoms. Nustatyta, kad uzdegimo
stadijoje reikSmingai padidéja lasteliy, kilusiy i§ kauly Ciulpy HKL, kiekis
(Fathke ir kt., 2004). Odos regeneracijos procesas priklauso nuo skirtingy tipy
lasteliy saveiky, todél jos skatinimui reikalingos daugiafunkcinés lasteliy
populiacijos (Sorrell ir Caplan, 2010). Nepaisant teigiamy rezultaty, Igsteliy
terapija kol kas netaikoma kasdienéje zaizdy gydymo praktikoje, nes néra
vieningos nuomones, koks yra ilgalaikis transplantuoty lasteliy poveikis. Néra
aiSku, kokie veiksniai lemia transplantuoty lasteliy jsitvirtinimg paZeidimo
zidinyje, skatina jy prisitaikymg prie svetimos mikroaplinkos ir uztikrina
ilgalaikes funkcijas (Charruyer ir Ghadially, 2009). Prieinamo $altinio, kuriame
bty pakankamas kiekis lgsteliy, bei tinkamy biomedziagy, kurios uZztikrinty
efektyvig lasteliy transplantacija, pasirinkimas yra pagrindinés uzduotys,
reikalaujancios intensyviy tyrimy, norint saugiai, s€kmingai ir patikimai taikyti
kamieniniy lgsteliy terapija (Huang ir Burd, 2012).

Siame darbe buvo tiriama kauly &iulpy lasteliy, kurios neekspresuoja
linijiniy Zymeny (Lin ), budingy subrendusioms Igsteléms, jtaka odos audinio
regeneracijai in vivo. Buvo atlikti palyginamieji tyrimai, jvertinantys, kaip $iy
lasteliy poveikis priklauso nuo lokaliai transplantacijai pasirinkty medziagy.

Gauti rezultatai svarbiis sutrikusio gijimo zaizdy gydymo metody vystymui.



DARBO TIKSLAS
Jvertinti peliy kauly ¢iulpy Lin populiacijos lgsteliy reik§me odos
audinio regeneracijai in vivo, taikant BALB/c linijos peliy visy odos sluoksniy

pazeidimo modelj.

DARBO UZDAVINIAI

1. I8gryninti ir identifikuoti BALB/c linijos peliy kauly ¢iulpy Lin lasteliy
populiacija.

2. Palyginti odos audinio tarplastelinés medziagos komponenty jtakg Lin
lasteliy proliferacijai ir migracijai in vitro.

3. Jvertinti Lin lasteliy, integruoty skirtingose biomedZiagose, jsitvirtinimg
pazeidimo zidinyje ir jtakg pazeisto odos audinio gijimui in vivo.

4.  Nustatyti Lin Igsteliy poveikj citokiny geny rai$kai gyjan¢iame audinyje

in vivo.

MOKSLINIS NAUJUMAS

Kauly ¢iulpy nediferencijuoty lasteliy panaudojimas sutrikusio gijimo
odos Zaizdoms gydyti yra perspektyvus dél jy savybés formuoti skirtingy tipy
subrendusias lgsteles. Teigiamy rezultaty gauta tiriant atskiry kamieniniy
lasteliy populiacijy jtaka odos pazeidimy modeliuose, taciau iki Siol néra aisku,
kokie veiksniai lemia transplantuoty Igsteliy jsitvirtinimg pazeidimo Zzidinyje,
palaiko jy aktyvuma ir uZtikrina efektyvy paZeisto audinio struktiiros bei
funkcijy atsinaujinima. Siame darbe pirma karta atlikti palyginamieji peliy kauly
¢iulpy Lin  populiacijos lasteliy regeneraciniy savybiy tyrimai, kuriuose buvo
panaudoti skirtingi odos audinio tarplastelinés medziagos komponentai.

Buvo atlikta Lin 1gsteliy fenotipiné analiz¢é. In vitro salygomis istirta
| tipo kolageno ir pamatinés membranos komponenty jtaka lasteliy
proliferacinéms bei migracinéms savybéms, nuo kuriy priklauso zaizdy gijimo
s¢kmé. Pirma kartg atlikti tyrimai, kuriuose jvertintas skirtingose biomedziagose
lokaliai transplantuoty Lin Igsteliy vaidmuo audinio atsinaujinimui in vivo,

taikant BALB/c linijos peliy visy odos sluoksniy pazeidimo modelj. Nustatyta,



kad nuo transplantacijai pasirinktos medziagos priklauso lgsteliy integracija ir
iSlikimas pazeidimo zidinyje, uzdegimo slopinimas, zaizdos pasidengimo nauju
epidermiu trukmé bei atsinaujinusio audinio pagalbiniy struktiiry formavimasis.
Pirmag kartg atlikti citokiny, dalyvaujanciy pazeisto odos audinio gijimo
reakcijose, geny raiskos poky¢iy po Lin lasteliy transplantacijos tyrimai.
Gauti rezultatai papildo zinias, kurios reikalingos vystant metodus,

skirtus sutrikusio gijimo zaizdy regeneracijos skatinimui.

GINAMIEJI TEIGINIAI

1. Kauly ¢&iulpy Lin populiacija sudaro nediferencijuotos lastelés,
pasizymincios regeneracinémis savybémis.

2. Lin lasteliy proliferacinés ir migracinés savybés in vitro priklauso nuo
odos audinio tarplgstelinés medziagos komponenty.

3. Lin Iastelés, priklausomai nuo lokaliai transplantacijai panaudotos
medziagos, skirtingai veikia visy odos audinio sluoksniy pazeidimo

regeneracijg in vivo.
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2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. KAMIENINES LASTELES

Pagrindinés skiriamosios kamieniniy lasteliy savybés yra nuolatinis
atsinaujinimas bei gebéjimas fiziologinémis ar eksperimentinémis sglygomis
formuoti specifinius subrendusiy lgsteliy tipus (Prentice, 2006). Organizme Siy
lasteliy populiacijos i8sidesCiusios specializuotose niSose. Kamieniniy lgsteliy
nisa yra specifiné Igstelin¢ ir molekuliné mikroaplinka, reguliuojanti Siy lgsteliy
funkcijas, palaikanti balansg tarp jy ramybés biisenos, atsinaujinimo ir
diferenciacijos, taip pat atsakinga uz aktyvios biisenos suzadinimg atsiradus

iSoriniams neigiamiems veiksniams (Ehninger ir Trumpp, 2011).

2.1.1. Kamieniniy lasteliy Saltiniai

Kamieninés lgstelés gali biti i§skiriamos i$ dviejy Saltiniy — embriony
bei suaugusio organizmo audiniy. Abiejuose Saltiniuose esancios primityvios
lastelés pasizymi nuolatinio atsinaujinimo savybémis bei gali diferencijuotis j
skirtingus lasteliy tipus. I$ skirtingy $altiniy i$skirtoms kamieninéms lgsteléms
identifikuoti ir charakterizuoti naudojami kompleksiniai jvairiy metody deriniai.

Embrioninés kamieninés lgstelés (EKL) iSskiriamos i§ blastocistos
vidinés lasteliy masés. Jos yra daugiagalés, in vitro ir in vivo sglygomis gali
formuoti visy vaisiaus ar suaugusio organizmo audiniy lasteles (Keller, 2005).
Pirmieji duomenys apie $iy lasteliy galimybes in vitro salygomis gauti tiriant
peliy EKL. Parinkus tinkamas salygas, tokiy lasteliy nediferencijuota bitisena
iSlaikoma beveik neribotg laikg. AnksCiau nediferencijuotai EKL biisenai
iSlaikyti in vitro saglygomis buvo naudojamos pagalbinés maitinancios lastelés ir
ju iSskiriamas citokinas LIF (angl. leukemia inhibitory factor). Vélesniuose
tyrimuose nustatyta, kad mikroaplinkoje esant verSelio serumui,
rekombinantinis LIF gali biiti naudojamas be pagalbiniy maitinanciy lasteliy

sluoksnio. Nustatyta, kad kaulo morfogeniniy baltymy Seimos narys BMP4
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(angl. bone morphogenetic protein 4), veikiantis kartu su LIF, palaiko
nediferencijuoty EKL biisena papildomai nenaudojant serumo. Sios Zinios leido
vystyti EKL tyrimy metodus grieztai kontroliuojamomis in vitro salygomis
nenaudojant serumo bei maitinan¢iy lasteliy ir gauti tikslesnius duomenis (Lin
ir Talbot, 2011). Nors zmogaus EKL negali buti iSlaikomos identiSkomis
saglygomis in vitro kaip peliy lastelés, pradiniai tyrimai leido sékmingai vystyti
metodus stabiliy Zmogaus Igsteliy linijy gavimui. Galimybe¢ tirti zmogaus EKL
atsinaujinimo ir diferenciacijos procesus suteikia daug ziniy apie daugiagaliaja
lastelés bisena. Zmogaus lasteliy tyrimai in vitro yra alternatyva kai kuriy
sutrikimy modeliavimui, nes dazna problema naudojant gyviiny modelius yra
sunkus gauty rezultaty atkartojimas specifiniam tikslui pasiekti Zmogaus
organizme (Ben-David ir kt., 2012). EKL panaudojimas in vivo susiduria su
didelémis problemomis. Be etiniy prieStaravimy, yra daug neatsakyty klausimy
apie $iy lasteliy nekontroliuojamo augimo ir diferenciacijos, iSlikimo po
transplantacijos bei funkcinio aktyvumo organizme galimybes. Saugiai EKL
terapijai taip pat reikalingi metodai, kurie padéty identifikuoti ir paSalinti
nediferencijuotas lasteles, linkusiais formuoti navikus (Vazin ir Freed, 2010).
Alternatyva Sioms lgsteléms yra suaugusio organizmo audiniy kamieninés
lasteles.

Suaugusiame organizme kamieniniy lgsteliy aptinkama beveik visuose
audiniuose ir organuose (Nardi, 2005). Pagrindiné jy funkcija yra nenutrikstama
diferenciacija  skirtingus lgsteliy tipus fiziologinémis saglygomis bei aktyvus
dalyvavimas pazeisto audinio atstatymo procese. Nepazeistuose audiniuose
paprastai randamos vienagalés kamieninés lagstelés, galinfios formuoti vieno
tipo lasteles ir palaikyti normaly audiniy biivi. Dvigalés lastelés gali formuoti iki
dviejy lasteliy linijy. Kai kurios suaugusiy organizmy audiniy kamieninés
lastelés formuoja daugiau kaip dviejy tipy mezodermines, endodermines ir
ektodermines lasteles (Gennero ir kt., 2006). Pusiausvyrg tarp atsinaujinimo ir
diferenciacijos palaiko keletas procesy. Vienas jy yra asimetrinio ir simetrinio
dalijimosi kontrol¢. Po asimetrinio pasidalijimo viena dukteriné lgstel¢ lieka

savo niSoje ir toliau nesidiferencijuoja. Antra dukterine lgstele palieka nisg ir yra
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pasiruosusi diferencijuotis. Po simetrinio pasidalijimo abi dukterinés lastelés
iSlaiko kamieniniy lasteliy savybes. Asimetrinio ir simetrinio dalijimosi kaita
priklauso nuo fiziologinés organizmo biisenos. Sveikame organizme kamieniniy
lasteliy skaicius kontroliuojamas dalijantis asimetriskai. Vykstant patologiniams
procesams ir atsiradus didesniam kamieniniy lgsteliy poreikiui suintensyvéja
simetrinis dalijimasis (Yin ir Li, 2006).

Suaugusio organizmo kamieniniy lgsteliy savybés varijuoja
priklausomai nuo audinio, kuriame jos yra. KonkreCiam tikslui pasirenkant
reikiamg populiacijg, biitina jvertinti pagrindines jy savybes, tinkamas terapijai.
Ypac patrauklus suaugusio organizmo kamieniniy Igsteliy Saltinis yra kauly
Ciulpai, kuriuose aptinkamos kelios nediferencijuoty lasteliy populiacijos,

pasiZymin¢ios regeneracinémis savybeémis.

2.1.2. Kamieniniy lasteliy ir 1asteliy pirmtakiy niSos kauly ¢iulpuose

Suaugusiame organizme pagrindinis kamieniniy lasteliy Saltinis yra
kauly cCiulpai. Juose aptinkamos dviejy skirtingy tipy kamieniniy Igsteliy
populiacijos — HKL, kurios atsakingos uz nenutriikstamg subrendusiy kraujo
lasteliy gamyba, ir MKL, kurios formuoja kaulinio, kremzlinio bei riebalinio
audiniy lasteles. Kauly Ciulpuose taip pat egzistuoja lgstelés pirmtakes, kurios
pasizymi kamieniniy lgsteliy savybémis. Funkciniu poziiiriu ypac svarbios ELP,
dalyvaujancios kraujagysliy tinklo formavime tiek fiziologinémis sglygomis,
tiek patologiniuose procesuose (Wu ir kt., 2010). Visos Sios populiacijos kauly
¢iulpuose uzima specifines anatomines vietas ir sgveikaudamos tarpusavyje bei
su mikroaplinkoje esanciais veiksniais iSlaiko savo unikalias savybes.

Kauly ciulpuose iSskiriamos dvi HKL niSos — osteoblastiné ir
kraujagysline. Osteoblastin¢je ni$oje iSlaikoma neaktyvi ilgalaiké HKL bisena,
kraujagyslinéje — trumpalaiké aktyvi, kurios metu Sios lgstelés proliferuoja,
pradeda diferencijuotis bei patenka j cirkuliacing sistemg (Wilson ir Trumpp,
2006). Osteoblastinéje niSoje, kuri iSsidésCiusi vidinio antkaulio pavirSiuje,

aptinkama keletas skirtingy lasteliy tipy, bet dominuojantys Iasteliniai
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komponentai joje yra mezenchiminés kamieninés Igstelés ir osteoblastai (Wang
ir kt., 2013). Osteoblastai yra pagrindiné lgsteliy populiacija, dengianti vidinio
antkaulio pavirsiy ir formuojanti kaulinj audinj. Sios lastelés ekspresuoja keleta
signaliniy molekuliy, svarbiy HKL atsinaujinimui, i§gyvenimui bei palaikymui
kauly Ciulpy niSoje (Guerrouahen ir kt., 2011). Osteoblastin¢je niSoje MKL
atsakingos ne tik uZ osteoblasty formavimasi, bet ir uz veiksniy, kurie svarbis
HKL savybéms i§laikyti bei kontroliuoti, produkcija (Chen ir kt., 2008). Sioje
nisoje pagridinis nelgstelinis komponentas yra I tipo kolagenas. Sj baltyma
atpazjsta Iasteliy pavirSiuje esantys receptoriai, kurie priklauso integriny Seimai.
Kolageno I ir Igsteliy tarpusavio sgveika palaiko nediferencijuotg primityviy
lateliy biiseng bei iSlikimg osteoblastinéje niSoje neaktyvioje biisenoje
(Dominici ir kt., 2009). Kraujagysliné nisa, esanti centrinéje kauly ¢iulpy dalyje
Salia kraujagysliy, sudaryta 1§ endoteliniy lgsteliy ir tarplgstelinés medziagos
baltymy, i$ kuriy pagrindiniai yra IV tipo kolagenas, fibronektinas, lamininas,
fibrinogenas bei glikoproteinas VWF (angl. von Willebrand factor). Sios nigos
tarplastelinés medziagos komponentus atpazjsta lgsteliy pavirSiaus adhezijos
molekulés, kurios priklauso selektiny Seimai. Endoteliniy lasteliy, kurios yra
pagrindinis lastelinis kraujagyslinés niSos elementas, pavirSiuje iSskirtinai
ekspresuojamas E-selektinas prijungia atitinkamus ligandus, esanc¢ius HKL
pavirsiuje. Si saveika reguliuoja primityviy lasteliy proliferacijos suaktyvéjima
Ir pasiruo$img migracijos procesams (Kopp ir kt., 2005).

Abi niSos kauly Ciulpuose tarpusavyje glaudziai susijusios, nors jas
galima atskirti pagal kai kuriuos struktiirinius elementus bei funkcines ypatybes.
Keletas molekuliniy reguliuojanciy veiksniy nuolat veikia tiek osteoblastinéje,
tieck kraujagyslin¢je niSose, nepriklausomai nuo to, kurioje i§ jy yra
produkuojami. Prie S§iy veiksniy priskiriami signaliniuose keliuose
dalyvaujantys sekretuojami ligandai ir jy receptoriai bei adhezijos molekulés
(Celso ir Scadden, 2011).

Gyvybiskai svarbi kauly ciulpy kamieniniy lasteliy ir pirmtakiy
savybé yra gebéjimas judéti tarp niSy bei jgauti aktyvig biiseng patologinémis
salygomis. Stromos lasteliy iSskiriamo veiksnio 1 SDF-1 (angl. stromal derived
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factor 1) ir jo pagrindinio receptoriaus CXCR4 (angl. C-X-C chemokine receptor
4) saveika lemia primityviy kauly Ciulpy lgsteliy migracijg, proliferacijg ir
1Sgyvenimg. Kauly ciulpuose SDF-1 iSskiria keletas tipy stromos lasteliy.
Osteoblastingje niSoje uz jo produkcijg atsakingos nesubrendusios
osteoblastinés lastelés, kraujagyslinéje — endotelio lastelés. Sio chemokino
aktyvinimas vyksta jam jungiantis prie hemopoetinés ir nehemopoeinés kilmés
primityviy lgsteliy pavirSiuje ekspresuojamo receptoriaus CXCR4. Tyrimuose
nustatyta, kad sekretuojamo SDF-1 kiekis mikroaplinkoje tiesiogiai veikia
nesubrendusiy lgsteliy biisenos aktyvavima ir padidéjusig proliferacija bei
migracija. Visos Sios savybeés biitinos ne tik fiziologinéms funkcijoms palaikyti,
bet ir transplantuoty lasteliy jsitvirtinimui pazeidimo zidinyje (Juarez ir Bendall,
2004). Kitos ligandy ir receptoriy poros kauly ciulpuose atsakingos uz
kamieniniy Igsteliy ir pirmtaky likimg. Kamieniniy lasteliy veiksnio SCF (angl.
stem cell factor), kurj sekretuoja didzioji dalis endoteliniy lasteliy, ir jo
receptoriaus tirozino kinazés KIT, esancio skirtingos vystymosi stadijos
kamieniniy lasteliy pavirSiuje, sgveika kontroliuoja lasteliy proliferacijg ir
diferenciacija. Angiopoetino 1 (ANG1), dazniausiai ekspresuojamo
kraujagyslinés nisos Igsteliy, ir jo receptoriaus tirozino kinazés (TIE2), esancio
hemopoetiniy pirmtaky pavirSiuje, sgveika atsakinga uz neaktyvios kamieniniy
lasteliy busenos iSlaikyma kauly ciulpuose (Arai ir kt., 2004). Kamieniniy
lasteliy atsinaujinimo procesg kauly Ciulpy niSose reguliuoja trys pagrindiniai
signaliniai keliai — Wnt, Notch ir Hedgehog. Tyrimy duomenys apie Siy
signaliniy keliy jtakg primityviy lasteliy funkcinéms savybéms yra priestaringi
dél jy sudétingumo. Kauly ¢iulpuose Wnt signalinio kelio molekulés daugiausiai
atsakingos uz HKL ir stromos Igsteliy tarpusavio sgveikas. Taip pat parodytas jo
vaidmuo HKL brendimo procese. Veikiant Wnt signaly perdavimui, primityvios
lastelés praranda savo daugiagaligsias savybes ir pradeda diferencijuotis j
mazesniu plastiSkumu pasizymin€ius specifiniy linijy pirmtakus. Notch
signalinis kelias svarbus palaikant pusiausvyra tarp HKL atsinaujinimo ir
diferenciacijos. Abiejy procesy reguliavimas uztikrina normaly hemopoezés

procesa. Sio kelio veikimas kauly &iulpuose taip pat palaiko MKL populiacija,
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stabdydamas osteoblasty diferenciacija. Hedgehog signalinio kelio aktyvavimas
slopina kamieniniy lasteliy atsinaujinimg ir prigijimg po transplantacijos (Celso
ir Scadden, 2011). Svarbus kauly ciulpy niSy mikroaplinkoje veikiantis
komponentas yra deguonis. Sio elemento kiekio pokyéiai reguliuoja HKL
buseng. Kraujagyslin¢je niSoje, kuri gerai apriipinama mitybinémis
medZiagomis bei deguonimi, vyksta aktyvi lgsteliy proliferacija, tuo tarpu
osteoblastin¢je niSoje, kurioje mazas deguonies kiekis, jos iSlaiko ramybés

biiseng (Xie ir kt., 2009).

2.1.3. Kauly ¢iulpy Iasteliy identifikavimas

Skirtingo diferenciacijos laipsnio lgsteliy identifikavimas pagristas jy
pavirSiuje esanc¢iy molekuliy raiSka. Bendra kauly ¢iulpy kamieniniy lgsteliy ir
lasteliy pirmtakiy savybé yra ta, kad jos neekspresuoja subrendusioms kraujo
lasteléms biidingy pavirSiaus Zymeny, kurie apibréZziami kaip linijiniai Zymenys.
Lastelés, atskirtos neigiamos selekcijos biidu naudojant magnetines nanodaleles,
padengtas antik@inais prie§ linijinius pavirSiaus Zymenis, apibréziamos kaip
bendra Lin~ populiacija (angl. lineage negative). Zmogaus lasteliy atskyrimui
daZniausiai naudojami linijiniai Zymenys yra glikoforinas A, CD2, CD3, CDS,
CD14, CDI15, CD16, CD20, CD56 ir CD66b, peliy — CD2, CD3, CD4, CD5,
CD8, CD10, CD11b, CD14, CD31, CD45, NK1.1, B220, TER-119, Gr-1, ir
glikoforinas A. Visi jie ekspresuojami eritrocity, T lgsteliy, B lasteliy, NK
lasteliy, monocity, granulocity bei endoteliniy lasteliy pavirSiuje. Priklausomai
nuo to, kokios linijiniy Zymeny kombinacijos naudojamos, Lin  populiacijoje
gali buti nuo 20 iki 500 karty daugiau primityviy lasteliy, nei negrynintoje
(Wognum ir kt., 2003; Tyndall ir kt., 2007). Kitas etapas, reikalingas primityviy
lasteliy identifikavimui, yra teigiamy Zymeny fenotipin¢ analizé. Nei vienas
kamieniniy lasteliy ar 1asteliy pirmtakiy tipas neturi vienos iSskirtinés pavirSiaus
molekulés, kuri i$skirty jas 1§ heterogeniskos populiacijos, todél identifikavimo

metu biitina naudoti keleto Zymeny derinius.

16



Pirmasis atrastas zymuo zmogaus HKL identifikavimui ir gryninimui
yra lgsteliy pavirsiaus glikoproteinas CD34. Sig molekulg ekspresuoja iki 5%
visy vienbranduoliy Iasteliy kauly ¢iulpuose, iki 1% — virkStelés kraujo Iasteliy
ir tik apie 0.1% lasteliy periferiniame kraujyje. CD34" lasteliy skaiius
periferiniame kraujyje gali padidéti po veikimo citokinais, pvz., granulocity
kolonijas stimuliuojanciu augimo veiksniu G-CSF (angl. granulocyte-colony
stimulating factor). Nors CD34 naudojamas kaip primityviy zmogaus
hemopoetiniy lgsteliy Zymuo, yra zZinoma, kad HKL potencialu pasizymi ir
CD34 lasteliy populiacija. Tyrimais jrodyta, kad tokiy lgsteliy pasitaiko daugiau
ankstyvojoje ontogenez¢je (Zanjani ir kt., 1998). Primityvios peliy
hemopoetinés lgstelés taip pat ekspresuoja CD34 pavirSiaus molekulg, taciau
kiek skirtingai nuo Zzmogaus HKL. Visos HKL peliy vaisiaus kepenyse yra
CD34" ir tik apie 50% tokiy lgsteliy iSlieka jaunikliy kauly ¢iulpuose bei tik apie
10% - suaugusiy peliy kauly ciulpuose. CD34 Zymens raiSka peliy HKL
pavirSiuje priklauso ne tik nuo vystymosi stadijos, bet ir nuo lgstelés aktyvumo
biisenos (Wognum ir kt., 2003). Tyrimuose parodyta, kad §is Zymuo taip pat
budingas peliy kauly ¢iulpy ELP, dalyvaujan¢ioms audinio kraujagysliy tinklo
formavimesi (Yang ir kt., 2011).

Tikslesnei peliy HKL identifikacijai CD34 Zymuo derinamas su c-Kit
(CD117) bei Sca-1 (Ly-6A/E) zymenimis. C-Kit yra tirozino kinazés
receptorius, dalyvaujantis tokiuose procesuose kaip lasteliy proliferacija,
diferenciacija ir kai kuriy medZiagy sekrecija. Lasteliy transplantacijos tyrimai
jrod¢, kad HKL, ekspresuojancios c-Kit receptoriy, dalyvauja ilgalaikiame
hemopoezés atstatyme. Iki %5 CD34" kauly ¢iulpy lasteliy ekspresuoja $j Zymenj.
Su c-Kit receptoriumi saveikauja kamieniniy lasteliy veiksnys SCF, kurio
biologinés funkcijos susijusios su HKL atsinaujinimu. Sis veiksnys padeda
iSgyventi kamieninéms Igsteléms in vitro. Sca-1 priklauso Ly-6 antigeny Seimai
ir yra vienas dazniausiai naudojamy zymeny peliy HKL identifikavimui. Si HKL
pavirSiuje ekspresuojama molekulé dalyvauja jy atsinaujinimo, aktyvavimo bei

vystymosi procesuose. Tac¢iau Sca-1 zymens raiska varijuoja tarp skirtingy peliy
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linijy. Kai kuriose linijose jo raiska ypac didelé (pvz., C57BL/ 6]), kitose — kur
kas maZesné (pvz., Balb/c) (Bradfute ir kt., 2005).

Zmogaus HKL selekcijai taip pat naudojamas CD133 Zymuo, kuris
ekspresuojamas didziosios dalies CD34" lgsteliy pavirSiuje (nepakankamai
subrendusiy lgsteliy  pirmtakiy, monocity/granulocity pirmtaky, bet
neaptinkamas ant didziosios dalies eritroidiniy pirmtaky) ir CDCP1 (angl.
cubdomain containing protein), kurio raiska panasi j CD133. Si molekulé gali
buti naudojama kaip papildoma priemon¢ Zmogaus HKL ir lgsteliy pirmtakiy
gryninimui, bet ne kaip vienintelis Zymuo atskyrimui. Peliy HKL ekspresuoja
fibroblasty augimo veiksnio receptoriy FGFR (angl. fibroblast growth factor
receptor). Nors $i molekul¢ aptinkama tik ant 0.2% Lin peliy kauly ¢iulpy
lasteliy, taip pat ekspresuojanéiy ir Sca-1 bei c-Kit, ji ypa¢ naudinga ty HKL
gryninimui, kurios pasizymi maza Sca-1 raiska. Gana jdomus zymuo yra CD201
(taip pat zinomas kaip endotelinio baltymo C receporius), kuris taip pat
aptinkamas ant endoteliniy lasteliy ir dalyvauja koaguliacijos bei uzdegimo
reguliavime. CD201 raiska kauly ciulpy lasteliy populiacijoje, 1§ kurios
pasalintos HKL, yra iki 40 karty maZesné nei toje, kurioje yra HKL (lvanova ir
kt., 2002).

Fenotipinei MKL analizei tarpusavyje derinami keliy teigiamy ir
neigiamy zymeny kompleksai (Abdi ir kt., 2008). Zmogaus MKL paviriuje
ekspresuojama molekulé Stro-1 yra geriausiai charakterizuota ir daZniausiai
jitraukiama j $iy lgsteliy identifikacijai naudojamy Zymeny grupes. Irodyta, kad
lastelés, neekspresuojancios Stro-1, nepasizymi MKL biidinga savybe formuoti
kolonijas. Lastelés, kurioms biidinga stipri §io Zymens raiska, diferencijuojasi j
fibroblastus, kurie atlicka atramin¢ funkcija hemopoezéje dalyvaujancioms
lasteléms. Be to, Sios MKL diferencijuojasi 1 lygiyjy raumeny lasteles,
riebalinio, kaulinio bei kremzlinio audiniy Igsteles. Visos $ios diferenciacijos
kryptys yra biidingos MKL. Stro-1 negali biti vienintelis zymuo Siy lasteliy
identifikavimui del dviejy pagrindiniy priezas¢iy. Pirma, §i pavirSiaus molekulée
ekspresuojama ne tik primityviy MKL pavirSiuje, bet aptinkama ir aukstesnés

diferenciacijos eritroidiniy pirmtaky pavirSiuje. D¢l Sios prieZasties teigiama
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selekcija pagal Stro-1 derinama su neigiama selekcija pagal glikoforing A.
Antra, Stro-1 palaipsniui prarandamas kultivavimo metu, todél gali buti
naudojamas MKL identifikavimui tik ankstyvosiose kulttirose. Peliy MKL §io
zymens neekspresuoja (Kolf ir kt., 2007).

Lastelés, kuriy pavirSiuje aptinkama Stro-1 molekulé ir kurios
pasizymi MKL biidingomis prolifercinémis savybémis, ekspresuoja CD106 ir
CD73 pavirsiaus antigenus. CD106 dalyvauja lasteliy adhezijos, chemotaksio ir
signalo perdavimo reakcijose. Tyrimy duomenimis, Stro-1*CD106" Igstelés in
vitro pasizymi didesniu proliferacijos potencialu ir platesniu diferenciacijos
spektru nei Stro-1*CD106" lastelés (Gronthos ir kt., 2003). PavirSiaus molekulé
CD73 apibiidina aktyviai proliferuojanéia MKL populiacija. Sis Zymuo
prarandamas jau anstyvuosiuose diferenciacijos etapuose, todél CD73 raiska
leidzia identifikuoti visiS$kai nediferencijuotas, primityvias MKL (Nauta ir
Fibbe, 2007).

Tiek Zmogaus, tiek peliy MKL pasizymi skirtinga CD105, CD44,
CD90, CD117, Flk-1, Sca-1 ir adhezijos molekuliy CD116, CD54/CD102,
CDA49, CD29 bei jy receptoriy raiska (Tyndall ir kt., 2007). PavirSiaus zymenys
CD90 ir CD29, kuriuos turi ir zmogaus, ir peliy MKL, reikalingi iy lasteliy
migracijai pazeidus audinius. Peliy MKL psizymi silpna HKL biidingy zymeny
CD34 ir Sca-1 raiska (Chamberlain ir kt., 2007; Abdi ir kt., 2008).

Tinkamai iSgrynintos lgstelés sumaZzina nesékmingos transplantacijos
tikimybe. Norint kauly ¢iulpy kamienines Igsteles panaudoti odos regeneracijai,

bitina tinkamai parinkti ir suderinti gryninimo bei identifikacijos metodus.

2.2. ODA IR PAZEIDIMAI

2.2.1. Odos struktiira

Oda yra nuolat atsinaujinantis organas, atliekantis gyvybiskai svarbias

termoreguliacijos, imunologines, neurosensorines bei metabolines funkcijas.
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Audinj sudaro trys atskiri, unikaliomis struktiirinémis ypatybémis pasizymintys

sluoksniai — epidermis, derma ir hipoderma (2.1 pav.).

inis sluoksnis

Granulivotasis sluoksnis

Epidermis Plaukas
TSi=Xere Epidermis
{amieninés
lastelés
Riehaliné
liauka
Plauke
maiSelio
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€]
Riehalbylisiles Jungiamojo
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spenelis

2.1 pav. Odos audinio struktara (Blainpain ir Fuchs, 2009).

Epidermis yra iSorinis, Sluoksniuotas epitelis, neturintis
kraujagysliy ir nervy, jo storis skirtingose kiino vietose gali biiti nuo 75 iki 150
um (delnuose ir paduose jo storis gali siekti iki 600 um). Sis sluoksnis beveik
neturi tarplastelinés medziagos ir yra sudarytas i tarpusavyje sgveikaujanciy
lasteliy. Epidermyje aptinkami keturi pagrindiniai Igsteliy tipai — keratinocitai,
melanocitai, Langerhanso lgstelés ir Merkelio lgstelés (Simpson ir kt., 2011).
DidZigja dal; Iasteliy populiacijos odos epidermyje sudaro keratinocitai.
Pagrindiniai S$iy Igsteliy citoskeleto struktiiriniai baltymai yra keratinai,
uztikrinantys epidermio mechaninj stabilumg ir vientisumg. Audiniuose Sie
baltymai formuoja heterodimerus, sudarytus 1§ dviejy tipy keratiny — riigstinio
(I tipo) ir bazinio (Il tipo). Izomerai yra specifiski audiniui bei lgsteliy
diferenciacijos stadijai, todél $iy molekuliy raiska galima remtis identifikuojant
keratinocitus. Diferenciacijos metu keratinocitai formuoja keturis morfologiskai
besiskiriancius epidermio sluoksnius — pamatinj (lot. Stratum germinativum),
dygliuotaji (lot. Stratum spinosum), granuliuotajj (lot. Stratum granulosum) ir

ragin] (lot. Stratum corneum) (Costin ir Hearing, 2007). Giliausias pamatinis
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sluoksnis sudarytas i§ vieno sluoksnio kubiniy lgsteliy. Tai vienintelis epidermio
sluoksnis, kuriame vyksta nuolatinis lgsteliy dalijimasis. AukS¢iau esanciuose
sluoksniuose normaliomis sglygomis lgstelés nesidalija, taciau $is procesas gali
buti indukuojamas pazeidus odg (Radoja ir kt., 2006). Pamatiniame sluoksnyje
esanCios lastelés prie pamatinés membranos tvirtinasi  specialiomis
baltyminémis struktiiromis hemidesmosomomis. Si saveika yra kritiskai svarbi
odos struktiros vientisumui palaikyti (Litjens ir kt., 2006). Besidalindamos
giliausiame epidermio sluoksnyje, mazo diferenciacijos laipsnio lgstelés
suformuoja dvi dukterines Igsteles. Viena lgstelé lieka pamatiniame sluoksnyje
ir toliau proliferuoja, kita — migruoja j auksStesnius epidermio sluoksnius,
praranda proliferacines savybes ir galutinai diferencijuojasi (Suter ir kt., 2009).
Giliausiame epidermio sluoksnyje, be keratinocity aptinkamos retomis
grupelémis iSsidésCiusios dviejy tipy lagstelés — pigmentag melaning
produkuojantys melanocitai ir nervinius impulsus perduodancios Merkelio
lastelés. VirSutinéje pamatinio sluoksnio dalyje taip pat yra Langerhanso
lasteliy, kurios dalyvauja imuninése reakcijose (Kanitakis, 2002). IS pamatinio
epidermio sluoksnio ] dygliuotaji sluoksnj pateke keratinocitai pradeda
diferencijuotis, keigiasi jy morfologija bei geny raiska. Sj sluoksnj sudaro
keliomis eilémis iSsidésCiusios, netaisyklingos formos Iastelés, kurios
tarpusavyje jungiasi desmosomy pagalba. Dygliuotojo sluoksnio keratinocituose
pradeda formuotis prie membranos prisijungusios ovalios granulés, uzpildytos
glikoliais ir fosfolipidais. Jos padeda atlikti barjering odos funkcijg. Keratino
filamentai jungiasi j pluostus ir sudaro tonofilamentus, kurie gerai matomi pro
Sviesin] mikroskopg (Norlén ir kt., 2003). IS dygliuotojo 1 granuliuotaji sluoksnj
pateke keratinocitai suplokstéja, jy branduoliai sumazgja, citoplazmoje gerai
matomos didelés bazofilinés keratohialino granulés. Sios granulés néra atskirtos
membranomis, todél daznai apibtidinamos kaip netirptis baltyminiai junginiai.
Keratohialino granuliy paskirtis néra visiSkai aiSki, ta¢iau manoma, kad jos
svarbios keratinizacijos procesui bei barjerinei funkcijai, taip pat dél savo

junginiy sudétyje esancios sieros dalyvauja formuojantis visiskai diferencijuoty
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keratinocity apvalkalui iSoriniame epidermio sluoksnyje (Wickett ir Visscher,
2006).

Virsutinis epidermio sluoksnis sudarytas i§ galutinai diferencijuoty
keratinocity, vadinamy korneocitais, ir tarplastelines ertmes uzpildanciy lipidy.
Korneocitai yra nebegyvos, suplokstéjusios lgstelés, neturiné¢ios branduoliy ir
kity organeliy. Siy lasteliy vidus uZpildytas keratino tarpiniais filamentais,
kuriuos supa 1§ vandens, jony, laisvyjy amino rigsciy ir kity tirpiy maZzos
molekulinés masés nejoniniy komponenty sudarytas misinys (Akinshina ir kt.,
2013). Kiekvieng korneocita supa baltyminis apvalkalas, kurio pagrindg sudaro
lorikrinas ir involukrinas. Globulinis baltymas lorikrinas iSskiriamas yrant
keratohialino granuléms, jo struktiiroje dominuoja hidrofobinés amino riigstys,
del kuriy Sis baltymas vandens turinioje aplinkoje yra netirpus. Involukrinas
pradedamas sintetinti keratinocity citoplazmoje gilesniuose epidermio
sluoksniuose, véliau modifikuojamas ir jungiamas i baltyminio korneocity
apvalkalo struktiirg (Zahn ir kt., 2005). Prie baltyminio apvalkalo komponenty
kovalentinémis jungtimis jungiasi riebalinés molekulés, formuodamos lipidinj
tarplasteliniy ertmiy uZpildg. Pagrindiniai lipidai raginiame sluoksnyje yra
keramidai, riebaly riigStys ir cholesterolis. Epidermio diferenciacijos metu,
lipidy 18sidéstymas ir kiekiy santykis kinta bei priklauso nuo lokalizacijos vietos.
Lipidinio apvalkalo formavimosi procesas yra grieztai kontroliuojamas,
neigiami struktiiros pokyc¢iai lemia odos barjerinés funkcijos sutrikimus bei kai
kurias patologijas (Marks, 2004).

Epidermj nuo dermos skiria plona specializuota tarplastelinés
medZiagos struktiira, vadinama bazine membrana. Ji uZtikrina struktiirinj
stabilumg, taip pat kontroliuoja Igsteliy jud¢jimg tarp sluoksniy ir abipuse
biologiskai aktyviy medZiagy difuzijg. Pamatiné membrana yra augimo veiksniy
ir citokiny rezervuaras, atsiradus pazeidimams Sios medziagos iSskiriamos j
mikroaplinkg ir dalyvauja audinio atstatymui biitinose reakcijose. Pagrindiniai
strukttriniai komponentai §ioje membranoje yra lamininy Seimos baltymai, IV

tipo kolagenas, nidogenas ir perlekanas (Segal ir kt., 2008).
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Derma yra jungiamojo audinio sluoksnis, atliekantis atraming bei
mitybing funkcijas. Sis sluoksnis, atvirk§¢iai nei epidermis, turi retai
18sidesCiusiy lgsteliy populiacijas, jo pagrindg sudaro tarplasteliné medZiaga.
Trys vyraujantys dermos tarplastelinés medziagos komponentai yra kolagenas,
elastinas ir hialurono riigstis (Frantz ir kt., 2010). Kolagenas yra vyraujantis
dermos tarplgstelinés medziagos fibrilinis baltymas, pasiZymintis unikaliomis
struktiirinémis ypatybémis ir uZztikrinatis odos audinio mechaninj atsparuma.
Seimai priklauso daugiau kaip 20 tipy baltymuy, i$ kuriy bent 11 tipy aptinkami
odoje. Saugusio organizmo dermoje dominuoja | tipo kolagenas, kuris sudaro
apie 80% visy Seimos baltymy masés. MaZesniais kiekiais dermoje aptinkamas
I11 tipo kolagenas, kurio raiska ypac¢ didelé ankstyvosiose organizmo vystymosi
stadijose. Kolageno tipy kiekio santykis dermoje kinta ir priklauso nuo nattraliy
fiziologiniy procesy, vykstaniy organizme, taip pat nuo iSoriniy aplinkos
veiksniy sukelty audinio pazeidimy (Shoulders ir Raines, 2009). Tarp kolageno
fibriliy dermoje iSsidésc¢iusios elastino skaidulos suteikia odai tamprumo.
Elastino skaiduly tinklas lemia ne tik odos audinio mechanines savybes, bet ir
kontroliuoja Igsteliy chemotaksj, diferenciacijg, proliferacines bei migracines
savybes, vaidina svarby vaidmenj perduodant signalus. Organizmui senstant,
elastino kiekis odoje dél sulétéjusios sintezés ir padidéjusios degradacijos
spar¢iai maZz¢ja, todel audinys praranda elastinguma, yra labiau pazeidziamas ir
sunkiau atstatomos pirminés jo struktiirinés bei funkcinés savybés (Waller ir
Maibach, 2006). Pagrindinis glikozaminoglikanas dermoje yra hialurono riigstis.
Tarplastelines ertmes uzpildanti hialurono riigstis atlieka daug fiziologiniy
funkcijy: veikia lgsteliy proliferacija, adhezija, migracijg, diferenciacija,
dalyvauja uzdegiminio atsako ir zaizdy gijimo procesuose (Oh ir kt., 2011).
Pagal struktiirines ypatybes skiriami du dermos regionai — papilinis ir retikulinis.
Abu regionai charakterizuojami pagal kolageno ir elastino skaiduly, suteikianciy
skirtingas mechanines savybes, iSsidéstymag (Simpson ir kt., 2011). Pagrindinés
dermoje aptinkamos Igstelés yra fibroblastai. Jie ne tik produkuoja tarplgstelinés
medziagos komponentus, bet ir sgveikaudami tarpusavyje bei su kity tipy

lasteleémis uZztikrina fiziologines odos funkcijas. Dermos fibroblastai formuoja
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heterogening lgsteliy populiacija, priklausomai nuo lokalizacijos audinyje. Dvi
unikalios fibroblasty subpopuliacijos aptinkamos papiliniame ir retikuliniame
dermos regionuose. Tarpusavyje §ios subpopuliacijos skiriasi morfologinémis ir
proliferacinémis savybémis, pavirSiaus molekuliy raiSka, tarplastelinés
medziagos komponenty sinteze (Sorrell ir Caplan, 2004). Specifines odos
funkcijas uztikrina dermoje iSsidésc¢iusios papildomos struktiiros. Tai prakaito ir
riebaly liaukos, plaukai, nagai, jvairiy tipy kraujagysliy tinklas ir nervy
galinélés. Jos dalyvauja termoreguliacijoje, atlieka apsaugines bei jutimines
funkcijas ir yra biitinos odos funkcionavimui uztikrinti tieck normaliomis, tiek
patologinémis sglygomis (Tse ir Hoang, 2012).

Po derma esanti hipoderma, dar vadinama poodiniu sluoksniu,
sudaryta i§ riebalinio audinio. Siame sluoksnyje randamos Iastelés yra
fibroblastai, riebalinés lgstelés ir makrofagai. Hipodermoje taip pat yra laisvai
i§sideésciusiy elastiniy fibriliy, kraujagysliy, limfagysliy, plauko Saknys, dalis
liauky, nervy, raumeny pluosty. Sis sluoksnis yra organizmo energijos
rezervuaras bei apsaugo nuo dideliy temperatiros poky¢iy (Kanitakis, 2002).

Nuolatinj odos virSutiniy sluoksniy atsinaujinimg fiziologinémis
salygomis uztikrina epitelinés kamieninés lgstelés (EpKL), kurios lokalizuotos
trijose pagrindinése niSose — pamatiniame epidermio sluoksnyje, plauko
maiselyje ir riebaliniy liauky pamatinéje dalyje (2.1 pav.) (Fuchs, 2008).
Pamatiniame epidermio sluoksnyje esancios kamieninés Iastelés dalijasi
asimetriniu blidu, po kurio suformuojamos dukterinés lgstelés, pasizymincios
skirtingomis savybémis. Viena dukteriné Ilgstel¢ iSlaiko tokj pat auksta
proliferacijos potencialg kaip ir motininé¢ lgstelé. Kita duktering¢ 1gstelé pasizymi
ribotu proliferacijos potencialu ir po keleto pasidalijimy diferencijuojasi (Watt,
2001). Pamatinio sluoksnio kamieninés lastelés pasizymi dideliu proliferaciniu
aktyvumu, taciau normaliomis salygomis dalijasi retai. Pagrindiné jy uzduotis
odoje yra islaikyti tokio dydzio lasteliy populiacija, kurios uztekty sveiko
audinio homeostazés palaikymui (Watt, 2002). Plauko folikulo kamieninés
lastelés atsakingos uz S$ios struktiros formavimg vykstant plauko augimo

ciklams. Kamieninés lastelés jsitvirtinusios atskirtoje mikroaplinkoje, kuri
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iSlaikoma visos plauko morfogenezés metu (Blainpain ir Fuchs, 2006). Anageno
(augimo) fazeje Sios lgstelés pasizymi didziausiu aktyvumu ir savybe migruoti
i§ nisos tam, kad suformuoty folikulo strukttiras. Katageno (nykimo) ir telogeno
(ramybés) fazése plauko folikulo kamieninés lgstelés yra neaktyvios ir tokig
biiseng islaiko iki kito ciklo pradzios (Alonso ir Fuchs, 2006). Plauko folikulo
nisoje esancios kamieninés lastelés pasizymi didesniu diferenciacijos potencialu
nei epidermio pamatiniame sluoksnyje esan¢ios kamieninés lgstelés. Po 0dos
audinio pazeidimo jos gali palikti savo jprasta niSg ir dalyvauti epidermio
atstatymo procese bei riebaliniy liauky formavime (Amoh ir kt., 2009). Nors
plauko folikulo kamieninés lastelés pazeidimy metu dalyvauja riebaliniy liauky
regeneracijoje, taciau normaliomis sglygomis uz §j procesg atsakinga specifinéje
niSoje esanti atskira nediferencijuoty lgsteliy populiacija. PanaSiai kaip ir
epidermio kamieninés lastelés, riebaly liauky pamatinéje dalyje esancios
kamieninés lastelés gali formuoti tik joms biidingus subrendusiy lasteliy tipus,
bet negali palikti savo niSos pazeidimy metu ir dalyvauti kity struktiiriniy vienety
regeneracijoje (Li ir kt., 2013).

Odos audinys yra sudétinga struktiira, atliekanti gyvybiskai svarbias
funkcijas, kurias uZztikrina grieztai kontroliuojamos sgveikos tarp lasteliy,
tarplastelinés medZziagos komponenty ir mikroaplinkoje esanciy jvairiy
molekuliy. Sutrikes audinio vystymasis lemia funkcijy praradima ir gali sukelti
patologijas. Oda yra puikus tyrimy modelis pagrindiniy audiniy atsinaujinimo

principy vertinimui regeneracinéje medicinoje.

2.2.2. Zaizdos gijimo procesas

Zaizdos gijimas yra dinamiskas procesas, kuriame dalyvauja skirtingy
tipy lastelés, tarplastelinés medziagos molekulés ir jvairiis tirplis mediatoriai
(Haihong ir kt., 2006; Li ir kt., 2007). Nors $is procesas yra vieningai vykstanciy
reakcijy visuma, jo apibtidinimui skiriamos trys pagrindinés nenutriikstamos bei
viena kitg palaipsniui kei¢iancios stadijos: uzdegimo, proliferacijos ir

remodeliacijos (Velnar ir kt., 2009).
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REMODELIACIJOS STADIJA

Kolagenas

2.2 pav. Odos pazeidimo gijimo stadijos (Gurtner ir kt., 2008).

Pazeidus audinj, nedelsiant aktyvinamas hemostazés procesas,
formuojama laikina Zaizdos matrica bei suzadinamas uzdegiminis atsakas.
Uzdegimo stadijoje atpazjstami bei pasalinami galimi patogenai ir svetimkiiniai,
skatinama lasteliy migracija | pazeidimo vieta, vyksta jy aktyvinimas ir
proliferacija. Uzdegiminis atsakas svarbus formuojantis naujai tarplgstelinei
medziagai ir reepitelizacijos procesui (Jones ir kt., 2004). Sios stadijos metu
vykstancios reakcijos skirstomos ] ankstyvasias ir vélyvasias. Ankstyvojo
uzdegimo metu aktyvinamas komplementas, pazeidimo vietoje dominuojancios
lastelés yra neutrofilai ir monocitai. Pirmieji patologinj zidinj pasiekia
neutrofilai, jy pagrindinis tikslas pradéti fagocitozg, kurios metu Salinami
mikroorganizmai, svetimkiiniai ir pazeistas audinys. Fagocitinis aktyvumas yra
kritiSkai svarbus sekantiems gijimo procesams, kadangi infekcijos apimtame
audinyje nevyksta regeneracija uZztikrinanCios reakcijos (Hart, 2002).
Vélyvosiose uzdegimo reakcijose keiciasi monocity fenotipas, Sios kraujo
laselés tampa audiniy makrofagais. Makrofagy aktyvumas ir funkcijos priklauso

nuo zaizdos mikroaplinkos. Pirminés $iy lasteliy funkcijos gyjant zaizdoms yra
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fagocitozé, antigeno pateikimas bei uzdegiminiy citokiny ir augimo veiksniy
produkavimas. Vélesnése gijimo stadijose jie stimuliuoja fibroblasty,
keratinocity ir endoteliniy lasteliy proliferacija. Makrofagy jsitvirtinimas
pazeidimo zidinyje yra zenklas, kad uzdegimo stadija pradeda keisti
proliferacijos stadija (Rodero ir Khosrotehrani, 2011).

Proliferacijos stadijos metu intensyviai vyksta epitelizacija,
angiogenez¢ ir granulinio audinio formavimasis. Anksciausiai pradedamas
epitelizacijos procesas, kuris biitinas barjerinés funkcijos atstatymui. Zaizdos
kraStuose esancCio epidermio pamatinés lastelés ilgéja, praranda
hemidesmosomas, kuriomis tvirtinasi prie pamatinés membranos, bei
desmosomas, kuriy pagalba saveikauja tarpusavyje, citoplazmoje susiformuoja
aktino filamentai ir jos pradeda migruoti | pazeidimo vietg. Jei nepazeidZziamos
papildomos epitelio struktiiros, pvz., plauky folikulai ir prakaito liaukos, jose
esancios epitelinés lastelés taip pat dalyvauja re-epitelizacijos procese. Lastelés
migruoja tol, kol visame Zaizdos pavirSiuje susidaro vientisas monosluoksnis.
Migruojancioms lgsteléms reikalingas atraminis pagrindas, kurio vaidmenj gali
atlikti pamatiné membrana, taciau jei ji pazeidziama, tokig funkcijg atlicka
laikina fibrino-fibronektino matrica (Monaco ir Lawrence, 2003). Proliferacijos
stadijoje naujas kraujagysliy tinklas formuojamas angiogenezés proceso metu i$
greta Zaizdos esanciy kraujagysliy. Angiogenezés sekme priklauso nuo lgsteliy
tarpusavio bei lasteliy ir tarplastelinés medziagos sgveiky, mikroaplinkoje
esanCiy tirpiy molekuliy veikimo. Ji pradedama, kai prie zaizdos krastuose
esan¢iy kraujagysliy endoteliniy lgsteliy pavirSiaus receptoriy jungiasi
angiogeniniai veiksniai. Si sgveika aktyvina signalinius kelius endoteliniy
lasteliy viduje. Aktyvintos formos lgstelés iSskiria proteolitinius fermentus,
kurie padeda suardyti motinines kraujagysles supancig pamating membrana,
pradedama migracija | pazeidimo zidinj. Endotelinéms lasteléms j Zaizdos
mikroaplinkag migruoti padeda jy pavirSiuje esancios adhezijos molekulés.
[sitvirtinusios zaizdos pamate, lastelés intensyviai proliferuoja ir suformuoja
smulkias vamzdeliy pavidalo struktiras. Véliau atstatoma pamatinés

membranos struktiira ir pradedamas naujy kraujagysliy brendimas. Procesas
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svarbus visai véliau vykstanciai gijimo eigai, nes naujai besiformuojanciy
audiniy elementus bitina apriipinti maisto medziagomis bei deguonimi
(Braiman-Wiksman ir kt.,, 2007). Baigiamuosiuose proliferacijos stadijos
etapuose formuojamas granulinis audinys. Sj audinj sudaro jvairios lastelés,
naujai susiformavusios kraujagyslés ir laikina tarplasteliné medziaga. Lasteliniy
ir nelgsteliniy komponenty tipai bei kiekiai granuliniame audinyje kinta visg jo
formavimosi laikg. Ankstyvosiose vystymosi stadijose jame dominuoja
uzdegiminés lastelés, véliau didZiausig dalp 1asteliy populiacijos granuliniame
audinyje sudaro fibroblastai, sintetinantys tarplastelinés medziagos
komponentus.  Galutinai  susiformavus granuliniam audiniui, Igsteliy
proliferacijos procesas inhibuojamas, tarplastelinés medziagos komponentus
produkuojanciy lgsteliy kiekis nebedidéja, proliferacijos stadijg palaipsniui
keic¢ia remodeliacijos stadija (Hiakkinen ir kt., 2012).

Remodeliacijos stadija yra galutin¢ ir ilgiausiai trunkanti Zaizdos
gijimo stadija. Priklausomai nuo zaizdos dydzio, §i stadija gali trukti iki mety ar
ilgiau. Pagrindinis remodeliacijos stadijos metu vykstantis procesas yra
tarplgstelinés medziagos komponenty keitimas (MacDougall ir kt., 2006).
Proliferacijos stadijos metu susiformavusio granulinio audinio laikinojoje
tarplastelinéje medziagoje pagrindinis komponentas yra III tipo kolagenas, kuris
remodeliacijos metu kei¢iamas sveikos odos audinio tarplastelinés medziagos
komponentu I tipo kolagenu. Procesas yra grieztai kontroliuojamas, jam
vykstant i§laikoma pusiausvyra tarp naujo kolageno sintezés ir senojo kolageno
lizés, vykdomos veikiant matrikso metaloproteinazéms. Pasibaigus zaizdos
gijimo procesui, naujai susiformavusio audinio tamprumas siekia iki 80%
nepazeisto audinio tamprumo, pasisavina maziau deguonies bei maisto
medziagy, funkciniu atzvilgiu yra pasyvesnis (Li ir kt., 2007).

Kiekvienoje zaizdos gijimo stadijoje vykstancios reakcijos privalo
biti tikslios ir kontroliuojamos. Proceso metu nutriikkusios, nuo normalaus
vystymosi nukrypusios ar uzdelstos reakcijos lemia negyjanciy, chronisky

zaizdy atsiradimg (Guo ir DiPietro, 2010).
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2.2.3. Citokiny vaidmuo Zaizdy gijimo procese

Visose Zaizdos gijimo stadijose svarby vaidmenj atlieka augimo
veiksniai, citokinai ir chemokinai, jungiantys sudétingus signalinius kelius,
kurie tiesiogiai veikia lgstelinius procesus pazeisto audinio atstatymo metu.
Prisijungdamos prie lagsteliy pavirSiaus receptoriy ar tarplastelinés medziagos
baltymy, Sios molekulés gali pasizyméti parakrininiu, autokrininiu arba
endokrininiu veikimu (Barrientos ir kt., 2008).

Placiausiu biologinio veikimo spektru pasizymi transformuojantis
augimo veiksnys beta TGF-p (angl. transforming growth factor-f), pazeidimo
zidinyje iSliekantis visg gijimo laikg ir veikiantis skirtingus jo metu vykstancius
procesus (Penn ir kt., 2012). TGF- B superseimai taip pat priklauso BMP (angl.
bone morphogenetic proteins), augimo ir diferenciacijos veiksniai GDF (angl.
growth and differentiation factors), aktyvinantys baltymai (angl. activin) ir
inhibuojantys baltymai (angl. inhibin). TGF-p Seimos veiksniai prisijungia prie
heteromerinio receptoriy komplekso, aktyvinanéio vidulasteliniy signaly
kaskadas. Tiriant odos paZeidimus, geriausiai charakterizuotos trys
transformuojancio augimo veiksnio izoformos TGF-B1-3, kurios yra panasios
struktiiros, bet atlieka skirtingas funkcijas. Jy receptorius sudarytas 1§ dviejy
atskiry transmembraniniy glikoproteiny TGF-BRI ir TGF-BRII, kurie yra serino-
treonino kinazés. Dauguma lgsteliy tipy sekretuoja neaktyvig TGF-B forma, kuri
negali jungtis prie receptoriy komplekso. Latenting veiksnio formg aktyvina
proteazés, rugstiné aplinka, reaktyvus deguonis (Groppe ir kt., 2008).
Atsinaujinant pazeistam audiniui TGF-f tiesiogiai veikia procese dalyvaujancias
lasteles. Pirmosiomis pazeidimo minutémis veiksnys yra vienas pagrindiniy
chemoatraktanty, skatinan¢iy uzdegiminiy lgsteliy migracijg. Uzdegimo stadijos
metu svarbi TGF-f funkcija yra proteaziy, kurias iSskiria makrofagai, inhibicija.
Veikdamas proteoliting zaizdos aplinka, veiksnys skatina proliferacijos stadijos
progresavima. Sioje stadijoje TGF-p veikia endotelines lasteles, dalyvaujanias
naujy kraujagysliy formavimesi atsinaujinan¢iame granuliaciniame audinyje.

Angiogenezeje jo poveikis priklauso ir nuo kity lgsteliy tipy bei veikianciy
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citokiny. TGF-B taip pat stimuliuoja fibroblasty proliferacija. Sios lastelés
atsakingos uz tarplastelinés medziagos, sudarytos 1§ kolageno ir fibronektino,
atsinaujinimg. Jrodyta, kad TGF-p, veikdamas fibroblastus, didina iy medziagy
produkcija. Epitelizacijos procese Sis veiksnys sgveikauja su keratinocitais,
skatindamas jy migracija. Galutiné TGF-f funkcija audinio reparacijos procese
yra dalyvavimas formuojantis miofibroblastams remodeliacijos stadijoje (Faler
ir kt., 2006).

Gyjant Zaizdoms, proliferacijos stadijoje ypac svarbiis kraujagysliy
endotelio augimo veiksniai VEGF (angl. vascular endothelial growth factors).
Jie funkcionuoja kaip endoteliniy lgsteliy mitogenai, chemotaktiniai ir
kraujagysliy pralaiduma skatinantys veiksniai. ISskiriamos penkios VEGF
izoformos: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ir placentos
augimo veiksnys PLGF (angl. placenta growth factor). Izoformos gali buti
laisvai sekretuojamos arba iSkart prijungiamos prie lasteliy pavirSiuje esancio
heparino molekuliy. Tokiy formy balanso palaikymas lemia sisteminj bei lokaly
VEGF efekta (Bao ir kt., 2009). In vivo ir in vitro studijy metu VEGF-A
identifikuotas kaip pagrindinis angiogenezés reguliatorius normaliame
organizmo vystymesi, todél iSkelta hipotezé, kad Sis veiksnys dalyvauja
formuojantis kraujagysléms ir gyjant Zaizdoms (Lauer ir kt., 2000). Hipotezei
patvirtinti buvo tiriama VEGF-A receptoriy VEGFR-1 ir VEGFR-2 raiska.
Irodyta, kad receptoriai intensyviausiai ekspresuojami pazeidimo vietoje
atsinaujinancio granuliacinio audinio kraujagyslése, o pagrindinés VEGF-A
sekretuojancios lastelés yra makrofagai ir keratinocitai (Werner ir Grose, 2003).
Kadangi angiogenezés procesas yra KkritiSkai svarbus paZeisto audinio
atsinaujinimui, intensyviis unikaliy VEGF Seimos nariy savybiy tyrimai
reikalingi norint sékmingai taikyti Siuos veiksnius chronisky zaizdy terapijai.

Ankstyvosiose odos audinio gijimo stadijose reik§minga vaidmenj
atliecka uzdegiminiai ir prieSuzdegiminiai citokinai. Pusiausvyros palaikymas
tarp Siy grupiy citokiny uztikrina laiku prasidedancias ir pasibaigiancias gijimo
proceso reakcijas, lemia nuosekly ir sékmingg naujo audinio formavimasi

(Behm ir kt., 2012). Uzdegiminiai citokinai pazeidimo Zzidinyje stimuliuoja
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fibroblasty ir keratinocity proliferacija, tarplastelinés medziagos baltymy sinteze
ir suardyma, fibroblasty chemotaksj, reguliuoja imuninio atsako reakcijas.
PazZeidus audinj, i8kart padidéja uzdegiminiy citokiny interleukino (IL) la, IL-
1B, IL-6 ir naviko nekrozés veiksnio alfa TNF-o (angl. tumor necrosis factor
alpha) kiekiai. Baigiantis ankstyvosioms uzdegimo stadijos reakcijoms, Siy
citokiny kiekiai sumaZz¢ja, kadangi jy perteklius lemty uzdelsto gijimo
chroniskas zaizdas (Broughton ir kt., 2006). Pazeisto odos audinio gijimo
tyrimuose ypatingas démesys skiriamas citokinui TNF-0, kadangi jis ne tik
dalyvauja vystantis uzdegimui, taciau vélesnése stadijose sgveikaudamas su
Kitais augimo veiksniais prisideda prie angiogenezés proceso (Giraudo ir kt.,
1998). Kartu su uzdegiminiais citokinais, atsiradus paZeidimui veikia ir
prieSuzdegiminiai citokinai. ISsamiis tyrimai atlickami vertinant IL-10 jtaka
odos audinio atsinaujinimui. Sis citokinas atlieka pagrindinj vaidmenj apribojant
ir uzbaigiant uzdegimines reakcijas, taip pat reguliuoja jvairiy imuniniy lasteliy,
keratinocity bei endoteliniy lateliy augimo ir/arba diferenciacijos procesus
(Barrientos ir kt., 2008).

Visas zaizdos gijimo stadijose vykstancias reakcijas tiesiogiai arba
netiesiogiai veikia tirptis mediatoriai, todé¢l §iy molekuliy saveikos tyrimai biitini

modeliuojant pazeidimus tiek in vitro, tiek in vivo.

2.2.4. Odos pazeidimy modeliai

ISoriniy veiksniy jtakos odos zaizdy gijimui tyrimuose naudojami
jvairlis eksperimentiniai modeliai, kurie gali biiti formuojami in vitro ir in vivo
saglygomis. Eksperimentinio modelio pasirinkimas priklauso nuo tyr¢jo tiksly ir
galimybiy (Gal ir kt., 2008).

In vitro sistemy kiirimas yra nesudétingas, rezultatai gaunami greiiau,
jos yra pigesnés ir nesukelia, arba sukelia minimalias, etines problemas. Zaizdy
gijimas in vivo yra daugybés persidengianciy reakcijy visuma, kurias tirti vienu
metu yra sudétinga, todél in vitro salygomis modeliuojami atskiri gijimo etapai

suteikia pirminiy ziniy, reikalingy vélesniems tyrimams. Lasteliy migracija ir
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proliferacija yra pagrindiniai procesai, uztikrinantys pazeisto audinio
regeneracija. Abu procesai priklauso nuo specifinés mikroaplinkos, kurioje
lokalizuotos Igstelés. In vitro sglygomis galima modeliuoti proliferacijos bei
migracijos procesus ir gauti kiekybiniy palyginamyjy duomeny, reikalingy
sudétingiems in vivo modeliams kurti. In vivo modeliy naudojimas reikalingas,
nes juos taikant galima tirti zaizdas, panasias j sutinkamas klinikinéje praktikoje.
Rezultatus, gautus atliekant tyrimus su gyviinais, jmanoma taikyti Zmogaus
zaizdy gydymui (Gottrup ir kt., 2000).

Gyviny modeliy panaudojimas yra svarbus norint suprasti
pagrindinius audiniy reparacijos principus. Nors visy zinduoliy pagrindiniai
audiniy atsinaujinimo metu vykstantys procesai yra panasis, visiSko atitikimo
tarp jvairiy gyviiny rasiy néra. Zmogaus Zaizdy gijimas yra unikalus procesas,
priklausantis nuo fiziologijos, amziaus, aplinkos, tafiau klinikiniai
eksperimentai yra grieztai ribojami medicininés etikos reikalavimy.
Modeliuojant Zaizdas in vivo, galima tirti atskirus zaizdos gijimo etapus,
priklausomai nuo tyréjo tiksly (Seveljevié-Jaran, 2003).

Atliekant eksperimentus taikomi Giminés Zaizdos ir 1étinés (sutrikusio
gijimo) zaizdos modeliai. Modeliuoti Iétines zaizdas yra sudétinga, tokiy zaizdy
gijimas susijes su nepakankama audiniy kraujotaka, apriipinimu maisto
medZiagomis, létiniais fiziologiniais sutrikimais. Kuriant létiniy Zaizdy
modelius in vivo, eksperimentiniams gyviinams medikamentais sukeliami
sisteminiai metaboliniai sutrikimai (Davidson, 1998). Realiy situacijy atitikima
pasiekti yra lengviau modeliuojant @imines Zaizdas. Siy Zaizdy gijimo jvykiy
eiga labiau sutampa su analogi$kais zmogaus audiniy gijimo etapais. Uminiy
zaizdy modeliai atitinka autentiSkas chirurgines procediiras ir trauminius
pazeidimus. Priklausomai nuo tyrimo tiksly, kuriami skirtingi tokiy zaizdy
modeliai:

e  Pjautiné zaizda: pirminis ir antrinis gijimas.
e  Uzdaros ertmés zaizda.

e  Nudegimo zaizda: terminis, cheminis ir radiacinis pazeidimai.
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e Eksciziné zaizda: pavirSinis nubrozdinimas, seroziniy pisliy
sukélimas, dalies ir visy odos sluoksniy pazeidimai.

Pjautin¢ Zaizda, sukelta ipjaunant oda ar kitg audin; skalpeliu,
pasiZymi greitu gijimu. Pirminio gijimo pjautinés Zaizdos sugyja grei¢iau ir su
ne tokiu ryskiu randu nei antrinio gijimo pjautinés Zaizdos. Sis modelis tinkamas
biomechaninéms atsinaujinan¢iy audiniy savybéms tirti, bet netinka
biocheminiams, epitelizacijos ir histologiniams zaizdos gijimo tyrimams dél
riboto tiirio (Gottrup, 2001).

Uzdaros ertmés zaizdos modelyje jungiamojo audinio formavimasis
atskiriamas nuo kity reparacijos procesy, pvz., epitelizacijos ar kontrakcijos,
implantuojant poodinius svetimkinius. Priklausomai nuo medziagos, i§ kurios
pagamintas implantas (viskozings, celiuliozinés ar polivinilinés kempinés,
neriidijancio plieno, nailoniniai ar tefloniniai tinkleliai ir pan.), aplink ji susidaro
jvairaus storio jungiamojo audinio randéjanti kapsulé. Zaizdos sritis yra
apibréZto tiirio, implantuotag medziaga nesudétinga pasalinti kartu su aplink jg
susiformavusiu jungiamuoju audiniu tolimesniems tyrimams. Modelis tinkamas
biocheminiams gijimo tyrimams, t. y., galima vertinti kolageno, DNR, jvairiy
biocheminiy medziagy kiekiy pokycius Zaizdai gyjant. Implanto ertmé gali buti
panaudota tirti injekuojamy medziagy (pvz., citokiny, augimo veiksniy, lgsteliy
populiacijy) poveikiui. Modelio triikumas — neigiama implanty jtaka rando
formavimuisi, nevyksta epitelizacijos procesas, galimybé tirti tik pirmasias
reparacijos proceso savaites (Davidson, 2001).

Terminis, cheminis ir radiacinis nudegimas skiriasi gijimo metu
vykstanc¢iomis reakcijomis, kurios lemia lasteliy ir audiniy gyvybinguma.
Lyginant su mechaninio pobiidzio zaizdy modeliais, nudegimo Zaizdos pasizymi
savo sukelto atsako i$skirtinumu. Nudegimo zonoje formuojasi atvira audiniy
nekrozé su negyvybingomis lgstelémis, denatiiruotais baltymais, jungiamuoju
audiniu. Aplink jg formuojasi zona, kurioje plazmos denatiiracija ir Igsteliniy
baltymy fragmentai sukelia audiniy paburkimg, nepakankamg audiniy
apripinimg mitybos medZziagomis. Priklausomai nuo gydymo budo ir

iSsivysciusios infekcijos, §i zona gali progresuoti arba regresuoti. Nudegimo
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zaizdy modeliai kuriami naudojant jvairias priemones — auksStos temperatiiros
vandenj, etanolj, jkaitintus metalus, chemines medziagas. Kuriant tokius
palankias salygas vystytis infekcijai, sunku kontroliuoti tokios Zaizdos gylj ir
apibrézti tikslias ribas (Seveljevié-Jaran, 2003).

Ekscizinés Zaizdos modeliuojamos pasSalinant apibrézto dydzio
audinio dalj. PavirSinis nubrozdinimas yra paprasc¢iausias odos pazeidimas, jam
biidingas Stratum corneum ir Stratum granulosum sluoksniy suardymas,
atidengiamas pamatinis keratinocity sluoksnis, pamatiné membrana lieka
sveika, neprarandama kraujo, laikinai sutrikdomas odos skysciy balansas. Tai
Svelnus pazeidimas, aktyvinantis epidermio atsinaujinimo procesus, naudojamas
tiriant epiderminiy lgsteliy fenotipg. Sukeliant serozines piusles paZeidZiama
pamatiné membrana, epidermis atskiriamas nuo dermos. Siam modeliui
sudétinga naudoti grauzikus dél plonos jy odos, paZeistas audinys sunkiai
apriipinamas maisto medziagomis, vystosi audiniy nekrozeé. Pislés tinkamos
tiriant epiteliniy lasteliy transplantacijos tyrimams. Dalies odos sluoksniy
pazeidimams biidinga tai, kad dalis dermos, daZniausiai retikulinés, ir didzioji
dalis epiderminiy priedy (riebalinés ir prakaito liaukos, plauky folikulai) licka
nepazeisti. Todél reepitelizacijos procesas yra greitas ir vyksta ne tik nuo Zaizdos
krasty, bet ir visame pazeidimo plote i$ likusiy odos priedy. Modelis palankus
tiriant epitelizacijos procesa, taciau yra ribotas dél eksperimentiniy gyviny
pasirinkimo, nes pvz., grauzikai néra labai tinkami dél per daug plaukuotos odos.
Visy odos sluoksniy pazeidimo modelyje pasalinama oda iki fascijos arba
poodzio, apimant ir odos raumenj Panniculus carnosus, tvirtai suaugusj su
pamatinémis odos struktiromis. Zaizdos gylis ir plotas priklauso nuo
eksperimentinio gyviino. Pazeidus visus odos sluoksnius btidingas kraujavimas
ir skys¢iy netekimas lemia didesne infekcijos tikimybe. Sis modelis dél
pakankamo zaizdos tiirio ypac¢ tinkamas cheminiams, histologiniams bei lasteliy
populiacijy, esan¢iy gijimo srityje, tyrimams. Gijimo greitis nustatomas
vertinant granuliacinio audinio atsinaujinimg, reepitelizacijos laipsnj,

jungiamojo audinio histologinius rodiklius, naujy kraujagysliy formavimasi,
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kolageno bei proteoglikany biocheminius rodiklius pazeidimo srityje. Gyjant
ekscizinei zaizdai eksperimentiniuose gyviinuose, granuliacinio audinio
atsinaujinimas vyksta sparciau, taiau §is etapas artimiausias Zmogaus odos
audinio randéjimo procesui (Galiano, 2004).

Tinkamas odos pazeidimo modelio pasirinkimas suteikia reikiamy
zinly apie 1Soriniy veiksniy jtaka atskiruose Zaizdos gijimo etapuose
vykstan¢ioms reakcijoms bei gali padéti kuriant sékmingas chronisky zaizdy

terapijos strategijas.

2.3. ODOS AUDINIO REGENERACIJA

Audiniy inZinerijos principy taikymas yra Svarbus etapas
regeneracin¢je medicinoje tiriant prarasty, pazeisty ar nusidévéjusiy audiniy
atsistatyma (Gurtner ir kt., 2007). Siame etape pagrindiniai elementai yra
lastelés, biomedziagos ir signalinés molekulés, kuriy tarpusavio saveiky tyrimai
yra bitini kuriant funkcionalias struktiiras. Audiniy inZinerijoje naudojamos
medZiagos privalo atitikti keletg kriterijy: atkurti barjerine funkcijg, pasiZymeéti
adhezinémis savybémis, tinkamomis fizinémis bei mechaninémis ypatybémis,
kontroliuojamu degradacijos procesu, biiti sterilios, netoksiskos, neantigeniskos,
sukelti minimalias uzdegimines reakcijas. Svarbu ir tai, kad jomis biity paprasta
manipuliuoti, lokalizuoti pazeidimo vietoje, integracija patologiniame zidinyje
sukelty minimaly skausma, stabdyty randé¢jimo procesg bei skatinty angiogeneze
(Metcalfe ir Ferguson, 2007). Lenteléje 2.1 pateikiami Siuo metu komerciskai

prieinami ir skirtingiems tikslams naudojami odos pakaitalai.

2.1 lentelé. Dirbtiniai odos pakaitalai (Greaves ir kt., 2013).

Produktas ApraSymas Panaudojimo tikslas
Epiderminiai pakaitalai
BioSeed-S™ Autologiniai  keratinocitai  fibrino | Dalies odos storio nudegimai,
matricoje trofinés opos
Epicel® Autologiniai keratinocitai Visy arba dalies odos sluoksniy

nudegimai, trofinés  opos,
diabetinés opos

Cryoskin™ Uzsaldyti alogeniniai keratinocitai su | Nudegimai, trofinés opos
silikonine atramine medziaga
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Myskin™ Kultivuoti autologiniai keratinocitai | Dalies odos sluoksniy

su silikonine atramine medziaga nudegimai, trofinés  opos,
létinés zaizdos

Epidex™ Kultivuoti  autologiniai plauko | Dalies odos sluoksniy
folikulo keratinocitai su silikonine | nudegimai, trofinés  opos,
atramine medziaga létinés zaizdos

CellSpray™ Nekultivuoty autologiniy keratinocity | Dalies odos storio nudegimai
suspensija

Celaderm Alogeniniai keratinocitai Trofinés opos

Suprathel Belastelinis laktido, trietilenarbonato | Visy arba dalies odos sluoksniy

ir kaprolaktono ko-polimeras

nudegimai

Derminiai pakaitalai

Dermagraft™ UZzSaldyti alogeniniai fibroblastai | Visy odos sluoksniy
absorbuojamoje dermos matricoje pazeidimai, pooperaciné
prieziiira
Integra® Belasteliné atraminé medziaga i§ | Dalies ir visy odos sluoksniy
kolageno ir chondroitino sulfato pazeidimai, trofinés opos
Alloderm™ Belasteliné alogeniné derma Rekostrukciné chirurgija,
nudegimai, létinés zaizdos
Oasis™ Belasteliné kolageniné matrica Ivairios kilmés opos

Matriderm™

Belasteliné matrica i§ elastino ir
kolageno (I, IIT ir V tipy)

Dalies ir visy odos sluoksniy
pazeidimai, létinés zaizdos

Strattice™

Kiaulés derma, i§ kurios paSalintos

Rekonstrukciné chirurgija

lastelés

TransCyte™ Polimeriné membrana, turinti | Laikina dalies arba visy odos
alogeniniy fibroblasty sluoksniy pazeidimy priezitira

EZ-Derm™ Belasteliné ksenogeniné kolageno | Laikina  nudegimo  Zzaizdy
matrica priezitira

Biobrane™ Kiaulés kolagenas, chemiskai | Laikina dalies arba visy odos
pritvirtintas prie silikoninés | sluoksniy pazeidimy priezitira
membranos

Repliform™ Alogeniné derma, i§ kurios pasalintos | Rekonstrukciné chirurgija
lastelés

MatriStem® Matrica, suformuota i§ kiaulés | Dalies ir visy odos sluoksniy
Slapimo pislés audinio tarplgstelinés | paZzeidimai, trofinés opos
medZiagos

Primatrix™ Jau¢io dermos kolageno matrica be | Opos, hudegimai
lasteliy

Cymetra™ Alloderm™ injekuojama forma Opos, plastiné chirurgija

Dvisluoksniai pakaitalai

OrCel®

Dvisluoksné kolageniné kemping,
turinti  alogeniniy fibroblasty ir
keratinocity

Trofinés ir diabetinés opos

Apligraf®

Kolageno gelis, turintis alogeniniy
fibroblasty ir keratinocity

Trofinés opos, 1étinés zaizdos

TissueTech™

Kultivuoti autologiniai keratinocitai ir

Létinés zaizdos

autologiné derma su hialurono
rugstimi

Theraskin Alotransplantas su donoro | Diabetinés Zaizdos, trofinés
fibroblastais ir keratinocitais 0pos

StrataGraft® Alogeniné derma su i§ keratinocity | Kompleksiniai odos defektai

suformuotu
epidermiu

daugiasluoksniu
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2.3.1. Medziagos, naudojamos odos audinio inZinerijoje

Lasteliy funkcijos organizme priklauso nuo tarplagstelinés medziagos
struktiiriniy ypatybiy, todél biomedziagy pasirinkimas transplantacijai lemia, ar
pazeisto audinio regeneracija bus sekminga. Priklausomai nuo audinio ypatybiy,
pasirenkamos atraminés medziagos pagal kilme gali biiti natiiralios arba
sintetinés (Polak ir Bishop, 2006).

Keletas sintetiniy biodegraduojan¢iy polimery naudojami kuriant
atramines medziagas pazeisto audinio atstatymui (Chen ir kt., 2002). Teigiamy
rezultaty gauta tiriant poliesteriy Seimos narius poli-l-lakting rugstj PLLA (angl.
poly-I-lactic acid), poliglikoling riigsti PGL (angl. polyglycolic acid) ir poli-dl-
lakting-ko-glikoline riigiti PLGA (angl. poly-dl-lactic-co-glycolic acid). Siy
medZiagy pranaSumas yra pagal tikslus pritaikomos struktiirinés ypatybés bei
kontroliuojama degradacija. Taciau didelé kliiitis, su kuria susiduriama norint
sékmingai manipuliuoti Siomis medziagomis, Yyra mazas jy biologinis
suderinamumas, dél kurio atsiranda didelé atmetimo reakcijy rizika. Taip pat
prieStaringai vertinamas PLLA ir PGA degradacijos procesas, vykstantis
hidrolizés keliu, po kurio iSskiriamas anglies dioksidas, maZinantis
mikroaplinkos pH ir galintis sukelti lasteliy bei audiniy nekroze (O‘Brien, 2011).
Polianhidridai intensyviai tiriami dél jy biosuderinamumo bei paprastai
kontroliuojamos biodegradacijos, kurios produktai yra netoksiski. Siy polimery
poodiniai implantai gyviiny modeliuose sukelia minimalias uzdegimo reakcijas
bei leidzia formuotis kraujagysliy tinklui naujame audinyje. Taciau Sios klasés
polimerai nepasiZymi geromis mechaninémis savybémis, tode¢l jy vieny
taikymas odos audinio inzinerijoje kol kas yra ribotas (Gunatillake ir Adhikari,
2003).  Kiti  biodegraduojantys  sintetiniai  polimerai, tokie kaip
polikaprolaktonai, polikarbonatai ir polifumaratai, dél savo mechaniniy savybiy
ir ilgos biodegradacijos trukmés dazniau naudojami kaulinio audinio
inZinerijoje. Odos audiniui regeneruoti Sie polimerai pasirenkami re€iau ir yra
naudojami deriniuose su natiiraliais polimerais (Chen ir kt., 2009). Visy

sintetiniy polimery panaudojimo galimybes 0do0s audinio inZinerijoje stipriai
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riboja tai, kad Sios medziagos neturi specifiniy struktiriniy seky, kurias
atpazinty lasteliy pavirSiuje esantys receptoriai, todél tokiose atraminése
medZiagose sunkiai vyksta Igsteliy adhezija, proliferacija bei migracija. Dél Sios
priezasties, odos audinio inzinerijoje daznesnis pasirinkimas yra natiiralios
kilmés polimerinés medZiagos.

Nattralios kilmés polimerai iSskiriami 1§ audiniy tarplastelinés
medziagos, kuri organizme palaiko struktiirinj vientisumg ir suteikia pagrinda
lasteléms atlikti savo funkcijas. Pagrindiniai odos tarplastelinés medziagos
komponentai yra struktiiriniai baltymai, proteoglikanai ir Kkitos tirpios
molekulés, formuojantys unikalios struktiiros tinklg ir uZtikrinantys specifines
lasteliy funkcijas audinyje (Aszodi ir kt., 2006).

Kolagenas, kaip pagrindinis tarplastelinés medziagos komponentas,
yra dazniausiai pritaikomas natiiralios kilmés polimeras. Sio baltymo privalumai
yra puikus biosuderinamumas, tinkama pory struktira bei mazas
imunogeniSkumas. Organizme kolagenas saveikauja su jungiamyjy audiniy
lastelémis ir tarpininkauja perduodant signalus, biitinus Igsteliy tvirtinimuisi,
migracijai, proliferacijai, diferenciacijai bei isgyvenimui (Chunlin ir kt., 2004).
Identifikuota daugiau kaip dvideSimt kolageno tipy, taciau pagrindinis
naudojamas | tipo kolagenas (Shoulders ir Raines, 2009). Sio baltymo molekulg
sudaro trys o grandings, tarpusavyje formuojancios tvirtg trigubg spiraling
struktiirg. Kiekviena o grandin¢ sudaryta i§ daugiau kaip tukstancio
aminortgsciy, kurios i$sidés¢iusios -Gly-X-Y- sekomis. Glicinas (Gly), esantis
kas tre€ioje aminoriigSties pozicijoje, biitinas tvirtam grandiniy susipakavimui |
pagrindinj struktiirinj kolageno vieneta tropokolageng. Aminortigstys X ir Y
pozicijose gali buti bet kokios, taCiau dazniausiai tai yra prolinas ir 4-
hidroksiprolinas (Parenteau-Bareil irk t., 2010). Kolageno pagrindu kuriamoms
biomedziagoms audiniy inZinerijoje naudojamos dvi pagrindinés technikos.
Pirmoji, kuomet i§ kolageno matricos paSalinamos Igstelés, iSlaikant prading
audinio forma ir tarplastelinés medziagos struktiirg. Audinio Igsteliy paSalinimui

naudojami metodai gali biiti fizikiniai, cheminiai ir fermentiniai. Fizikiniai
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metodai paremti staigiu audinio atSaldymu, kuris suardo lgsteles formuojantis
ledo kristalams, arba aukstu slégiu, supléSanciu lasteles (Lin ir Liu, 2006).
Cheminiuose metoduose naudojami specifiniai reagentai, i§ tarplastelines
medziagos pasSalinantys lgstelinius elementus. Tai gali biiti riigstinés arba
Sarminés medZiagos, chelantai (pvz., etilendiamintetraacto riigstis), joniniai ir
nejoniniai detergentai, didelio osmosinio slégio tirpalai. Fermentiniais metodais,
pvz., naudojant tripsing, specifiSkai suardomi lasteliy baltymai arba nukleazémis
pasalinamos lasteliy nukleoriigstys. Siy metody trikumas ruosiant kolagenines
biomedziagas yra tai, kad negaunama visiskai Svari, suardyty lagsteliy likuciy
neturinti, tarplasteliné medziaga, todél turi biiti naudojamos papildomos
biomedziagos gryninimo technikos (Song ir kt.,, 2006). Antroji technika,
naudojama audiniy inZinerijoje kolageninéms medZiagoms paruosti, yra
tiesiogine kolageno ekstrakcija 1§ audinio, gryninimas ir polimerizacija,
formuojant funkcionuojancig atraming¢ medziagg. Kolageno ekstrakcija ir
gryninimas 1§ gyvininés ar augalinés kilmés audinio atlieckami naudojant
fermentus arba organines rtgstis, véliau baltymas precipituojamas druskomis ir
liofilizuojamas. Taip paruosStas kolagenas véliau gali biiti polimerizuojamas,
kontroliuojant galutinio produkto mechaninj atsparuma, degradacijos greitj,
citotoksiskuma bei fizing forma (Cen ir kt., 2008).

Sudétingesnés struktiiros natiiralios kilmés biomedZiagos odos audinio
inzinerijai formuojamos pamatinés membranos komponenty pagrindu.
Organizme pamatiné membrana yra daugiakomponent¢ struktiira, skirianti
epidermio ir dermos sluoksnius bei uztikrinanti odos audinio vientisumg ir jame
esanCiy lgsteliy funkcijas. Pagrindiniai komponentai pamatinéje membranoje
yra baltymai (lamininas, IV tipo kolagenas ir entaktinas) bei angliavandenis
perlekanas. Audiniy inZinerijoje kiekvienas komponentas, kaip atskiras vienetas,
turi savy privalumy ir gali biiti panaudojamas skirtingiems tikslams (Segal ir kt.,
2008). Lamininai yra trimerai, sudaryti i§ a-, -, ir y-grandiniy, kurios formuoja
skirtingy tipy izomerus. Be pagrindinés strukttiros formavimo ir palaikymo
funkcijos, lamininai taip pat veikia kai kurias lgsteliy funkcijas, svarbiausios i$

ju yra adhezija, proliferacija ir migracija. Dél Siy ypatumy, lamininai puikus
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pasirinkimas modifikuojant tokiy savybiy neturinias biomedziagas. Tokius
pavirSius padengus Siomis baltyminémis medziagomis, skatinama lasteliy
adhezija, migracija ir reikiama diferenciacija, todél implantai teigiamai veikia
audinio gijimo reakcijas (Colognato ir Yurchenko, 2000). Kartu su lamininais,
odos pamatinés membranos struktiirg palaiko IV tipo kolagenas. ISskirtiné Sio
baltymo savybé yra ta, kad jo struktiirai nebiidinga Gly aminoriigstis kas tre¢ioje
grandinés pozicijoje. Todél IV tipo kolagenas neformuoja tvirtos spiralinés
struktiiros ir yra lankstesnis nei I tipo kolagenas. Unikali IV tipo kolageno
struktiira formuoja tinkla, reikalingg kity pamatinés membranos komponenty
jsitvirtinimui ir turi didelg jtaka jy biologinéms funkcijoms. Lastelés §j baltyma
atpazjsta pavirSiaus receptoriais, priklausanciais integriny Seimai. D¢l teigiamy
sgveiky tiek su lgstelémis, tiek su kitomis biomedZiagomis, IV tipo kolagenas
yra tinkamas pasirinkimas pazeisto audinio regeneracijos skatinimui (Miranda
Coelho ir kt., 2010). Pamatinés membranos komponenty pagrindu suformuotos
biomedziagos dazniau naudojamos in vitro tyrimuose, siekiant pagerinti lasteliy
adhezines savybes, skatinant proliferacijg ir migracija, taciau negincijamai
svarbi Sios struktiiros funkcija in vivo lemia intensyvius tyrimus, kurie reikalingi
lasteliy integracijai biomedZiagose pries transplantacija.

Naudojant skirtingus apdorojimo metodus, gali biiti gaunamos jvairios
biomedZiagy, tinkamy odos audinio inZinerijai, fizinés formos. Po skirtingy
modifikacijy, polimerams gali buti suteikiama porétos kempinés,
plonasluoksnés pléveles, skaiduling, tinkliné, gelin¢ formos. Tinkamas
biomedZziagos biivio pasirinkimas lemia, ar po transplantacijos sékmingai vyks
pazeisto audinio regeneracija (Vacanti, 2006). Pastargji deSimtmet] ypac didelis
démesys skiriamas hidrogelinei atraminiy medziagy formai. Hidrogelis
formuojasi polimero grandinéms jungiantis j tridimensinius tinklus, kurie sudaro
netirpias hidrofilines struktiiras. Tokio pavidalo polimerai dé¢l susisiekianciy
pory sugeba absorbuoti didelius kiekius vandens bei biologiniy skys¢iy, taciau
brinkimo metu nepazeidziama jy struktiira, todél hidrogeliai yra artimi
organizmo jungiamyjy audiniy tarplastelinei medziagai. Didelis skys¢iy kiekis

hidrogeliuose ne tik suteikia drégmés mikroaplinkai, kuri yra svarbi tiek
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fiziologiniuose, tiek patologiniuose procesuose (pvz., gyjant zaizdoms), bet ir
kontroliuoja mitybiniy medziagy pernasg bei metabolity pasalinimg (Geckil ir
kt., 2010). Dél savo fizinés formos, Sios medziagos gali buti jSvirk$¢iamos |
organizmg, todé¢l jy transplantacija atlickama minimaliai invaziniu keliu.
Hidrogeliai pasizymi puikiomis biosuderinamumo savybémis, kontroliuojama
biodegradacija, kurios produktai néra toksiSki ir paSalinami natdraliais
metaboliniais keliais. Tokios formos biomedziagoms formuoti yra tinkami
daugelis natiiralios kilmés komponenty, tarp jy kolagenas ir pamatinés
membranos struktiiriniai vienetai (Tan ir Marra, 2010).

Odos audinio inzZinerijos tikslas yra atkurti funkcionuojancia oda,
turin€ig visas natyviam audiniui reikalingas pagalbines struktiiras, atskirus
diferencijuotus sluoksnius bei integruota kraujagysliy bei nervy tinkla. Iki Siol
dauguma ne tik eksperimentiniuose darbuose, bet ir klinikin¢je praktikoje
naudojamy biomedZziagy atlieka pirminio barjero, apsaugancio nuo infekcijy bei
dehidratacijos, funkcija, taciau neskatina regeneracijos, tod¢l gijimas baigiasi
randinio audinio susiformavimu. Sprendziant $ig problema, j biomedziagy
tyrimus jjungiamos ir Igstelés, kurios galéty uztikrinti s€ékmingg funkcionalaus

audinio formavimasi po pazeidimo.

2.3.2. Odos audinio regeneracijoje naudojamos lastelés

Vystant audiniy inzinerijos strategijas regeneracijos skatinimui,
svarbus etapas yra lgsteliy Saltinio identifikavimas. Pasirinktas lasteliy tipas
privalo pasizymeéti tokiais funkcionavimo mechanizmais, kurie uZtikrinty
visiS$kg pazeisto audinio regeneracija. Odos audinio inzinerijoje, priklausomai
nuo tikslo, gali biiti naudojamos pirminés diferencijuotos lgstelés (keratinocitai,
fibroblastai, melanocitai ir kt.), mazo diferenciacijos laipsnio Igstelés pirmtakés
ir kamieninés lgstelés (Bi ir Jin, 2013).

Pirmosios lgstelés, panaudotos odos audinio paZeidimams gydyti,
buvo keratinocitai. Sios Igstelés fiziologinémis salygomis formuoja virsutinj

odos sluoksnj, kurio pagrindiné funkcija yra apsauginio barjero tarp organizmo
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ir iSorinés aplinkos palaikymas. Parinkus tinkamas salygas in vitro, keratinocitai
formuoja keleto lgsteliy storio sluoksnius, kurie transplantuojami in vivo ir
formuoja pavirSin] odos sluoksnj, apsaugant] nuo neigiamo iSorin¢s aplinkos
poveikio (MacNeil, 2008). Keratinocity panaudojimas esant visy odos sluoksniy
pazeidimams yra ribotas, nes Sios lastelés neformuoja dermos struktiiriniy
vienety bei neuZztikrina jungiamojo sluoksnio tarp dermos ir epidermio
atsinaujinimo. Siam tikslui naudojami fibroblastai. Tai mezenchiminés kilmés
lastelés, kurios taip pat kaip ir keratinocitai gali baiti kultivaojami in vitro. Jy
funkcijos in vivo yra jvairiy augimo veiksniy ir citokiny sekrecija, reikalinga
tarplastelinés medZiagos formavimuisi, epidermio lagsteliy proliferacijai bei
diferenciacijai (Wong ir kt., 2007). Kuriant dirbtinj audinj Keratinocitai ir
fibroblastai kultivuojami ne kaip atskiri sluoksniai, skirti transplantacijai, bet
tokiems tyrimams derinami abu lgsteliy tipai. Diferencijuoty lasteliy
panaudojimas paZzeisto audinio atstatymui susiduria su keletu problemy. Dél
riboty keratinocity ir fibroblasty proliferaciniy savybiy, transplanty paruoSimas
trunka kelias savaites, todél jy panaudojimas Umiems visy odos sluoksniy
pazeidimams gydyti daznai netinkamas. Taip pat dazna problema yra in vitro
salygomis suformuoty transplanty mechaninis nestabilumas, dél kurio
neuztikrinamas tinkamas lasteliy lokalizavimas, integracija ir funkcijos
pazeidimo zidinyje. Norint iSvengti imuninio atmetimo reakcijy rizikos,
tinkamiausia transplantacija yra autologiné. Taciau esant didelio pavirSiaus
ploto pazeidimams, paties paciento audiniy donoriniy lgsteliy gavimui
nepakanka. Naudojant diferencijuotas lasteles atkuriama tik maza dalis sveiko
audinio pirminiy funkcijy, nes naujame audinyje nesiformuoja papildomos odos
struktiros, tokios kaip plauko folikulai, riebaly bei prakaito liaukos
(Sriwiriyanont ir kt., 2012). Ieskant problemy sprendimo biidy, intensyvis
tyrimai atlickami su kamieninémis lgstelémis. D¢l didelio proliferacinio
aktyvumo, nenutriikstamo atsinaujinimo bei plastiSkumo, Sios lastelés galéty
buti naudojamos atkuriant ne tik struktiirines, bet ir funkcines pazeisto odos

audinio savybes (Hodgkinson ir kt., 2009).
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Zinomos suaugusio organizmo kamieniniy lasteliy savybés formuoti
ne tik to audinio, kuriame yra, bet ir kity tipy audiniy lgsteles, suteikia joms
pranaSuma renkantis lgsteliy Saltinj audiniy regeneracijai in vivo (Muscari ir kt.,
2013). Kauly ¢iulpai yra ypa¢ patrauklus lgsteliy Saltinis audiniy inzinerijos
metodams vystyti, kadangi tai vienintelis organas, kuriame aptinkamos ne tik
dviejy tipy kamieninés lastelés, bet ir lastelés pirmtakés, pasizymincios
panaSiomis proliferacinémis savybémis bei dalyvaujancios pazZeisto audinio
gijimo metu vykstanciose reakcijose (Blanco ir Robey, 2001).

Taikant chimeriniy peliy modelius, parodyta endogeniniy kauly
Ciulpy lasteliy jtaka pazeisto odos audinio regeneracijai. Fathke su grupe nustate,
kad gyjancio odos audinio dermoje reikSmingas kiekis fibroblastiniy lasteliy yra
Kilusios i§ kauly ¢iulpuose esanéiy hemopoetiniy lasteliy pirmtakiy. Sie autoriai
taip pat nustaté, kad kauly c¢iulpy ELP aptinkamos ankstyvosiose gijimo
stadijose, taciau pasibaigus reepitelizacijos procesui bei vykstant remodeliacijos
stadijai, atsinaujinan¢iame audinyje jy nebelieka. Atvirksciai nei ELP, kauly
Ciulpy hemopoetinés ir mezenchiminés lasteliy populiacijos pasizyméjo
ilgalaikiu islikimu gyjancioje dermoje bei savybe produkuoti I ir III tipy
kolageno molekules, svarbias naujos tarplgstelinés medziagos struktiiros
atsinaujinimui (Fathke ir kt., 2004). Kiti autoriai nustaté endogeniniy kauly
¢iulpy lasteliy vaidmenj odos audinio regeneracijoje, priklausantj nuo pazeidimo
tipo. Panasiai kaip ir ankstesniuose tyrimuose, Rae su grupe iminése zaizdose
nustate kauly Ciulpy lasteliy diferenciacijg 1 uzdegimines lgsteles ankstyvosiose
gijimo stadijose ir j fibroblastus vélyvosiose, bet neaptiko endoteliniy pirmtaky
ilgalaikio steb¢jimo metu. Taciau sutrikusio gijimo Zaizdose Sie autoriai, be
diferenciacijos ] uzdegimines bei fibroblastines lgsteles, ilgalaikiuose
stebéjimuose nustaté kauly ciulpy kilmés endoteliniy Iasteliy atsiradima
gyjanc¢iame audinyje vystantis remodeliacijos stadijai (Rea ir kt., 2009).

Egzogeniniy kauly ¢iulpy populiacijy panaudojimo odos regeneracijai
tyrimuose iki §iol gaunama prieStaringy rezultaty. Lasteliy terapijos vystyme
svarby vaidmen;j atlicka MKL. Sios lastelés gali migruoti j pazeidimo Zidinj,

stimuliuoti skirtingy gijime dalyvaujanciy lasteliy pirmtakiy proliferacijg ir
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diferenciacija, iSskirti augimo veiksnius, dalyvauti gyjan¢io audinio
remodeliacijoje, veikti imuninio atsako reakcijas (McArdle ir kt., 2013). Keletas
tyrimy, kuriuose MKL buvo transplantuojamos skirtingais metodais, parode
spartesn] pazeisto odos audinio atsistatyma tminiuose bei sutrikusio gijimo
zaizdy modeliuose in vivo. Wu su grupe atliko tyrimus, kuriuose, panaudoj¢ visy
odos sluoksniy pazeidimo model; sveikose ir diabetu serganciose pelése,
palygino kauly ¢iulpy MKL ir dermos fibroblasty jtakg audinio regeneracijai.
Siy autoriai nustaté, kad kamieninés lastelés reik$mingai skatina tiek @miniy,
tiek 1étiniy Zaizdy ploto sumazéjimg lyginant su diferencijuotomis lgstelémis.
Tyrimas parodé, kad transplantuotos MKL jgyja epiteliniy lasteliy fenotipa bei
tiesioginés diferenciacijos biidu dalyvauja plauko folikulo, prakaito ir riebaly
liauky struktiiry formavime, taciau angionezesés procesa skatina parakrininiu
keliu, i8skirdamos tokius veiksnius kaip VEGF ar ANG1, bet ne diferenciacijos
1 kraujagysliy endotelio Igsteles budu (Wu ir kt., 2007). Priesingus rezultatus
paskelbé Sasaki su grupe, kurie tyré kauly ciulpy MKL transdiferenciacija
pazeisto odos audinio atsistatymo metu. Siy autoriy eksperimentuose peliy
modeliuose in vivo patvirtinta transplantuoty lasteliy diferenciacija ne tik j
keratinocity fenotipu pasizymincias lgsteles, bet ir reikSmingas kraujagysliy
endotelio lasteliy padidéjimas. Sioje populiacijoje iki 13% kraujagysles
formuojanciy lgsteliy buvo kilusios i transplantuoty MKL (Sasaki ir kt., 2008).
Literatiiroje yra duomeny apie kauly ¢iulpy MKL savybes skirtinguose 0dos
zaizdy gijimo etapuose atlikti specifinj vaidmenj. Skirtingi tyréjai in vivo
modeliuose parodé Siy lasteliy gebéjimg pazeidimo zidinyje slopinti
uzdegiminiy lgsteliy infiltracijg bei skatinti granulinio audinio formavimasi
(Shumakov ir kt., 2003), teigiamai veikti reepitelizacijos procesg (Nakagawa ir
kt., 2005), nulemti pazeisto audinio atsistatymg be rando formavimosi (Mansilla
ir kt., 2005), skatinti plauky folikuly atsinaujinimg bei padéti formuotis
funkcionuojané¢iam audiniui (Deng ir kt., 2005). Kauly ¢iulpy MKL vaidmuo
odos zaizdy gijime taip pat parodytas keletoje klinikiniy tyrimy. Badiavas ir
Falanga atliko mazos apimties klinikinj tyrimg, kuriame trims pacientams,

turintiems 1étines, ilgiau kaip metus negyjancias ir j jokius gydymo metodus
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nereaguojancias zaizdas, buvo lokaliai transplantuojamos kauly ¢iulpy MKL.
Siame tyrime nustatyta, kad transplantuotos MKL lemia Zaizdos ploto
sumaz¢jimg, skatina skirtinga morfologija pasiZymin¢iy primityviy lasteliy
infiltracija pazeidimo Zidinyje, naujy kraujagysliy atsiradimg bei sumazéjusj
randéjimg (Badiavas ir Falanga, 2003). Sunkiy nudegimy ir diabeto nulemty
letiniy Zaizdy ploto sumazéjimas bei aktyvi angiogenezé pazeidimo Zidinyje
buvo nustatyti ir vélesniuose klinikiniuose tyrimuose, kuriuose kauly ciulpy
2011), lokaliai transplantuojomos kartu su fibrinu (Falanga ir kt., 2007; Ravari
ir kt., 2011) arba biodegraduojancia kolageno matrica (Vojtassak ir kt., 2006;
Yoshikawa ir kt., 2008).

Nors kauly Ciulpuose esanc¢iy nediferencijuoty lgsteliy efektyvumas,
parodytas naudojant gyviiny modelius ir klinikiniuose tyrimuose, yra daug
zadantis, iki Siol Sios lgstelés nenaudojamos kasdienéje praktikoje dél keleto
priezas¢iy. Sekmingam pazeidimy atstatymui reikalingas pakankamas terapiskai
aktyviy Igsteliy kiekis. MKL padauginimas in vitro sglygomis yra nesudétingas,
kai susiduriama su mazo ploto zaizdomis. Esant didelio pavirSiaus ploto
pazeidimams, reikiamo lasteliy kiekio gavimas tampa problema, kadangi tokio
tipo Zaizdos sekmingai gyja tik po keliy pakartotiniy transplantacijy (Vojtassak
ir kt., 2006; Falanga ir kt., 2007). Sékmingam pritaikymui klinikinéje praktikoje,
kamieniniy Igsteliy Saltinis, i§ kurio iSskirtos lgstelés nereikalauja sudétingy
frakcionavimo etapy ir padauginimo kulttiroje, yra patrauklesnis bei pranaSesnis
tinkamos populiacijos gavimui laiko sgnaudy atzvilgiu bei dél galimybés
iSvengti uzkrétimo manipuliacijy metu (Charruyer ir Ghadially, 2009; Lu ir kt.,
2009). Heterogeniska kauly ¢iulpy Lin  Igsteliy populiacija be primityviausiy
MKL ir HKL taip pat turi mazo diferenciacijos laipsnio lIgsteliy pirmtakiy,
pasizymindiy terapinémis savybémis. Sioje populiacijoje esanéios lastelés,
sgveikaudamos tarpusavyje bei su mikroaplinkoje esan¢iomis molekulémis,
atlicka svarby vaidmenj audinio regeneracijoje (Jopling ir kt., 2011; Huang ir
Burd, 2012). Teigiami rezultatai kauly ¢iulpy MKL ir HKL kotransplantacijos

tyrimuose parodyti hematologiniy sutrikimy in vivo modeliuose. Nustatyta, kad
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Siy lasteliy populiacijy saveikos stimuliuoja proliferacija, padidina islikimo
tikimybe po transplantacijos ir ilgalaikj aktyvumg recipiento organizme
(Angelopoulou ir kt., 2003; Li ir Wu, 2011). Skirtingy lasteliy populiacijy
sgveiky privalumai patrauklis ir pazeisto odos audinio regeneracijos skatinime,
taiau literatiroje trilksta duomeny apie heterogeniSkos kauly ciulpy
populiacijos jtaka pazeidimy atstatymui in vivo. Tikintis sékmingo rezultato,
papildomi tyrimai reikalingi pasirenkant medZziagas lasteliy transplantacijai.
Tinkamos tarplastelinés medZiagos molekulés ne tik padéty lgsteléms jsitvirtinti
bei iSgyventi pazeidimo zidinyje, bet ir uztikrinty ilgalaikj regeneraciniy
funkcijy palaikyma (Wu ir kt., 2010).

Regeneracinés medicinos tikslas yra | vieningg visumg sujungti
lasteliy ir tarplastelinés medziagos komponenty veikimo principus, kad bty
uztikrintas audinio struktiiros bei funkcijy atstatymas. Siame darbe atlikti
palyginamieji kauly ¢iulpy Lin lasteliy regeneraciniy savybiy tyrimai in vitro
ir in vivo prisideda prie literattiroje keliamy klausimy sprendimo bei gali biiti
naudingi vystant lasteliy terapijos panaudojimo odos pazeidimy regeneracijai

metodus.
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3. METODAI

3.1. Laboratoriniai gyviinai

Bandymai su gyviinais buvo atlikti Valstybinio moksliniy tyrimy
instituto Inovatyvios medicinos centre. Leidimas darbui su laboratoriniais
gyviinais buvo gautas i§ Laboratoriniy gyviny naudojimo etikos komisijos (Nr.
0208, 2011 m.). Eksperimentams buvo naudojamos BALB/c linijos, 8-10
savaiiy amziaus pelés. Gyviinai buvo laikomi specialiuose narvuose, pastovioje
temperatiiroje (23+1°C), santykiné dréegmeé 55%. Pelés buvo maitinamos jprastu

pasaru ir girdomos vandeniu ad libitum.

3.2. Peliy kauly ¢iulpy lasteliy iSskyrimas

Peliy kauly cCiulpy lastelés buvo iSskiriamos pagal Juopperi ir kt.
(2007), taikant modifikacijas. Pelei atlieckama cervikalin¢ dislokacija. Ji
dezinfekuojama 70% etanolio tirpalu. Steriliais jrankiais preparuojami
Slaunikauliai ir blauzdikauliai. Jie dedami j sterilig Petri 1ékstele ir plaunami 3
kartus 5 ml fosfatinio buferinio tirpalo PBS (angl. phosphate buffered saline),
kurio pH 7.2. Kauly galai nukerpami ir Igstelés iSskiriamos perfuzijos budu.
Lasteliy suspensija skiedziama iki 10 ml ir centrifuguojama 10 min. 300 x g
grei€iu. Supernatantas nupilamas. Nuosédos plaunamos 3 kartus 5 ml minéto
buferio, centrifuguojant po 5 min. 300 x g greic¢iu. Po plovimo nuosédos
suspenduojamos 2 ml to paties buferio. Skai¢iuojama lgsteliy koncentracija,

naudojant hemocitometra su Neubauerio tinkleliu.

3.3. Lin populiacijos Igsteliy atskyrimas

Peliy kauly &iulpy Iastelés buvo gryninamos naudojant ,,BD™ Imag
Cell Separation System* (BD Biosciences, JAV) rinkinj, pagal gamintojo

rekomendacijas. Lin lastelés buvo atskirtos neigiamos selekcijos budu,
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panaudojant magnetinj lasteliy atskyrimo MACS (angl. magnetic-activated cell
sorting) metodg. Diferencijuoty lasteliy paSalinimui buvo nadojamos
magnetinés nanodalelés, padengtos antiklinais pries limfoidinés (CD3e, CD11b,
CD45R/B220), mieloidinés (Ly-6G ir Ly-6C/Grl) ir eritroidinés (TER199)
linijy lasteliy pavirSiaus Zymenis.

ParuoSiami steriliis buferiniai tirpalai: 1) PBS, turintis 3% versSeliy
serumo FBS (angl. fetal bovine serum, Biological Industries, Izraelis); 2) 1X BD
IMag™ buferinis tirpalas. Paruosti tirpalai laikomi ant ledo.

ParuoSiama kauly c¢iulpy lasteliy suspensija, kurios koncentracija
2x107 lIgst./ml. Pridedama 0.25 pg/10° last. Mouse BD Fc Block™ antikiiny
pries peliy CD16/CD32 pavirsiaus molekules. Inkubuojama ant ledo 15 min. Po
inkubacijos pridedama 5 pl/10° last. biotinilinty antikiiny prie§ peliy kauly
Ciulpy lasteliy linijinius zymenis. Inkubuojama 15 min. ant ledo. Po inkubacijos
pazyméty lgsteliy suspensija skiedziama 10 karty $altu 1X BD IMag™ buferiniu
tirpalu. Centrifuguojama 7 min. 300 x g grei¢iu. Supernatantas pasSalinamas.
Pridedama 5 pl/10° lgst. streptavidinu zyméty magnetiniy daleliy. Atsargiai
sumaiSoma. Inkubuojama 30 min. 6°C temperatiiroje. Po to lastelés
suspenduojamos buferiniame tirpale (koncentracija 8x107 Igst./ml). Lasteliy
suspensija perkeliama ] mégintuvélj ir patalpinama BD IMagnet™ prietaise.
Inkubuojama 8 min. Po inkubacijos mégintuvélio neiSimant i§ magneto
nusiurbiamas supernatantas su neigiama frakcija ir perkeliamas ] sterily
megintuvell. Teigiama frakcija suspenduojama buferiniame tirpale ir
inkubuojama dar 8 min. BD IMagnet™ prietaise. Po inkubacijos supernatantas
perkeliamas | mégintuvélj su neigiama frakcija. Mégintuvélis patalpinamas BD
IMagnet™ prietaise papildomoms 8 min. Po inkubacijos supernatantas, kuriame

yra Lin lastelés, perkeliamas j sterily mégintuvélj.

3.4. Lin lasteliy fenotipiné analizé

ParuoSiama MACS metodu isgryninty Lin lasteliy suspensija, kurios

koncentracija 5x10° Igst./ml. Lasteliy identifikavimui naudojami antikiinai prie$
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peliy pavirSiaus molekules, zyméti fikoeritrinu (PE), fluoresceino izotiocianatu
(FITC) arba alofikocianinu (APC). Trijy spalvy tékmés citometrinei analizei ]
vieng méginj pridedamas reikiamas kiekis anti-CD29-APC (Miltenyi Biotec,
JAV), anti-Sca-1-FITC (Molecular Probes, JAV) ir anti-CD34-PE (Molecular
Probes, JAV) antiktiny, ] kita méginj — anti-CD117-APC (Molecular Probes,
JAV), anti-CD133-FITC (Santa Cruz Biotechnology, JAV) ir anti-CD90.1-PE
(BD Pharmingen, JAV) antikiiny. Izotipinei kontrolei naudojami Ziurkiy IgG2b-
APC (BioLegend, JAV), 1gG2a-FITC (BD Pharmingen, JAV), lgG2a-PE
(Chemicon, JAV), ozkos IgG-FITC (Santa Cruz Biotechnology, JAV) ir
ziurkéno IgG-APC (BioLegend, JAV) antikiinai. Lasteliy suspensija su
antiktinais inkubuojama tamsoje 30 min. 4°C temperatiroje. Po inkubacijos
suspensija centrifuguojama 7 min. 300 x g grei¢iu. Supernatantas pasalinamas
ir nuosédos plaunamos du kartus centrifuguojant po 5 min. 300 x g greic¢iu PBS
tirpale. Po paskutinio plovimo lastelés suspenduojamos 500 ul PBS tirpalo ir
analizuojamos tékmés citometru FACSCalibur™ flow cytometer (Becton
Dickinson, JAV).

3.5. Lin Igsteliy proliferacijos vertinimas in vitro

Lasteliy proliferacija in vitro buvo vertinama naudojant ,,Cell
Counting Kit-8“ (Dojindo Laboratories, Japonija) rinkinj, pagal gamintojo
rekomendacijas.

Skirtingoms mikroaplinkoms formuoti in vitro salygomis naudojami [
tipo kolagenas (Gibco, JAV) arba pamatinés membranos komponenty gelis
Geltrex™ (Gibco, JAV). Tyrimai atlickami 96 Sulinéliy ploksteléje. Kiekvienas
Sulin¢lis padengiamas 35 pl kolageno, kurio koncentracija 1 mg/ml, arba
Geltrex, kurio koncentracija 15 mg/ml. Inkubuojama vieng valanda 37°C
temperatiiroje. Lin lasteliy suspensija paruosiama DMEM terpéje (Biochrom,
Vokietija), turincioje 10% FBS, 1% penicilino/streptomicino misinio (Lonza,
Belgija) ir 2% kolageno arba Geltrex. Lastelés i§s¢jamos po 5000 Igst./Sulinéliui

100 pl terpés | atitinkama medziaga padengtas ploksteles ir laikomos
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inkubatoriuje, kurio atmosferoje yra 5% CO», esant 37°C temperatirai.
Kontrolei lgstelés kultivuojamos Sulinéliuose auginimo terpéje be kolageno ar
Geltrex. Po 24, 48, 72 ir 96 valandy j Sulinélius pridedama po 15 pl rinkinyje
esan¢io reagento WST-8 [2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
disulfofenil)-2H-tetrazolis), mononatrio druska] ir inkubuojama 4 valandas.
Lasteliy dehidrogenazes tetrazolio druska redukuoja iki tirpaus, spalva turincio
formazano, kurio kiekis proporcingas gyvy lgsteliy skaiciui. Po inkubacijos
matuojamas optinis tankis 450 nm bangos ilgio srityje naudojant

mikroploksteliy skaitytuva Sunrise (Tecan, Austrija).

3.6. Lin lasteliy migracijos vertinimas in vitro

Lasteliy migracijos tyrimas in vitro buvo atliekamas pagal Liang ir kt.,
(2007), taikant modifikacijas. Prie§ lgsteliy kultivavima, 24 Sulin¢liy plokstelés
padengiamos 50 ug/ml koncentracijos kolageno arba 0.5 mg/ml koncentracijos
Geltrex tirpalais ir inkubuojamos 60 min 37°C temperattiroje. Auginimo terpéje
paruosiama Lin lIasteliy suspensija, kurios koncentracija 1x10° lgst./ml,
perkeliama ] padengtas ploksteles ir laikoma inkubatoriuje su 5% CO2 37°C
temperatiiroje. Susiformavusiame monosluoksnyje automatinés pipetés antgaliu
bréZiama tiesi linija. PaZeistas monosluoksnis plaunamas 1 ml sterilaus PBS
tirpalo ir pridedama S$viezios auginimo terpés. PaZeisto monosluoksnio
pasidengimas migruojanciomis lgstelémis vertinamas pasirinktais laiko
momentais fotografuojant Igsteliy kulttiras ir matuojant lastelémis nepasidengusj
pavirSiy keliuose skirtinguose regéjimo laukuose. Pazeidimo dydis vertinamas
pagal formule ((Do— Dn)/Do) x 100%. Do — pradinis pazeidimo dydis (um); Dy

— pazeidimo dydis pasirinktu laiko momentu (um).
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3.7. Lin lasteliy Zyméjimas fluorescuojanéiu PKH26 dazu

[Sgrynintos Iastelés buvo dazomos naudojant fluorescuojant; daza
PKH26 (Red Fluorescent Cell Linker Kit, Sigma-Aldrich, JAV), pagal
gamintojo rekomendacijas.

ParuoSiama lgsteliy suspensija, kurios koncentracija 2x107 Igst./ml.
Centrifuguojama 5 min. 300 x g grei¢iu. Supernatantas pasalinamas taip, kad ant
nuosédy nelikty skyscio. Nuosédos suspenduojamos 1 ml rinkinyje esancio
Diluent C. Prie§ pat dazyma paruoSiamas dazas j 1 ml Diluent C pridedant 4 ul
PKH26 dazo. Lasteliy suspensija nedelsiant sumaiSoma su paruoStu dazu.
Inkubuojama 5 min. nuolat pamaisant. Po inkubacijos reakcija stabdoma
pridedant 2 ml FBS. Inkubuojama 1 min. Suspensija centrifuguojama 10 min.
400 x g greiCiu. Supernatantas pasalinamas, nuosédos suspenduojamos 10 ml
PBS ir perkeliamos | Svary mégintuvélj. Centrifuguojama 5 min. 300 x ¢
greiCiu. ParuoStos lIastelés suspenduojamos reikiamoje terpéje tolesniems

darbams.

3.8. Visu odos sluoksniy pazeidimo modelis in vivo

Visy odos sluoksniy pazeidimas buvo sukeliamas pagal Wong ir kt.,
(2011), taikant modifikacijas. Nuo pelés nugaros pavirSiaus pasalinami plaukai
ir oda dezinfekuojama 70% etanolio tirpalu. Nuskausminimui naudojamas 0.5%
bupivacaini hydrochloricum tirpalas (Polfa Warszawa S.A.), prie$ operacija |
poodj injekuojant 15 pl/pelei. Zaizdos kraStui apibrézti naudojama 6 mm
skersmens sterili biopsijos adata. Oda iSkerpama chirurginémis Zzirklémis,
apimant ir raumenj panniculus carnosus. Zaizda plaunama steriliu fiziologiniu

tirpalu ir paliekama nesutvarstyta.
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3.9. Lin lasteliy transplantacija in vivo

In vivo eksperimentuose pelés suskirstomos j 3 tiriamasias grupes po
8 individus. Kiekvienai pelei j zaizda injekuojama 1x10° fluorescuojanciu dazu
PKH26 pazyméty Lin lasteliy, esanciy 100 pl reikiamo tirpalo. Pirmajai
tirlamajai grupei transplantuojamos lgstelés, suspenduotos PBS tirpale, antrajai
— kolageno gelyje (koncentracija 1.5 mg/ml), treCiajai — Geltrex gelyje
(koncentracija 10 mg/ml). Kontrolinéms grupéms injekuojama tiek pat
atitinkamo tirpalo arba gelio be lasteliy. Pasirinktais laiko momentais pelei
atlickama cervikaliné dislokacija ir imama paZeisto audinio biopsija, apimant 2
mm aplink esanio sveiko audinio. Biopsijos Saldomiesiems pjiiviams
panardinamos Saltame PBS tirpale, nusausinamos ir nedelsiant uzSaldomos. Iki
pjaustymo kriotomu, uzSaldyti meéginiai laikomi -76°C temperatiroje.
Histocheminiams dazymams hematoksilinu/eozinu bei Masson trichromo
metodu, biopsijos fiksuojamos 10% formalino tirpale. Preparatai paruosti VSI

Valstybiniame patologijos centre.

3.10. Gyjancio odos audinio analizé

Makroskopinei analizei, Zaizdos fotografuojamos ir kiekvieng dieng
po sukélimo matuojamas jy skersmuo. Zaizdos dydis apskai¢iuojamas pagal
formule (Dn/Do) % 100%. Dn — zaizdos skersmuo pasirinktu laiko momentu
(mm); Do — zaizdos skersmuo pirmaja eksperimento dieng (mm).

Fluorescencinés mikroskopijos analizei kriotomu atpjauti 5 um storio
pjuviai dazomi 1 pg/ml koncentracijos DAPI (4°,6-diamidino-2-fenilindolo)
dazu (Molecular Probes, JAV). Preparatai analizuojami Nikon Eclipse TE-2000-
U mikroskopu su fluorescensiniu priedu (Nikon Corporation, Japonija).

Sviesinés mikroskopijos analizei 5 pm storio parafininiai pjiiviai
dazomi hematoksilinu/eozinu (H&E) arba Masson trichromo metodu. Preparatai
analizuojami Sviesiniu mikroskopu Nikon Eclipse 50i (Nikon Corporation,

Japonija). Histologiniuose pavyzdziuose buvo vertinama Igsteliy infiltracija
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pazeistame audinyje, reepitelizacijos laipsnis, granulinio audinio formavimasis,

tarplastelinés medziagos kolageno atsistatymas.

3.11. RNR iSskyrimas

Ribonukleino rugstis (RNR) buvo iSskiriama 1§ skirtingais Zaizdos
gijimo laiko momentais paimty odos biopsijy. Vienai reakcijai buvo naudojama
25 mg audinio. Audinys lizuojamas 200 ul lizés tirpalo (Roche Molecular
Systems, JAV). | mégintuvélj su 150 ul lizato pridedama 40 ul proteaziy ir 80
ul magnetiniy daleliy (MGP) (abu i§ Roche Molecular Systems, JAV).
Mégintuvélis uzdengiamas ir gerai sumaiSoma. Inkubuojama 10 min. 56°C
temperatiiroje. Po inkubacijos pavyzdys atvésinamas ir centrifuguojamas 30 s
16150 x g grei¢iu. Supernatantas pasalinamas naudojant magnetg. Ant nuosédy
pridedama 500 pl plovimo buferinio tirpalo AW1 (Qiagen, Vokietija). Gerai
sumaiSoma ir centrifuguojama 30 s 16150 x g greiCiu. Supernatantas
pasalinamas naudojant magneta. Ant nuosédy pridedama 500 pl plovimo
buferinio tirpalo AW2 (Qiagen, Vokietija). Gerai sumaiSoma ir centrifuguojama
30 s 16150 x g greiCiu. Supernatantas pasalinamas naudojant magnets.
Nuosédos dziovinamos 30 min. kambario temperatiiroje. Pridedama 30 pnl
eliucijos tirpalo, kurj sudaro 23.75 ul H2O, 3 ul 10x eliucijos tirpalo, 3 pl
DNAzes [ir 0.25 ul RNAziy inhibitoriaus (visi reagentai i§ UAB ,,Fermentas®,
Lietuva). Gerai SumaiSoma ir miSinys perkeliamas | naujg sterily mégintuvélj.
Inkubuojama 30 min. 37°C temperattroje. Pridedama 3 ul 50 mM EDTA tirpalo
(Carl Roth GmbH, Vokietija). Gerai sumaiSoma ir inkubuojama 12 min. 65°C
temperatiiroje. Po inkubacijos pavyzdys atvésinamas. Pridedama 67 pl TE
buferinio tirpalo (Carl Roth GmbH, Vokietija) ir 100 ul 4 M LiCl tirpalo. Gerai
sumaiSoma ir inkubuojama 20 min. -20°C temperatiroje. Po inkubacijos
centrifuguojama 20 min. 2°C temperatiiroje 16150 x g grei¢iu. 100 pl
supernatanto pasalinama naudojant magnetg. Pridedama 100 ul 2 M LiCl tirpalo.
Gerai sumaiSoma ir centrifuguojama 5 min. 2°C temperatiiroje 16150 x ¢

greic¢iu. 100 ul supernatanto pasalinama naudojant magneta. Pridedama 200 pl
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ledo Saltumo 70% etanolio. Gerai sumaiSoma ir centrifuguojama 5 min. 2°C
temperatiiroje 16150 x g greic¢iu. Supernatantas pasalinamas naudojant magnetg
ir dar kartg centrifuguojama 30 s 16150 x g greiciu. Supernatantas pasalinamas
ir nuosédos dziovinamos 30 min. kambario temperatiiroje. Pridedama 20 ul H>O
ir inkubuojama 2 min. kambario temperatiiroje. Po inkubacijos gerai sumaiSoma

ir elivatas perkeliamas j nauja sterily mégintuvélj naudojant magneta.

3.12. Atvirkstinés transkripcijos reakcija

Atvirkstines transkripcijos (AT) reakcija buvo atliekama naudojant
,»High Capacity cDNA Reverse Transcription kit with RNAse Inhibitor*
(Applied JAV)

rekomendacijomis.

Biosystems, rinkinj,  vadovaujantis gamintojo

ParuoSiamas 2X AT reakcijos miSinys (viena reakcija atliekama 20 pl
turyje): mégintuvélyje sumaiSoma 2 pl 10X AT buferinio tirpalo, 0.8 ul 25X
dNTP miSinio, 2 pl 10X atsitiktiniy pradmeny, 1 pl atvirkStinés transkriptazes,
1 ul RNAziy inhibitoriaus ir 3.2 ul dH20. Sumaisoma 10 pl 2X AT miSinio ir
10 pl iSskirtos RNR pavyzdzio. Mégintuvélis patalpinamas termocikleryje
FlexCycler (Analytic Jena AG, Vokietija) ir paleidziama AT reakcijos programa

(3.1 lentelé).

3.1 lentelé. AT reakcijos programos parametrai.

1 etapas | 2 etapas | 3 etapas | 4 etapas
Temperatiira, °C 25 37 85 4
Trukmé, min. 10 120 5 00

3.13. Polimeraziné grandininé reakcija

Kopijines DNR (kDNR) amplifikacija polimerazinés grandininés
reakcijos (PGR) metodu buvo atlickama naudojant ,,AmpliTaq Gold® Fast PCR
Master Mix, UP (2X)“ (Applied Biosystems, JAV) rinkinj. Viena reakcija
atliekama 15 pl tiryje: mégintuvélyje sumaisoma 7.5 pl 2X pagrindinio PGR
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misinio, 0.3 pl tiesioginio ir atvirkstinio pradmeny (galiné kiekvieno pradmens

koncentracija 0.2 uM) (3.2 lentelé), 4 ul KDNR ir 3.2 ul fluorescuojancio dazo

SYTO 9 (Molecular Probes, JAV). Mégintuvélis patalpinamas termocikleryje

Rotor-Gene (Qiagen, Vokietija) ir paleidziama PGR programa (3.3 lentel¢).

Tirlamojo geno raiSka normalizuojama pagal B-aktino raiska kiekviename

meéginyje ir kiekybiskai jvertinama pagal viduting Ct (Slenkstinis ciklas) verte.

Gauty PGR produkty dydis patvirtintas elektroforezés metodu 1.2% agarozés

gelyje, dazytame fluorescenciniu dazu GelRed.

3.2 lentelé. PGR naudoti pradmenys.

Pradmuo | Seka Produkto Saltinis
dydis, bp
B-actin | tiesioginis | 5’ACGGCCAGGTCATCACTATTG3’ 103 Bing ir kt.,
atvirksStinis | 5>CAAGAAGGAAGGCTGGAAAAGA3’ 2006
TGF-B | tiesioginis | S’>CACCTGCAAGACCATCGACAY’ 241 Szpaderska
atvirkstinis | 5’CACGCGGGTGACCTCTTTAG3’ ir kt., 2003
VEGF | tiesioginis | >TGAACTTTCTGCTCTCTTGG3’ 457 Mori ir kt.,
atvirkstinis | 5’AACAAATGCTTTCTCCGCTC3’ 2002
TNF-a | tiesioginis | 5’CAGCCTCTTCTCATTCCTGCTTGTG3’ 511 Mori ir kt.,
atvirkstinis | 5’CTGGAAGACTCCTCCCAGGTATAT3’ 2002
IL-10 tiesioginis | 5’CTGCTCTTACTGACTGGCATGAG3’ 534 Ohshima ir
atvirksStinis | 5’GACTCAATACACACTGCAGGTGT3’ Sato, 1998

3.3 lentelé. PGR programos parametrai.

Etapas Fermento PGR Galutinis etapas
aktyvinimas
35 ciklai
DNR Pradmeny DNR
denattiracija | prisikabinimas | sintezé
Temperatira, °C 95 95 58.6-60" 68 4
Trukmé, min. 10 0.17 1 05 0.17 0

* priklausomai nuo pradmeny poros

3.14. Statistiné duomeny analizé

Siame darbe atlikti eksperimentai buvo pakartoti ne maziau kaip tris

kartus. Kiekybiniai duomenys pateikti kaip aritmetiniai vidurkiai + standartiné

paklaida. Rezultaty skirtumy tarp grupiy patikimumas buvo tikrinamas

naudojant Stjudent‘o t-testg. Rezultatai statistiSkai patikimi kai p < 0.05.
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4. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Sutrikus regeneracija uztikrinan¢iy reakcijy vystymuisi, pazeisto
audinio atsistatymas baigiasi randinio audinio susiformavimu, kuris nepasizymi
natyviam audiniui biidingomis strukttirinémis ir funkcinémis savybémis (Guo ir
DiPietro, 2010). Siuo metu klinikinéje praktikoje létiniy Zaizdy gydymui
naudojami metodai padeda atstatyti tik i§ dalies funkcionuojantj audinj (WWong
ir Gurtner, 2012). Negyjanciy zaizdy problemg bandoma spresti panaudojant
kamienines lgsteles.

Kamieniniy Igsteliy tyrimuose Vvis dar yra daug neatsakyty klausimy,
kurie riboja jy naudojimg kasdiené¢je praktikoje. Néra patikimy duomeny,
jrodanciy, ar po kamieniniy lgsteliy panaudojimo atsinaujings odos audinys yra
visiSkai funkcionalus. Néra vieningos nuomoneés, koks transplantacijos biidas
yra tinkamiausias sékmingam kamieniniy lasteliy jsitvirtinimui bei funkcijy
palaitkymui pazeidimo Zzidinyje. Misy darbo tikslas buvo jvertinti
nediferencijuoty kauly Ciulpy Iasteliy jtaka audinio atsistatymui in vivo, taikant
BALB/c linijos peliy visy odos sluoksniy pazeidimo modelj. Bendra tyrimy

schema pateikta 4.1 pav.

Kauly ¢iulpy Lin  Igstelés

.

Identifikavimas Gryninimas In vivo
N N - _> R R
(tekmes (MACS) ! tyrimai
citometriia) .
v | v
! .. ..
In vitro | Makroskopiné analizé
tyrimai i v
4 | Histologingé analizé
Integracija | _; (fluorescenciné mikroskopija;
biomedziagose histocheminiai metodai)
/\ +
Proliferacija Migracija Kiekybiné citokiny geny
raiSkos analizé
(realaus laiko PGR)

4.1 pav. Darbe atlikty Lin lgsteliy tyrimy schema.
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Eksperimentams buvo naudojamos BALB/c linijos peliy kauly ¢iulpy
Lin lgstelés. Pries transplantacijg j visy odos sluoksniy pazeidima in vivo, buvo
atlikta lgsteliy fenotipiné analizé bei jvertintos jy proliferacinés ir migracinés
savybés in vitro. In vivo salygomis buvo jvertinta Lin Igsteliy integracija
pazeidimo zidinyje bei poveikis specifiniams audinio gijimo metu vykstantiems
procesams. Atlikty tyrimy rezultatai svarbiis vystant uzdelsto gijimo odos Zaizdy

gydymo metodus.

4.1. Kauly ¢iulpy Igsteliy fenotipiné analizé

Primityviy lasteliy identifikavimas ir selekcija analizuojamame
audinyje ar organe remiasi pavirSiaus Zymeny raiSka. Kauly Ciulpy lasteliy
populiacija yra heterogeniska, sudaryta i§ jvairaus diferenciacijos laipsnio
lasteliy (Dawn ir Bolli, 2005). Regeneracinémis savybémis pasiZyminciy
lasteliy gryninimas ir identifikavimas yra svarbus etapas ruoSiant lasteles
transplantacijai j audiniy bei organy paZeidimus. Siam tikslui pasirenkami keleto
pavirSiaus molekuliy deriniai ir skirtingais parametrais pasizymintys metodai
(Wognum ir kt., 2003).

Kauly ciulpuose primityviausios Igstelés sudaro maza bendros
populiacijos dalj. Sveikame organizme HKL kauly ¢iulpuose sudaro mazdaug
0.05% negrynintos populiacijos, MKL yra dar retesnés ir sudaro nuo 0.001% iki
0.01% vienbranduoliy lasteliy populiacijos (Howell ir kt., 2003).
Nediferencijuotos Igstelés kauly Ciulpuose sudaro heterogeniska populiacija,
kuri bendrai apibiidinama kaip Lin (angl. lineage negative). Nustatéme, kad po
bendros kauly ¢iulpy Iasteliy populiacijos gryninimo, neigiamoje frakcijoje lieka
3.5+0.9% lasteliy. Populiacijos grynumui patvirtinti, atskirta Lin Igsteliy
suspensija buvo Zymima antikiinais prie$ gryninimui naudotus linijinius Zymenis
ir analizuojama tékmés citometrijos metodu. I$grynintoje Lin lasteliy

populiacijoje linijiniy Zymeny raiSka buvo mazesné nei 2+0.8% (4.2 pav.).
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Bendra KC
populiacija

Lin~

Linijinial Zymenys

4.2 pav. Diferencijuoty lasteliy paviriaus Zymeny raika bendroje kauly &iulpy (KC)
ir Lin Iasteliy populiacijose. X aSyje nurodytas fluorochromu zZymeéty antikiny prie$
lasteliy pavirsiaus Zymenis fluorescencijos intensyvumas, Y aSyje — lasteliy kiekis.

Nediferencijuoty lgsteliy, esan¢iy iSgrynintoje Lin lgsteliy
populiacijoje, identifikavimui pasirinkome penkis zZymenis — CD117, Sca-1,
CD90.1, CD29 ir CD133. Sie zymenys yra badingi HKL, MKL bei kitoms
lasteléms pirmtakéms. Hemopoetiniy Iasteliy pavirSiuje ekspresuojamas
transmembraninis baltymas CD117 (c-kit) atliecka esminj vaidmenj ramybés
biisenos palaikymo, i§gyvenimo, proliferacijos ir diferenciacijos procesuose.
Kity autoriy tyrimuose, kuriuose buvo naudojamos pelés, turincios c-Kit geno
mutacija, gauti rezultatai parodé¢, kad CD117 zymenj ekspresuojanciy lgsteliy
trukumas lemia anemijg, sumazéjusj putliyjy lasteliy kiek; bei defektus B ir T
lasteliy populiacijy palaikyme (Waskow ir kt., 2002). Transplantacijos
tyrimuose taip pat parodyta, kad c-kit receptoriaus funkcijos blokavimas nedaro
jtakos transplantuoty lasteliy migracijai | kauly Cciulpus, taciau stabdo jy
jsitvirtinimg niSoje (Driessen ir kt., 2003). Misy eksperimentuose Lin
populiacijoje CD117 raiska buvo didziausia lyginant su kitais naudotais
zymenimis. ISgrynintoje populiacijoje §] Zymenj ekspresavo iki 81.89+£2.92%
lgsteliy (4.3A pav.). Literatiros duomenimis, kauly ¢iulpy Lin Igsteliy
fenotipinei analizei kartu su pavirSiaus molekule CD117 naudojamas Sca-1
7ymuo. Sios molekulés raiska budinga ne tik peliy kauly &ulpy HKL, bet ir
MKL bei jy pirmtakams, todel lyginant skirtingy autoriy eksperimenty duomenis
aptinkama nemazai prieStaringy nuomoniy, kokig populiacijg apibtidina Sca-1

zymuo (Holmes ir Stanford, 2007). Vykstant kraujodaros procesui, §i molekulé
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4.3 pav. Nediferencijuoty lasteliy pavirSiaus zymeny raiSka kauly Ciulpy Lin
populiacijoje. X aSyje nurodytas fluorochromu zyméto antikiino prie§ Igsteliy
pavir$iaus zymenj fluorescencijos intensyvumas, Y asyje — lasteliy kiekis. Balta
histograma — izotipiné kontrolé. Procentai nurodo tiriamojo Zymens raiSka
pasizyminciy lasteliy kiekj.

vaidina svarby vaidmenj HKL nuolatinio atsinaujinimo ir diferenciacijos
procesuose. Ito ir bendraautoriy (2003) tyrimy rezultatai parodé, kad Sca-1
zymen] turinios lgstelés formuoja specifines leukocity populiacijas, taciau
beveik neturi jtakos eritroidinés linjjos pirmtaky brendimui. Kity autoriy
duomenimis, HKL, ekspresuojan¢ios Sca-1 molekule, dalyvauja ilgalaikes
kraujodaros atstatyme. Priesingai nei pavirSiaus baltymo CD117, receptoriaus
Sca-1 sgveika su mikroaplinkos komponentais uztikrina migruojanciy lgsteliy
jsitvirtinima ni$oje (Bradfute ir kt., 2005). Mes nustatéme, kad kauly ¢iulpy Lin
populiacijoje, Sca-1 molekulé ekspresuojama 16.46+3.51% lasteliy pavirsiuje
(4.3B pav.). Siame darbe peliy kauly &iulpy MKL fenotipinei analizei buvo
naudojami CD29 ir CD90 Zymenys. Integriny Seimai priklausanti molekulé
CD29 (integrinas P1) susijusi su lgsteliy adhezija jvairiy tarplastelinés
medziagos komponenty (pvz., kolageno, fibronektino, laminino) pavirsiuje. Sios
molekulés raiSka vaidina svarby vaidmenj migracijos procese, o jos sgveikos su
kity Igsteliy pavirSiaus receptoriais tarpininkauja proliferacijos ir diferenciacijos
procesy indukavime (Lin ir kt., 2013). Kiti autoriai atliko eksperimentus,

kuriuose buvo tiriama Zymens CD29 raiSkos MKL pavirSiuje ir jy migracijos
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priklausomybé. Siy tyréjy gauti rezultatai parodé, kad integrino p1 blokavimas
lemia lgsteliy migracijos sumaz¢jima (Ode ir kt., 2011). Analizuojant MKL
fenotipg, CD90 pavirSiaus molekulé apibudina lgsteliy diferenciacijos laipsnj.
Tyrimai rodo, kad Sio Zymens raiSka reikSmingai silpnéja MKL jgaunant
diferencijuotg biiseng, todel jo panaudojimas Zymeny deriniuose naudingas
primityviausiy Igsteliy populiacijos stebéjimui (Nadri ir kt., 2007; Fukada ir kt.,
2008). Kauly ciulpy lasteliy populiacijoje CD29 ir CD90 Zymeny raiSka
proporcingai didéja in vitro salygomis ilgalaikése kultirose. Tokiu budu
pasalinamos suspensijoje esanc¢ios hemopoetinés kilmés 1gstelés, o adhezinémis
savybémis pasizyminciy MKL monosluoksniai pers¢jami pasiekus mazdaug
80% konfluencija. Literatiiros duomenimis, ypa¢ auksta CD90 ir CD29 Zymeny
raiSka stebima jau po pirmyjy perséjimy (Sun ir kt., 2003; Chen ir kt., 2008).
Misy eksperimentuose tirtoje 1§grynintoje ir nekultivuotoje populiacijoje pagal
MKL Zzymenis CD90 ir CD29 teigiamy Iasteliy buvo reikSmingai maziau
lyginant su hemopoetinés kilmés primityviy lasteliy kiekiu. Nustatéme, kad
pavir$iaus molekule CD90 Lin populiacijoje ekspresuoja 9.48+2.93% lasteliy
(4.3C pav.). Siame darbe igryninty lasteliy pavir§iuje CD29 molekulés raiska
buvo silpniausia lyginant su visais tirtais Zymenimis. Pagal §j Zymenj teigiamy
lasteliy Lin populiacijoje identifikavome iki 5.53+1.8% (4.3D pav.). Misy
eksperimentuose iSgrynintoje Lin populiacijoje esan¢iy lgsteliy pirmtakiy
identifikavimui buvo naudojama pavirSiaus molekul¢ CD133. Pagal §j Zymenj
teigiamy lgsteliy regeneracinés savybés buvo parodytos gyviiny modeliuose bei
klinikiniuose tyrimuose (Urbich ir Dimmeler, 2004; Li, 2013). Sios lastelés
priskiriamos ELP ir gali biiti iSskiriamos i§ keleto Saltiniy. Skiriami du ELP tipai
— ankstyvosios ir vélyvosios lgstelés pirmtakés. Kity autoriy duomenimis, kauly
Ciulpy lasteliy populiacijoje CD133 raiska apibiidina ankstyvgsias EPL,
pasizymincias intensyvia proliferacija in vitro ir angiogenezés skatinimu in vivo.
Parodyta, kad Sioms lasteléms diferencijuojantis, CD133 Zymuo palaipsniui
prarandamas (Zhang ir kt., 2012). Siame darbe i$skirtoje peliy kauly &iulpy Lin~
populiacijoje CD133 raiska buvo nustatyta 6.64+0.93% lasteliy pavirsiuje (4.3E

pav.).
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Tirtoje peliy kauly ¢iulpy Lin  populiacijoje nediferencijuoty
lasteliy zymeny raiSka buvo nuo 2.5 iki 13 karty didesné nei negrynintoje
populiacijoje. TerapiSkai aktyviy lgsteliy gryninimo ir identifikavimo etapai
lemia transplantacijos efektyvumg. IS bendros kauly ciulpy populiacijos
pasalinus linijinius Zymenis ekspresuojancias diferencijuotas lasteles, gaunama
frakcija, kurioje lieka lastelés, pasiZyminlios regeneracija skatinanciomis
savybémis bei sgveikaudamos tarpusavyje uztikrina funkcijy palaikyma (Anam
ir kt., 2010). Atliekant tyrimus didziausias skirtumas tarp bendros kauly ¢iulpy
ir i8grynintos Lin lIgsteliy populiacijy buvo nustatytas identifikuojant Sca-1
pavirsiaus molekule. Sj Zymenj ekspresuojanéiy lasteliy kiekis nuo 1.29+0.05%
negrynintoje populiacijoje padidéjo iki 16.46+£3.51% Lin populiacijoje.
Panasis skirtumai po gryninimo isry$kéjo identifikuojant pagal CD117, CD29
ir CD133 zymenis teigiamas lasteles. Jy kiekis Lin populiacijoje atitinkamai
padidéjo 8.9, 8.7 ir 9.7 karto. Maziausias teigiamy Igsteliy kiekio padidéjimas
nustatytas tiriant CD90 pavirsiaus molekulés raiska. Sj Zymenj turinéiy lasteliy
kiekis nuo 3.83+0.21% bendroje populiacijoje padidéjo iki 9.48+2.93% Lin
populiacijoje (4.1 lentelé).

4.1 lentelé. Pavirsiaus zymeny raiska bendroje kauly &iulpy (KC) ir isgrynintoje Lin~
lasteliy populiacijose.

PavirSiaus Zymuo | Bendra KC populiacija, % | Lin~ populiacija, %
CD117 9.11+£2.76 81.89+2.92
Sca-1 1.29+0.05 16.46+3.51
CD90 3.83+0.21 9.48+2.93
CD29 0.63+0.11 5.53+1.8
CD133 0.68+0.08 6.64+0.93

Patvirtinome, kad i$grynintos peliy kauly ¢iulpy Lin lastelés
neekspresuoja subrendusioms lgsteléems biidingy Zymeny ir pasiZymi intensyvia
nediferencijuotoms lgsteléms biudingy pavirSiaus molekuliy raiska. Tokios
lastelés gali diferencijuotis ir ] joms nebiidingy audiniy lgsteliy tipus. Kauly

Ciulpy Lin  populiacijoje esan¢iy primityviy lasteliy regeneracinés savybés
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priklauso nuo jas supancios mikroaplinkos. Odos audinio tarplgsteliné medziaga
sudaryta 1§ komplekso skirtingos kilmés komponenty, kurie turi jtakos lgsteliy
fenotipinéms, proliferacinéms ir migracinéms savybéms, nuo kuriy priklauso jy
integracija bei funkcijos pazeidimo zidinyje. Prie$ transplantacijg, iSskirty ir
iSgryninty Lin lgsteliy ir odos audinio tarplgstelinés medziagos komponenty

sgveikos tyrimai buvo atlikti in vitro salygomis.

4.2. Lin lgsteliy proliferacijos ir migracijos jvertinimas in vitro

Uzdelstas zaizdy gijimas susijes su lgsteliy, dalyvaujanciy audinio
regeneracijoje, proliferacijos ir migracijos sutrikimais. Siuos procesus
organizme tiesiogiai veikia lasteles supanti mikroaplinka (Watt ir Fujiwara,
2011). Atskirai proliferacijos ir migracijos procesus tirti in vivo sglygomis yra
sudétinga dél vienu metu vykstanciy daugybés persidengianciy reakcijy
(Amadeu ir kt., 2003). Siy procesy modeliavimas in vitro suteikia vertingy Ziniy
ruosiant Iasteles transplantacijai in vivo (Liang ir kt., 2007). Siame darbe peliy
kauly ¢iulpy Lin  populiacijos lasteliy proliferacinés ir migracinés savybés buvo
tiriamos in vitro salygomis, mikroaplinka formuojant odos audinio tarplastelinés
medZiagos komponenty pagrindu. Tyrimams buvo pasirinkti I tipo kolagenas ir
pamatinés membranos komponenty (baltymy laminino, IV tipo kolageno ir
entaktino bei proteoglikano heparino sulfato) misinys.

Aukstas proliferacinis lasteliy aktyvumas reikalingas norint gauti
reikiamg jy kiekj in vitro salygomis, taip pat si savybé lemia, ar transplantuotos
lastelés sékmingai prigis pazeidimo zidinyje bei galés dalyvauti gijimo
procesuose (Hodgkinson ir kt., 2009). Masy tyrime Lin populiacijos lasteliy
proliferacinis aktyvumas buvo stebimas lasteles kultivuojant standartinémis
salygomis plastiko pavirSiuje bei formuojant mikroaplinkg skirtingy
tarplastelinés medziagos komponenty pagrindu. Literatiiroje yra duomeny apie
jvairiy lgsteliy tipy proliferacinio aktyvumo pokycius, priklausan¢ius nuo in
vitro formuojamos aplinkos. Kiti autoriai nustaté, kad fibroblasty proliferacinis

aktyvumas tuo padiu stebéjimo metu kinta priklausomai nuo mikroaplinkos. Sie
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tyrimai parod¢, kad 2D mikroaplinkoje lgstelés nuosekliai proliferuoja visa
steb¢jimo laikg, o 3D mikroaplinkoje Igstelés proliferuoti pradeda po 48 val
trunkancios uzdelsimo fazés. Taciau galiniame eksperimento taSke nustatytas
reikSmingas fibroblasty, kultivuoty 3D sglygomis, kiekio padidéjimas lyginant
su kontroline grupe (Norman ir kt., 2008). Tsai su grupe, atlik¢ eksperimentus
su zmogaus MKL, kuriuose buvo tiriama skirtingy tarplastelinés medziagos
baltymy jtaka lasteliy proliferacinéms savybéms in vitro, nustaté, kad | tipo
kolagenas lemia vélyvesnj augimo padidéjima. Sios grupés tyrimuose ZMKL,
augintos plastiko pavirSiuje bei fibronektino, laminino arba poli-L-lizino
turin¢iose mikroaplinkose, intensyviai proliferavo pirmgsias 96 val, véliau buvo
stebimas augimo sumazéjimas, tuo tarpu | tipo kolagenas skatino augima iki
septintos stebéjimo paros (Tsai ir kt., 2010). Misy tyrimy rezultatai parodé, kad
Lin lgsteliy proliferacijos intensyvumas reik§mingai padidéja tarplastelinés
medziagos komponenty turinCioje mikroaplinkoje visg stebéjimo laikg (4.4

pav.).
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4.4 pav. Kauly ¢iulpy Lin lasteliy proliferacija in vitro. Lastelés buvo kultivuojamos
pamatinés membranos komponenty gelyje (A) arba | tipo kolageno gelyje (B). Grafike
pateikti penkiy nepriklausomy tyrimy rezultaty vidurkiai = SN; p < 0.05 lyginant
skirtingomis sglygomis kultivuoty Igsteliy proliferacijos intensyvuma.

Lasteles kultivuojant | tipo kolageno gelyje, proliferacijos aktyvumas

lyginant su kontrole buvo didesnis nuo 1.2 iki 1.6 karty. Pamatinés membranos
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komponenty gelyje lasteliy proliferacija buvo didesné nuo 1.3 iki 2 karty.
Lyginant su pradiniu tasku (24 val.), reikSmingas proliferacijos padidéjimas
tarplastelinés medziagos komponenty turinc¢iose mikroaplinkose nustatytas po
skirtingo kultivavimo periodo. Iki 1.5 karty didesné proliferacija I tipo kolageno
gelyje ir pamatinés membranos komponenty gelyje nustatyta atitinkamai po 72
val. ir po 96 val. Kontrolinéje grupéje lastelés proliferavo iki 72 val. Literatiiroje
yra duomeny, kad skirtingi tarplastelinés medziagos baltymai in vitro sglygomis
veikia kity tipy lasteliy, kurios yra svarbios odos audinio pazeidimy atstatymui,
proliferacinj aktyvuma, jskaitant fibroblasty (Bott ir kt., 2010), keratinocity
(Visser ir Pollitt, 2010) bei atskiry kamieniniy lasteliy populiacijy (Penolazzi ir
kt., 2012). Segal ir bendraautoriai (2008) nustaté, kad optimaliausiai keratinocity
proliferacijai yra butini pamatinés membranos baltymai. Siy tyréjy
eksperimentuose Igstelés, kultivuotos | tipo kolageno turin¢ioje mikroaplinkoje,
pasizyméjo iki 14% Zzemesniu proliferaciniu aktyvumu nei kultivuotos
pamatinés membranos komponenty turin¢ioje mikroaplinkoje. Literatiiroje yra
duomeny, kad ZMKL, kultivuotos naudojant atskirus pamatinés membranos
komponentus arba jy miSinj, pastarosiomis sglygomis pasizymi ne tik ilgesniu
gyvavimu in vitro sglygomis, bet ir didesniu proliferaciniu aktyvumu
(Matsubara ir kt., 2004). Misy eksperimentuose visg stebé¢jimo laikg Lin
populiacijos lasteliy proliferacija aktyviausiai vyko mikroaplinkoje,
suformuotoje pamatinés membranos komponenty pagrindu. Sioje grupéje,
lyginant su I tipo kolageno gelyje kultivuotomis lgstelémis, didziausias Lin
populiacijos proliferacijos skirtumas (iki 1.5 karto) buvo nustatytas po 48 val. ir
po 96 val. (4.4 pav.).

Lasteliy migracija yra kitas esminis procesas, uztikrinantis audinio
vystymosi ir homeostazés palaikymg bei lemiantis zaizdy gijimo sékme
(Thampatty ir Wang, 2007). Migracijos tyrimams in vitro pasirinkome
standartizuotg lasteliy monosluoksnio mechaninj pazeidima (4.5 pav.), kuris yra
tinkamas jvertinti tarplgstelinés medziagos komponenty jtakg lasteliy

migracinéms savybéms (Liang ir kt., 2007).
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Oval.

24 val.

48 val.

72 val.

96 val.

4.5 pav. Kauly ¢iulpy Lin Igsteliy migracija in vitro. (A) Grupé, kurioje lastelés buvo
kultivuojamos I tipo kolagenu padengtame pavirsiuje. (B) Grupé, kurioje lastelés buvo
kultivuojamos pamatinés membranos komponentais padengtame pavirsiuje. (C)
Kontroliné grupé, kurioje Iastelés buvo kultivuojamos plastiko pavirSiuje. Didinimas
x40.

Miisy eksperimentuose Lin populiacijos lgsteliy migracija buvo
stebima odos audinio tarplastelinei medziagai buidingy komponenty pavirsiuje.
D¢l neginc¢ijamai svarbaus vaidmens palaikant audinio struktiirines bei Igsteliy
funkcines savybes tiek normaliuose vystymosi procesuose, tiek patologinémis
salygomis, I tipo kolagenas ir pamatinés membranos matrica yra vienos
dazniausiai pasirenkamy medziagy tokio pobiidzio tyrimams (Lee ir kt., 2001;

LeBleu ir kt., 2007; Hakkinen ir kt., 2011). Gauti rezultatai parodé¢, kad
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Sparciausiai reepitelizacijos procesas vyksta lasteles kultivuojant I tipo kolageno
paviriuje (4.5A pav.). Sioje grupéje visiskas paZzeidimo pasidengimas
migruojan¢iomis Lin lastelémis nustatytas po 72 val. Pamatinés membranos
matricos pavir§iuje reepitelizacijos procesas baigtas po 96 val (4.5B pav.). Siais
laitko momentais kontrolin¢je grupéje plastiko pavirSiuje kultivuoty lasteliy
monosluoksniy pazeidimai nebuvo padengti migruojanciomis Igstelémis (4.5C
pav.).

Misy tyrimuose taip pat buvo vertinama Lin lgsteliy migracijos in
vitro kinetika, pasirinktais laiko momentais matuojant lgstelémis nepadengto
pazeidimo pavirSiaus plotj skirtinguose matymo laukuose. Remiantis literatiiros
duomenimis, keratinocity, nuo kuriy migraciniy savybiy tiesiogiai priklauso
zaizdos reepitelizacijos sékmé organizme, migracija in Vvitro salygomis
patikimai skatina ne tik I tipo, bet ir IV tipo kolagenas, kuris yra vienas i§
pamatinés membranos komponenty. Tuo tarpu kai kuriy tipy lamininai (pvz., 1
ar 5 tipai), taip pat jeinantys j pamatinés membranos sudét], Siy 1gsteliy migracija
inhibuoja (O'Toole, 2001). Boleman ir bendraautoriai (2012), lygindami dermos
fibroblasty ir danties pulpos kamieniniy Igsteliy ir pirmtaky migracines savybes
In vitro, nustaté, kad, kulttiry neveikiant augimo veiksniais, abiejy tipy lastelés
sparCiausiai pazeidimo plota padengia migruodamos pamatinés membranos
komponenty misiniu padengtu pavirSiumi, skirtingai nuo atskirais jos baltymais
(lamininu ar fibronektinu) padengty pavirsiy. Intensyvis in vitro migracijos
tyrimai atliekami su dermos fibroblastais, kurie atlieka ypa¢ svarby vaidmen;
visg zaizdos gijimo laikotarpj. Literatiiroje yra duomeny, kad in vitro salygomis
I tipo kolagenas skatina fibroblasty migracijg papildomai nenaudojant augimo
veiksniy (Li ir kt., 2004). Hakkinen ir bendraautoriai (2011) tuo paciu metu
stebéje Zmogaus fibroblasty migracijg kolageno ir pamatinés membranos
matricos pavirS$iuje in vitro nustaté, kad pastarosiomis sglygomis Igsteliy
migracija vyksta iki dviejy karty grei¢iau. Misy darbe atlikty Lin Igsteliy
migracijos kinetikos in vitro tyrimy rezultatai pateikti 4.6 pav. Eksperimentuose
pirmosios migruojancios lastelés buvo stebimos | tipo kolageno turincioje

mikroaplinkoje jau po 8 val, taciau pazeidimo dydzio skirtumas lyginant su
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kitomis grupémis nebuvo patikimas. Po 24 val zaizdos padengimas didesnis
buvo pamatinés membranos matricos pavirSiuje nei | tipo kolageno pavirsiuje
kultivuoty lasteliy monosluoksnyje. PazZeidimai Siose grupése sumazejo
atitinkamai iki 50.78% ir 63.62%. Lyginant su kontroline grupe, tiriamosiose
grupése lastelémis nepadengty pavirsiy dydis Siuo laiko momentu sumazéjo iki
1.6 karto. Maziausig pazeidimo dydziy skirtumg tiriamosiose grupése nustatéme
po 48 val. Po 72 val I tipo kolageno pavirSiuje pasibaigus reepitelizacijos
procesui, pamatinés membranos komponenty matricos pavir§iuje paZeidimas
sieck¢ 24.89%. Pastarojoje grup¢je visiSkas paZeidimo padengimas
migruojan¢iomis Lin lgstelémis nustatytas po 96 val. Kontrolinéje grupéje po
72 val ir 96 val reepitelizacijos procesas nebuvo baigtas, Siais laitko momentais
migruojanéiomis lgstelémis nebuvo padengta atitinkamai 44.56% ir 31.29%

paZzeisto pavirSiaus.
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4.6 pav. Kauly c¢iulpy Lin lgsteliy migracijos in vitro Kinetika. Lastelés buvo
kultivuojamos plastiko pavirsiuje (A), | tipo kolagenu padengtame pavirsiuje (B) arba
pamatinés membranos komponentais padengtame pavirSiuje (C). Grafike pateikti
keturiy nepriklausomy tyrimy rezultaty vidurkiai £ SN; p < 0.05 lyginant i§gryninty
lasteliy migracijg skirtinguose pavirSiuose.

Siame darbe atlikty kauly ¢&iulpy Lin~  populiacijos lasteliy
proliferacijos ir migracijos tyrimy in vitro rezultatai parodé, kad odos audinio
tarplastelinei medZziagai biidingi komponentai reik§mingai veikia abu procesus.

Pamatinés membranos komponenty miSinys lemia aktyvesne lasteliy
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proliferacija, taciau I tipo kolagenas geriau veikia migracija. Abi medziagos
buvo panaudotos Lin Igsteliy transplantacijai | BALB/c linijos peliy visy odos

sluoksniy pazeidimus.

4.3. Lin Igsteliy jtakos odos audinio regeneracijai jvertinimas in vivo

Odos 7zaizdy gijimas yra nenutrukstamas procesas, taciau jo
apibiidinimui iSskiriamos trys pagrindinés, persidengiancios ir viena Kkitg
palaipsniui pakei¢ianc¢ios stadijos — uzdegimo, proliferacijos ir remodeliacijos
(Broughton ir kt., 2006). Kiekvienoje gijimo stadijoje vyksta specifinés
reakcijos, kuriose dalyvauja skirtingy tipy lastelés, atsakingos uz uzdegimo
kontrolg, epiderminio barjero atstatymg, granulinio audinio formavima,
tarplastelinés medziagos komponenty sintez¢ ir lemia atsinaujinusio audinio
struktiirines bei funkcines savybes (Reinke ir Sorg, 2012). Kauly ciulpy
nediferencijuoty Igsteliy vaidmuo skirtingy Zzaizdos gijimo stadijy metu gali biiti
tiesioginis arba netiesioginis (Wu ir kt, 2010). Audinio regeneracijos
efektyvumas priklauso nuo transplantuoty lgsteliy sugebéjimo isitvirtinti
pazeidimo Zzidinyje ir atlikti reikiamas funkcijas, kurias lemia transplantacijos
biido pasirinkimas bei Igsteliy sgveikos su mikroaplinka (Lam ir kt., 2013).

Eksperimentuose pelés buvo suskirstytos ] tris tiriamgsias grupes ir tris
kontrolines grupes. Tiriamosiose grupése j peliy odos pazeidimus buvo
transplantuotos Lin Igstelés, suspenduotos PBS tirpale, | tipo kolageno gelyje
arba pamatinés membranos komponenty gelyje. Kontrolinése grupése 1 peliy

zaizdas buvo injekuojama atitinkamo tirpalo be Iasteliy.

4.3.1. Pazeisto odos audinio atsistatymo makroskopiné analizé

[Soriniy veiksniy jtakai pazeistos odos regeneracijai objektyviai
jvertinti reikalingas tinkamas eksperimentinis modelis. Miisy darbe pasirinktas
Mechaninis visy odos sluoksniy pazeidimas apima tris pagrindines gijimo
stadijas ir yra tinkamas audinio atsistatymo metu vykstantiems morfologiniams

poky¢iams stebéti tiek mikroskopiniu lygiu, tieck makroskopiskai. Atvirksciai nei
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nudegimo modeliai, kuriuose pirmosiomis gijimo dienomis d¢l audiniy nekrozés
pazeidimas plinta uz pradiniy zaizdy krasty, mechaniniu biidu sukeltas
pazeidimas turi apibrézta, fiksuotg kraSta, todél modelis tinkamas Zaizdos
uzdarymo kinetinéms ypatybéms jvertinti (Gal ir kt., 2008). Sio darbo metu
zaizdos kiekvieng dieng po sukélimo buvo vertinamos vizualiai ir matuojamos.
Pazeidimo dydis procentais buvo apskai¢iuojamas lyginant su pradiniu
pazeidimu pirmajg eksperimento dieng. Gauti rezultatai parodé, kad Lin
lastelés reikSmingai skatina odos paZeidimo gijimg visose tiriamosiose grupése
lyginant su kontrolinémis grupémis (4.7 ir 4.8 pav.). Literatiroje dominuoja
atskiry kauly ciulpy kamieniniy lasteliy populiacijy jtakos odos audinio
regeneracijai tyrimy duomenys. Kauly ¢iulpy MKL poveikis pazeisto audinio
ploto sumazéjimui parodytas Tminiy ir létiniy Zzaizdy atvejais atliekant
Klinikinius tyrimus. Diabeto nulemty pédy opy gydymas derinant tiesioginj
MKL uZne$ima ir injekcijas 1 Zaizdy kraStus parodé sékminga pries tai negyjusiy
zaizdy pavirSiaus ploto sumazeéjimg (Vojtassak ir kt., 2006). Kity tyréjy
klinikése studijose kauly ¢iulpy MKL kartu su fibrino geliu buvo panaudotos
iminiy chirurginiy ir létiniy trauminiy Zaizdy gydymui. Abiem atvejais
nustatytas reikSmingas zaizdy sumaz¢jimas, priklausantis nuo lgsteliy kiekio
(Falanga ir kt., 2007). Vélesnése studijose diabetiniy Zaizdy gijimui skatinti
kauly ¢iulpy vienbranduoliy lasteliy frakcija buvo lokaliai transplantuota fibrino
ir kolageno geliuose. Siuose eksperimentuose 37% tiriamyjy Zaizdos galutinai
uzsitrauke, likusiuose nustatytas reikSmingas zaizdy ploto sumazéjimas (Ravari
ir kt., 2011). Misy gauti zaizdy gijimo pokyc¢iy kinetikos rezultatai pateikiami
4.7 pav. Tarp tiriamyjy ir kontroliniy grupiy statistiSkai patikimi skirtumai
nustatyti nuo pirmyjy gijimo dieny. Nuo 4-osios gijimo dienos, didZiausi
reikSmingi skirtumai nustatyti tarp zaizdy, j kurias buvo transplantuojamos Lin
lastelés | tipo kolageno gelyje ir visy kontroliniy grupiy. Iki 10-0sios paros
zaizdy dydziy skirtumai Siose grupése pakito nuo 1.5 iki 7.6 karto. Maziausi

skirtumy pokyc¢iai nustatyti tarp kontroliniy grupiy ir tiriamosios grupés, kurioje
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4.7 pav. Odos zaizdy gijimo in vivo kinetika. | visy odos sluoksniy pazeidimg buvo
injekuojama PBS tirpalo (A), Lin lasteliy PBS tirpale (B), | tipo kolageno gelio (C),
Lin lgsteliy I tipo kolageno gelyje (D), pamatinés membranos komponenty gelio (E)
arba Lin Igsteliy pamatinés membranos komponenty gelyje (F). Grafike pateikti trijy
nepriklausomy tyrimy rezultaty vidurkiai = SN; p < 0.05 lyginant su kontrole; * p <
0.05 lyginant zaizdas, j kurias buvo transplantuojamos lastelés skirtingose medziagose.

| zaizdas buvo injekuojamos Lin lgstelés, suspenduotomis pamatinés
membranos gelyje. Tarp Siy grupiy skirtumai pakito nuo 1.1 iki 2.9 karto. Tarp
grupiy, kuriose j paZeidimus buvo transplantuojamos Lin lgstelés skirtingose
medziagose, iki 3-i0sios paros reik§mingo zaizdy dydziy skirtumo nenustatéme.
Kiti autoriai, palyging lokaliai transplantuoty MKL jtakg zaizdos ploto
sumaz¢jimui, nustate, kad be pagalbinés medziagos injekuotos lgstelés patikimai
skatina gijima tik ankstyvosiose gijimo sadijose, o transplantacijai panaudojus
kolageno gelj reikSmingi skirtumai iSlieka visg stebéjimo laikg (Rustad ir kt.,
2012). Miisy tyrimuose patikimi skirtumai nustatyti nuo 4-0si0s tyrimo paros po
lasteliy transplantacijos iki eksperimento pabaigos tarp grupiy, kuriose peléms
buvo transplantuojamos Lin lIgstelés skirtingose medziagose. Didziausig
reikSmingg skirtumg tarp tiriamyjy grupiy nustatéme 10-3ja dieng. Grupéje,
kurioje Lin lastelés buvo injekuojamos kartu su I tipo kolageno geliu, zaizdos

dydis buvo 4.2 kartais mazesnis nei lgsteles injekuojant PBS tirpale ir 5.3 kartais
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mazesnis, nei po Lin Igsteliy transplantacijos pamatinés membranos
komponenty gelyje (4.7 pav.). Kity autoriy tyrimai rodo pazeisto odos audinio
atsistatymo  skirtumus Zzaizdas veikiant skirtingomis biomedziagomis,
panaudojant jas vienas arba derinant su kamieninémis lastelémis. Shokrgozar ir
bendraautoriai (2012) nustaté, kad zaizdos ploto sumazéjimas reikSmingai
skatinamas tik panaudojant biomedziagg su integruotomis MKL, bet ne be
lasteliy  (Shokrgozar ir kt., 2012). Kiti autoriai nustaté, kad I tipo kolageno
gelyje integruotos Igstelés patikimai lemia iki dviejy karty greitesnj visisSka
zaizdos sugijimg lyginant su pazeidimais, j kurias buvo injekuojamas gelis be
lasteliy (Lin ir kt., 2008). Musy tyrime, zaizdos sugijimas anks¢iausiai buvo
nustatytas 12-gja dieng po Lin lgsteliy transplantacijos | tipo kolageno gelyje.
Grupése, kuriose j zaizdas buvo injekuojamos Lin populiacijos lgstelés,
suspenduotos PBS tirpale arba pamatinés membranos komponenty gelyje, $iuo
laiko momentu zaizdy dydziai siek¢ atitinkamai 8.08+0.26% ir 9.58+0.57% (4.7
pav.). Siose grupése zaizdy nebebuvo 14-aja diena (4.8B ir F pav.).

A B C D E F
’ ... ‘ ..
- .-.-..
- ... .-

4.8 pav. Odos zaizdy gijimas in vivo. | visy odos sluoksniy pazeidimg buvo
injekuojama PBS tirpalo (A), Lin lasteliy PBS tirpale (B), | tipo kolageno gelio (C),
Lin lasteliy I tipo kolageno gelyje (D), pamatinés membranos komponenty gelio (E)
arba Lin lgsteliy pamatinés membranos komponenty gelyje (F).

Zaizdoms sugijus visose grupése, kuriose peléems buvo
transplantuojamos Lin 1gstelés, kontrolinése grupése tuo paciu metu pazeidimo
dydis beveik nesiskyré ir siecké iki 16.83+1.99% (4.8A, C ir E pav.). Kontroliniy
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grupiy peliy zaizdy matavimai parodé, kad skirtingos medziagos neturi jtakos
makroskopiniams vertinimo parametrams, todél galima teigti, kad PBS tirpalas,
I tipo kolagenas arba pamatinés membranos komponenty miSinys nepasizymi
gijima skatinan¢iomis savybémis (4.8A, C ir E pav.). Ta¢iau nustatyti skirtumai
tarp grupiy, kuriose peléms buvo transplantuojamos Lin lgstelés, leidZia
manyti, kad Sios medZiagos veikia transplantuojamy Igsteliy aktyvuma
pazeistame audinyje.

Atsizvelgiant | teigiamus rezultatus, gautus atlikus klinikines studijas
ir tyrimus su gyvinais, kamieniniy Igsteliy panaudojimas pazeistos odos
regeneracijai yra daug Zadantis. Nepaisant to, iki Siol néra aiSku, koks
transplantacijos budas yra efektyviausias, uztikrinantis lasteliy jsitvirtinimg bei
funkcijy palaikymg pazeistame audinyje. Reikalingi iSsamis tyrimai, kurie
parodyty ilgalaikj lasteliy terapijos poveiky ir leisty iSaiSkinti, kokiuose
specifiniuose procesuose pazeisto audinio mikroaplinkoje gali dalyvauti
transplantuotos Iastelés (Dabiri ir kt., 2013). Siy klausimy i$aiskinimui atliekami
intensyvis tyrimai, taciau literattiroje triikksta palyginamyjy studijy, jvertinanciy
kauly ¢iulpy daugiafunkciniy lgsteliy populiacijos poveikio odos Zaizdy gijimuli
efektyvuma, priklausantj nuo transplantacijai pasirinkty biomedziagy.

Iverting makroskopinius odos pazeidimo gijimo parametrus ir nustatg
reikSmingus skirtumus tarp tiriamyjy ir kontroliniy grupiy, atlikome histologine
gyjanéio audinio analize. Siam tikslui skirtingais laiko momentais pa¢méme
gyjan¢io audinio pavydZius ir paruoSéme histologinius preparatus.
Fluorescencinés mikroskopijos metodu jvertinome zyméty lasteliy integracija
pazeistame audinyje. Morfologiniams audinio poky¢iams gijimo metu nustatyti
histologiniai pavyzdziai buvo dazomi naudojant skirtingus histocheminius

metodus.

4.3.2. Lin lgsteliy integracijos pazeidimo Zidinyje jvertinimas
Transplantuoty lagsteliy integracija pazeidimo zidinyje lemia gijimo
efektyvumg. DazZna problema lgsteliy terapijoje yra silpnas transplantuoty

lasteliy jsitvirtinimas pazeistame audinyje, dél to jos apoptuoja arba migruoja i§
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pazeidimo zidinio ir nedalyvauja audinio regeneracijoje (Wong ir kt., 2013).
Problemos sprendimo biidams surasti, kritinis Zingsnis yra ne tik Igsteliy Saltinio
pasirinkimas, bet ir pagalbiniy medziagy, kurios biity tinkamos Iasteliy
transplantacijai bei uztikrinty efektyvig audinio regeneracijg, tyrimai (Yeum ir
kt., 2012). Musy eksperimentuose, prie§ transplantacijg Lin Igstelés buvo
zymimos membraniniu fluorescuojanciu dazu PKH26, kuris tinkamas
ilgalaikiam gyvy lgsteliy sekimui in vivo saglygomis. Pazymétos Lin Igstelés,
suspenduotos PBS tirpale, 1 tipo kolageno arba pamatinés membranos

komponenty geliuose, sudaré vienalytes suspensijas, kurios buvo injekuojamos

] visy odos sluoksniy pazeidimus (4.9 pav.).

4.9 pav. Kauly &iulpy Lin Igsteliy pasiskirstymas transplantacijai naudojamoje
medziagoje. Fluorescuojanéiu membraniniu dazu PKH26 paZymétos Lin Igstelés,
pasiskirs€iusios PBS tirpale (A), I tipo kolageno gelyje (B) ir pamatinés membranos
komponenty gelyje (C). Didinimas x100.

Fluorescencinés mikroskopijos metodu nustatéme, kad Lin lgstelés
pradinése gijimo stadijose jsitvirtina pazeistame audinyje, nepriklausomai nuo
to, kokioje medziagoje suspenduojamos prie§ transplantacija (4.10 pav.).
Stebédami Igsteliy integracija pazeidimo zidinyje visg gijimo laikg, nustatéme,
kad skirtingos medZiagos, panaudotos Lin Igsteliy injekcijai, lemia nevienoda
Sty lasteliy  iSlikimo trukme¢ ir pasiskirstymg gyjanciame audinyje.
Histologiniuose pavyzdziuose zyméty lasteliy aptikome iki 10 paros visose
tiriamosiose grupése. Vélesniais laiko momentais gyjancio audinio biopsijose
Lin lgsteliy nebeaptikome Zaizdose, j kurias lgstelés buvo injekuojamos PBS
tirpale. Grupése, kuriose peléms Lin  populiacijos lgstelés j pazeidimus buvo

suleidziamos su I tipo kolageno arba pamatinés membranos komponenty geliais,
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4.10 pav. Transplantuoty Lin lgsteliy integracija pazeistame audinyje. ISgrynintos
lastelés (1x10° Iast./pelei) buvo transplantuojamos PBS tirpale (A), 1 tipo kolageno
gelyje (B) arba pamatinés membranos komponenty gelyje (C). Preparatai dazyti DAPI
(mélyna spalva), transplantuotos lastelés zymétos PKH26 dazu (nurodytos rodyklémis;
raudona spalva) kaip nurodyta skyriuje Metodai. Didinimas x100.

zyméty lasteliy gyjanciuose audiniuose buvo iki paskutiniosios eksperimento
dienos (4.10B ir C pav.). Literattiroje yra priestaringy duomeny apie kamieniniy
lasteliy integracija pazeidimo Zidinyje. Kiti autoriai, atlike palyginamuosius
tyrimus, kuriuose kauly c¢iulpy MKL buvo injekuojamos | skirtingy tipy
pazeidimus, nustaté, kad teigiamas efektas islicka ir po to, kai pazeidimo
zidinyje transplantuoty lasteliy nebeaptinkama. Sie autoriai nustaté, kad
injekuotos lastelées paZzeidimo zidinyje sukuria mikroaplinka, ] kurig
pritraukiamos paties organizmo MKL ir pirmtakai, todél pazeistame audinyje
nebelikus transplantuoty lgsteliy ir toliau vyksta audinio regeneracija (Shin ir

Peterson, 2013). PrieSingus rezultatus gavo kita tyréjy grupé, kurios
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eksperimentuose riebalinio audinio MKL | peliy odos pazeidimus buvo
transplantuojamos PBS tirpale arba su kolagenine atramine medziaga.
Pastaruoju biidu transplantuotos lastelés pasizyméjo aktyvesne proliferacija ir
ilgalaikiu jsitvirtinimu paZeidimo zidinyje. Tuo paciu metu transplantuotos
kamieninés lgstelés be atraminés medziagos pazeistame audinyje
nejsitvirtindavo (Lam ir kt., 2013). Kiti tyréjai nustaté, kad su kolageno geliu
transplantuotos kauly ¢iulpy lgstelés gyjanéiame audinyje keicia savo buvimo
vietg. Ankstyvaisiais gijimo etapais Lin lastelés buvo aptinkamos arti zaizdos
pavirSiaus, o vélesniais — giliuosiuose pazeisto audinio sluoksniuose (Lin ir kt.,
2008). Miisy tyrime iki 7-osios steb&jimo paros visose grupése zymétos kauly
Ciulpy Lin lgstelés buvo tolygiai pasiskirséiusios pazeistame audinyje. Grupéje,
kurioje j Zaizdas Lin Iastelés buvo injekuojamos PBS tirpale, 10-3ja para
didzioji dalis lgsteliy buvo lokalizuotos zaizdos periferinéje dalyje (4.10A pav.).
14-3ja tyrimo dieng, grupése, kuriose Lin lgstelés buvo transplantuojamos
skirtinguose geliuose, Zzymétos lgstelés atsinaujinusioje dermoje buvo
iSsidésCiusios pavienémis grupelémis (4.10B ir C pav.).

Nustatéme, kad Lin lasteliy jsitvirtinimas ir pasiskirstymas
pazeidimo Zzidinyje priklauso nuo transplantacijai naudojamos medziagos.
Morfologinius poky¢ius po Lin lgsteliy transplantacijos gyjan¢iame audinyje

jvertinome panaudoj¢ skirtingus histocheminius metodus.

4.3.3. Lin lgsteliy jtakos paZeisto odos audinio atsistatymui jvertinimas
Pazeidus audinj, nedelsiant aktyvinamas uzdegiminis atsakas, kurio
metu 1§ Zaizdos mikroaplinkos paSalinami svetimkiiniai, uzkertamas kelias
infekcijoms ir nulemiamos vélesnés gijimo reakcijos. Uzsitesgs uzdegimas gali
lemti létiniy zaizdy atsiradimg bei intensyvy randéjima (Eming ir kt., 2007; Li
ir kt, 2007). Misy gauti rezultatai parodé, kad, praéjus parai po zaizdos
sukélimo, visy grupiy peliy pazeistame audinyje vyksta uzdegimas. Vertinant
uzdegiminiy lgsteliy infiltracija pazeistame audinyje nustatéme, kad,
priklausomai nuo lasteliy transplantacijai pasirinktos medziagos, uzdegimas

zaizdoje skirtingai iSreikstas (4.11 pav.).
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4.11 pav. Uzdegiminiy lgsteliy infiltracija paZzeidimo Zidinyje po 1 dienos. Lin Igstelés
(1x105 1ast./pelei) buvo transplantuojamos PBS tirpale (A), | tipo kolageno gelyje (B)
arba pamatinés membranos komponenty gelyje (C). (D) Kontroliné grupé. Dazymas
H&E. Didinimas x400.

Silpniausiai iSreikStas uzdegimas nustatytas zaizdose, j kurias Lin
lastelés buvo transplantuojamos | tipo kolageno gelyje (4.11B pav.). Grupése,
kuriose peléms buvo injekuojamos lgstelés, suspenduotos PBS tirpale (4.11A
pav.) arba pamatinés membranos komponenty gelyje (4.11C pav.), pazeisti
audiniai buvo gausiai infiltruoti uzdegiminémis lgstelémis ir nesiskyré nuo
kontrolinés grupés (4.11D pav.). Literatiiros duomenimis, vienas i§ kamieniniy
lasteliy teigiamg poveik] pazeidimy atsistatyme lemianciy veiksniy yra jy
priesuzdegiminés savybés (Biziuleviciené ir kt., 2007). Kauly ¢iulpy kamieniniy
lasteliy prieSuzdegiminis poveikis intensyviai tiriamas taikant skirtingus
uzdegimo modelius. Hemopoetinés linijos nediferencijuoty lgsteliy vaidmuo
uzdegimo metu visy pirma svarbus tuo, kad i$ iy lasteliy iSsivysto subrendusios
imunokompetentinés Igstelés (Oguro ir Iwama, 2007). Literatiroje yra
duomeny, kad HKL gebéjimas dalyvauti uzdegimo reakcijose yra trumpalaikis,
0 létinis uzdegimas Sioms lgsteléms gali biiti praziitingas (Schuettpelz ir Link,
2013). Skirtinguose uzdegimo modeliuose parodytas prieSuzdegiminis MKL
veikimas. Nustatyta, kad Sios Iastelés ankstyvosiose uzdegimo reakcijose
reik§mingai mazina uzdegiminiy citokiny IL-1, IL-6 ir TNF-a kiekius, kurie
indukuoja lasteliy apoptoze ir stabdo gijimo reakcijas (Zhang ir kt., 2013). Kiti
autoriai parodé, kad MKL pasiZzymi savybe uzdegimo reakcijose slopinti
limfocity populiacijy proliferacija ir aktyvinima, taip sumazindamos atmetimo
reakcijy rizikg ir prailgindamos transplanto iSgyvenimg (Bartholomew ir kt.,

2002). Specifinés nediferencijuoty lgsteliy funkcijos ankstyvosiose odos
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pazeidimy gijimo reakcijose néra iSaiSkintos (Chen ir kt., 2009). Misy
tyrimuose vertinant uzdegiminiy lasteliy infiltracija paZeidimo zidinyje
skirtumai tarp gyjanciy zaizdy, j kurias Lin 1gstelés buvo injekuojamos | tipo
kolageno gelyje ir kity tiriamyjy grupiy buvo nustatyti tik ankstyvosiose gijimo
stadijose. Praéjus 3 paroms po lasteliy transplantacijos, visose tiriamosiose
grupése, atvirk$¢iai nei kontrolinése, pazeistuose audiniuose pastebimos
uzdegiminiy lgsteliy infiltracijos nebenustatyta. Ankstyva uzdegimo stadijos
baigtis leidZia progresuoti vélesnéms gijimo stadijoms, sumaz¢jusi uzdegiminiy
lasteliy infiltracija pazeidimo zidinyje gali lemti audinio regeneracijg be rando
formavimosi.

TreCigja parg po Lin lasteliy transplantacijos paZeistame audinyje
buvo prasidéjusi proliferacijos stadija (4.12 pav.). Sios gijimo stadijos metu
formuojasi granulinis audinys, vyksta angiogenezé bei reepitelizacijos procesas,
kurio metu atstatomas apsauginis epiderminis barjeras tarp organizmo ir iSorinés
aplinkos (Braiman-Wiksman ir kt., 2007). Pazeistuose audiniuose po lasteliy
transplantacijos PBS tirpale (4.12A pav.), | tipo kolageno gelyje (4.12C) bei
pamatinés membranos komponenty gelyje (4.12E pav.) buvo nustatytas
ankstyvas granulinis audinys, kuriame dominuojancios Iastelés buvo makrofagai
ir maza dalis limfocity, taciau neturintis pastebimai isreiksto besiformuojanciy
kraujagysliy tinklo. Misy eksperimentuose, 3-13j3 parg po pazeidimo sukélimo,
visose tirlamosiose grupése nustatyta reepitelizacijos proceso pradzia (4.12B, D
ir F pav.). Zaizdy, j kurias Lin~ populiacijos lastelés buvo transplantuojamos
kartu su pamatinés membranos komponenty geliu arba PBS tirpalu, krastuose
matomas hiperplastinis epidermis, apibudinantis padidéjusig reepitelizacijos
procese dalyvaujanciy Iasteliy proliferacija (4.12D ir F pav.). Grupéje, kurioje |
peliy odos pazeidimus Lin Igstelés buvo transplantuojamos | tipo kolageno
gelyje, besiformuojantis epidermis tolygiai pasiskirstes padengtoje zaizdos
pavirSiaus dalyje ir yra nulemtas intensyvesnés lasteliy migracijos (4.12B pav.).
Zaizdose, j kurias nebuvo injekuojamos lastelés, 3-iaja gijimo para nustatytas
uzdegimas buvo stipriai iSreikStas centrinéje Zzaizdos dalyje ir silpniau

periferingje (4.12G), o reepitelizacijos procesas nebuvo prasidéjes (4.12H pav.).
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4.12 pav. Odos audinio gijimas po 3 dieny. Lin~ lastelés (1x10° last./pelei) buvo
transplantuojamos PBS tirpale (A, B), 1 tipo kolageno gelyje (C, D) arba pamatinés
membranos komponenty gelyje (E, F). (G, H) Kontroliné grupé. Dazymas H&E.
Didinimas x40 (kairéje) ir x100 (deSinéje). Santrumpos: Ep — epidermis; Gr —
granulinis audinys; In — uzdegiminiy lasteliy infiltracija. Punktyriné rodyklé nurodo
zaizdos sritj. Punktyrinis apskritimas pazymi zaizdos kraStuose prasidéjusj
epitelizacijos procesa.
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Miisy tyrimuose taip pat buvo vertinama reepitelizacijos proceso in
vivo Kkinetika, nuo 3-iosios paros hematoksilinu ir eozinu nudazytuose
histologiniuose pavyzdZiuose matuojant besiformuojant; epiderm; Zzaizdos
pavirSiuje. Epitelizacijos laipsnis buvo apskaiiuojamas pagal pradiniu
matavimo momentu gautg rezultatg ir iSreiSkiamas procentais. Literatiiros
duomenimis, kauly ¢iulpy kamieninés lastelés reepitelizacijos procesa skatina
iminése ir létinése zaizdose. Kity autoriy eksperimentuose nustatyta, kad
lokaliai transplantuotos MKL lemia iki dviejy karty greitesnj Zzaizdos
pasidengimg nauju epidermiu nei kontrolinése grupése (Mishra ir kt., 2012).
Tyréjy grupé, kurios eksperimentuose | peliy odos Zzaizdas buvo
transplantuojamos riebalinio audinio kamienings lgstelés, integruotos sudétinéje
kolageno ir silikono membranoje, nustaté uzdelsta reepitelizacijos process.
Lyginant su kontrolinémis zaizdomis, iki 1.5 karto didesnis reepitelizacijos
laipsnis po lasteliy transplantacijos buvo nustatytas tik vélesniuose gijimo
etapuose laipsnis (Nambu ir kt., 2009). PrieSingus rezultatus gavo tyréjai,
eksperimentuose panaudoje fibrino ir kolageno misinj kauly ¢iulpy MKL bei
amnioninio skys¢io kamieninéms lasteléms transplantuoti. Jie nustaté, kad
reepitelizacijos laipsnis po lasteliy transplantacijos yra iki 2 karty didesnis nuo
ankstyvyjy gijimo stadijy ir iSlicka visg stebéjimo laikg (Skardal ir kt., 2012).
Miisy eksperimentuose zaizdy pavir§ius nauju epidermiu greiciausiai pasidenge
po Lin lasteliy transplantacijos | tipo kolageno gelyje. Sioje grupéje
reepitelizacijos procesas buvo baigtas 5-3ja parg po pazeidimo. Tuo paciu metu
grupése, kuriose Lin Igstelés buvo transplantuojamos PBS tirpale arba
pamatinés membranos komponenty gelyje, naujas epidermis dengé atitinkamai
65.85+1.29% ir 59.83+2.22% zaizdy pavirsiaus. Siose grupése reepitelizacija
buvo pasibaigusi 7-aja gijimo dieng. Lyginant su kontrolinémis grupémis,
audiniuose po Lin lasteliy transplantacijos reikSmingas skirtumas nustatytas
visais matavimo momentais. Reepitelizacijos greitis skirtingomis dienomis
tirlamosiose grupése buvo nuo 2.1 iki 5.7 karto didesnis nei kontrolinése
zaizdose. Kontrolinése grupése pazeidimai nauju epidermiu pasidengé iki 11-

osios eksperimento dienos. Tarp zaizdy, j kurias buvo injekuojama PBS tirpalo,
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| tipo kolageno arba pamatinés membranos komponenty geliy be Lin 1gsteliy,

visg stebéjimo laikg reikSmingy skirtumy nenustatyta (4.13 pav.).

120
(=)
S 100
w
Z
o 80
E OA
%) =B
S, 60
'S mC
S
= 40 ab
+—
05)_ sE
g 20 - “F
O i

Gijimo laikas, dienos

4.13 pav. Naujo epidermio formavimasis Zaizdos pavirsiuje. Lin  Iastelés (1x10°
last./pelei) buvo transplantuojamos PBS tirpale (A), | tipo kolageno gelyje (B) arba
pamatinés membranos komponenty gelyje (C). Kontrolinése grupése j zaizdas buvo
injekuojama PBS tirpalo (D), I tipo kolageno gelio (E) arba pamatinés membranos
kompnenty gelio (F). Grafike pateikti trijy nepriklausomy tyrimy rezultaty vidurkiai +
SN; p < 0.05 lyginant skirtingy grupiy peliy zaizdas.

Odos pazeidimy, kuriy metu prarandami visi audinio sluoksniai,
gijimas daznai pasibaigia nepilnos audinio struktiiros ir daliniy funkcijy
atsistatymu (Reinke ir Song, 2012). Literatiros duomenimis, skirtingy tipy
kamieninés lgstelés skatina ne tik ankstyvuosius zaizdy gijimo etapus,
reikalingus pirminiam apsauginiam barjerui atkurti, bet ir gali prisidéti prie odos
audinio  papildomy struktiry, reikalingy pilnavertétms funkcijoms,
susiformavimo (Prabhakaran ir kt., 2012). Sékmingas regeneracijos procesas
priklauso ne tik nuo naudojamy lasteliy, bet ir medziagy pasirinkimo jy
lokalizavimui pazeidimo zidinyje. Kiti tyréjai nustaté, kad lastelés, zaizdos
pavirSiuje lokalizuotos kartu su dermos tarplastelinés medziagos komponenty
pagrindu sukurta matrica, atsinaujinan¢iame audinyje reikSmingai skatina
kraujagysliy tinklo formavimasi. Zaizdos, j kurias buvo transplantuojamos

ricbalinio audinio lastelés su silikono membrana, pasizyméjo uzdelstu
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reepitelizacijos procesu, sutrikusiu granulinio audinio ir kraujagysliy tinklo
formavimusi (Huang ir kt., 2012). Misy eksperimentuose, 12-3ja dieng po Lin
lasteliy transplanatacijos, atsinaujinusio audinio dermoje buvo susiformavusios

pagalbinés odos struktiiros (4.14 pav).
- -
- .

4.14 pav. Odos audinio gijimas po 12 dieny. Lin~ Iastelés (1x10° Iast./pelei) buvo
transplantuojamos PBS tirpale (A), | tipo kolageno gelyje (B) arba pamatinés
membranos komponenty gelyje (C). (D) Kontroliné grupé. Dazymas H&E. Didinimas
x100. Santrumpos: De — derma; Ep — epidermis. Rodyklés nurodo pagalbines audinio
struktiiras.

Nustatéme, kad atsinaujinusioje dermoje pagalbiniy struktiiry iSsidéstymas
priklauso nuo to, kokioje medziagoje lastelés buvo transplantuojamos. Grupéje,
kurioje peléms buvo injekuojamos Lin lgstelés PBS tirpale, pavienés struktiiros
i$sidésCiusios periferingje atsinaujinusio audinio dalyje ir ar¢iau epidermio
(4.14A pav.). Visame dermos plote besiformuojantys odos priedai pasiskirste
grupése, kuriose j zaizdas buvo transplantuojamos lastelés I tipo kolageno gelyje
(4.14B pav.) arba pamatinés membranos komponenty gelyje (4.14C pav.).

Taciau pastarojoje grup¢je tankesnis atsinaujinusiy struktiry iSsidéstymas
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lyginant su centrine zaizdy dalimi nustatytas taip pat periferin¢je dalyje. Odos
priedy pasiskirstymas dermoje susijes su skirtingu Lin lgsteliy jsitvirtinimu
pazeidimo zidinyje po transplantacijos. Visose grupése, kuriose peléms buvo
injekuojamos lastelés, 12-3ja parg susiformaves sveikam audiniui prilygstantis
diferencijuoto epidermio sluoksnis. Siuo metu kontrolinése grupése pazeidimo
zidinyje esantis granulinis audinys ir platus nediferencijuoto epidermio
sluoksnis apibiidina dar nepasibaigusig proliferacijos stadijg (4.14D pav.).
Dermos tarplastelinés medZiagos atsinaujinimas gyjant visy odos
sluoksniy pazeidimams lemia galutines audinio struktiirines ir funkcines savybes
(Diegelmann ir Evans, 2004). Miisy tyrime buvo vertinamas pagrindinio dermos
tarplastelinés medziagos komponento kolageno formavimasi (4.15 pav.). Kauly
Ciulpy lasteliy vaidmuo pazeisto audinio tarplgstelinés medziagos formavimuisi
vertinamas prieStaringai. Mori su grupe peliy odos pazeidimo modelyje parode,
kad atsinaujinant dermai didzioji dalis (iki 62%) lasteliy, atsakingy uz
tarplastelinés medziagos komponenty sekrecijg pazeidimo Zidinyje, yra kilusios
i§ kauly ¢iulpy nediferencijuoty lasteliy (Mori ir kt., 2005). PrieSingus rezultatus
gavo Higashiyama su grupe. Sie autoriai parodé, kad pagrindinis tarplastelinés
medziagos komponenty Saltinis gyjant odos Zzaizdoms yra dermoje
reziduojancios lgstelés, o kauly Ciulpy lasteliy vaidmuo kolageno produkavime
nebuvo patvirtintas (Higashiyama ir kt., 2011). Misy eksperimentuose,
kolageno skaidulos atsinaujinusio audinio dermoje nustatytos 14-3ja dieng po
Igsteliy transplantacijos skirtingose medziagose. Grupéje, kurioje Lin Igstelés
buvo transplantuotos PBS tirpale, tarplastelinéje medziagoje visame dermos
plote pastebimos plonos, horizontaliai i$sidésciusios kolageno skaidulos (4.15A
pav.). Lyginant su sveiko audinio tarplastelinés medziagos iSsidéstymu, Sioje
grupéje matoma nebaigta kolageno brendimo stadija. Po Igsteliy transplantacijos
I tipo kolageno arba pamatinés membranos komponenty gelyje, dermoje
susiformavusios tvirtos, intensyviai nusidaziusios kolageno skaidulos (4.15B ir
C pav.), rodancios brandesnj tarplgstelinj kolageng. Taéiau grupéje, kurioje Lin
lastelés buvo transplantuojamos su pamatinés membranos komponenty geliu,

centrinéje atsinaujinusios dermos dalyje, kolageno skaidulos linkusios formuoti
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tinklines strukttiras, kurios btdingos randiniam audiniui (4.15B pav.).
Literatiiroje yra duomeny apie kamieniniy Igsteliy jtakg dermos kolageno
atsinaujinimui, tac¢iau neaiSku, kokiu keliu transplantuotos lgstelés veikia $i
procesa. Keletas skirtingy tyréjy eksperimenty parode, kad j visy odos sluoksniy
pazeidimus transplantuotos MKL skatina kolageno produkcijg stimuliuodamos
endogeniniy fibroblasty proliferacija ir migracija pazeidimo Zidinyje
parakrininiu keliu, o ne veikdamos tiesiogiai. Parodyta, kad Sios lastelés,
transplantuotos panaudojant dermos komponenty pagrindu suformuotas
biomedziagas, reikSmingai skatina kolageno atsinaujinimg vélyvuosiuose gijimo
etapuose lyginant su Zaizdomis, ] kurias lgstelés transplantuojamos be
pagalbinés medziagos (Nie ir kt., 2009; Meruane ir kt., 2012). Kiti autoriai
nustate, kad transplantuotos kauly ¢iulpy kamieninés 1gstelés pasizymi ilgalaikiu
poveikiu zaizdos mikroaplinkoje ir atsinaujinancioje dermoje teigiamai veikia
kolageno depozicija. Lyginant su audinio endogeninémis lastelémis, Kurios
atsakingos uz tarplastelinés medziagos formavimasi, po kauly Ciulpy Iasteliy
transplantacijos pasiekiamas natyviam audiniui artimas kolageno i$sidéstymas
ir slopinamas randéjimo procesas (Fathke ir kt., 2004). Misy tyrime
atsinaujinancioje dermoje 14-gja parg po Lin lasteliy transplantacijos
skirtingose biomedZziagose nustatytas tarplgstelinés medziagos kolageno
formavimasis (4.15A, B ir C pav.). Tuo paciu metu grupése, kuriose peléms j
zaizdas buvo injekuojama PBS tirpalo, I tipo kolageno arba pamatinés
membranos komponenty geliy be lgsteliy, matomas susiformaves granulinis
audinys, kuriame natyviam audiniui buidingy kolageno skaiduly nenustatéme
(4.15D, E ir F pav.). Gauti rezultatai parodo, kad panaudotos medZiagos
neskatina Zzaizdos mikroaplinkoje esan¢iy endogeniniy Iasteliy poveikio
tarplgstelinés medziagos atsistatymui, taciau turi jtakos transplantuojamy kauly

Ciulpy Iasteliy aktyvumui atsinaujinant pazeistos 0dos dermai.
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4.15 pav. Tarplastelinés medZziagos i$sidéstymas atsinaujinusiame odos audinyje. Lin
lastelés (1x10° lIast./pelei) buvo transplantuojamos PBS tirpale (A), | tipo kolageno
gelyje (B) arba pamatinés membranos komponenty gelyje (C). Kontrolinése grupése |
pazeidimus buvo injekuojama po 100 ul PBS tirpalo (D), I tipo kolageno gelio (E) arba
pamatinés membranos komponenty gelio (F). DaZzymas Masson trichromo
histocheminiu metodu. Didinimas x100. Punktyriné linija nurodo ribg tarp sveiko
audinio ir zaizdos. Apskritimas pazymi sritis, kuriose kolagenas formuoja natyviam
audiniui budingas skaidulas.

Gyjancio audinio histologinés analizés metu nustatyti pokyciai gal¢jo
biiti nulemti mikroaplinkoje esanciy citokiny, kuriy raiskai jtakos galéjo turéti
transplantuotos Igstelés. Tam jvertinti pasirinkome kiekybin;j realaus laiko PGR
metodg. Skirtingais odos gijimo momentais paimtuose audinio pavyzdziuose

buvo vertinami citokiny, svarbiy regeneracijos procesui, geny raiskos poky¢iai.

84



4.3.4. Lin lgsteliy poveikis citokiny geny raiskai

Pastaruoju metu vis didesnis démesys skiriamas kamieniniy Igsteliy
autokrininiam bei parakrininiam veikimui. Manoma, kad S$ios lgstelés gali
sekretuoti veiksnius, kurie pazeidimo zidinyje kontroliuoja mikroaplinkos
molekuliy ir audinio lasteliy saveikas, veikia jy proliferacija, migracija,
dalyvauja uzdegimo reakcijose ir tarplastelinés medZiagos organizavime,
pasizymi angiogenezés proceso skatinimu (Gnecchi ir kt., 2008; Baraniak ir
McDavid, 2010). Miisy darbe buvo tiriami citokiny TGF-B, VEGF, IL-10 ir
TNF-a geny raiSkos pokyciai gyjan¢iame audinyje. Taikant realaus laiko PGR
metoda, citokiny geny raiSkos pokyciai gyjan¢iame audinyje buvo vertinami
pagal jy raiska sveikame audinyje. Amplifikuoto produkto dydis patvirtintas po
elektroforezés 1.2% agarozés gelyje (4.16 pav.).

A B C D
250 bp
500 bp 500 bp 500 bp

4.16 pav. Tiriamyjy geny produkty elektroforetiné analizé. Gauti TGF-$ (A), VEGF
(B), TNF-a (C) ir IL-10 (D) geny produkty dydziai atitinka teoriskai iSskai¢iuotus 241
bp, 457 bp, 511 bp ir 534 bp atitinkamai.

Pradinése zaizdy gijimo stadijose svarbus pusiausvyros palaikymas
tarp uzdegiminiy ir prieSuzdegiminiy citokiny, uztikrinantis laiku prasidedancias
ir pasibaigiancias proceso reakcijas, lemia nuosekly ir s€kmingg naujo audinio
formavimasi (Behm ir kt., 2012). Miisy tyrimuose buvo vertinama uzdegiminio
citokino TNF-a ir prieSuzdegiminio citokino IL-10 geny raiSska gyjan¢iame
audinyje (4.17 pav.). Kiti autoriai atliko tyrimus, kuriuose j peliy odos
pazeidimus buvo transplantuojamos fibrino gelyje inkapsuliuotos HKL.

Gyjancio audinio méginiuose buvo tiriama citokiny, dalyvaujan¢iy uzdegimo
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reakcijose, raiSka. Nustatyta, kad ankstyvosiose gijimo stadijose transplantuotos
lastelés, lyginant su kontrolinémis grupémis, reikSmingiausiai slopina
uzdegiminio TNF-a sekrecija, taciau patikimai neskatina prieSuzdegiminio IL-
10 kiekio pazeidimo zidinyje (Pedroso ir kt., 2011). Mes nustatéme, kad po Lin
lasteliy transplantacijos pradinése gijimo stadijose reikSmingai kinta abiejy

citokiny, IL-10 ir TNF-a, geny raiska (4.17).
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4.17 pav. Uzdegime dalyvaujaniy citokiny geny raiSkos pokyciai gyjanciame
audinyje. Lin~ lastelés (1x10° 1ast./pelei) buvo transplantuojamos PBS tirpale (A), |
tipo kolageno gelyje (B) arba pamatinés membranos komponenty gelyje (C).
Kontrolinése grupése i zaizdas buvo injekuojama PBS tirpalo (D), I tipo kolageno gelio
(E) arba pamatinés membranos kompnenty gelio (F). Citokiny TNF-a (a) ir IL-10 (b)
MRNR kiekybinis vertinimas atliktas realaus laiko PGR metodu. Tiriamojo geno
raiSkos lygis normalizuotas pagal B-aktino raiSka ir kiekybiSkai jvertintas pagal
viduting Ct (slenkstinis ciklas) verte. Rezultatai iSreiksti kaip mRNR raiskos zaizdose
ir sveikame audinyje santykis. * p < 0.05 lyginant su kontrole; # p < 0.05 lyginant su
zaizdomis, 1 kurias buvo transplantuojamos lastelés PBS tirpale arba pamatinés
membranos komponenty gelyje.
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Uzdegiminio citokino TNF-a raiska, lyginant su kontrolinémis
grupémis, PO l-osios dienos buvo sumazéjusi nuo 2 karty grupéje, kurioje
lastelés transplantuotos pamatinés membranos komponenty gelyje, iki 3.5 karty
po lasteliy transplantacijos kolageno gelyje. DidZiausias skirtumas nustatytas 2-
aja diena po Lin lasteliy transplantacijos kolageno gelyje. Sioje grupéje TNF-
o raiSka audinyje buvo 22 kartus mazesné nei ] Zaizdas netransplantuojant
lasteliy ir iki 5 karty maZesné nei po transplantacijos kitose medziagose
suspenduotomis Igstelémis. Reik§mingai sumazéjusi raiSka gyjanéiame audinyje
po Lin Igsteliy transplantacijos isliko iki 4-0sios tyrimo dienos (4.17a pav.).
Kity autoriy parodytas kauly ¢iulpy kamieniniy Igsteliy vaidmuo slopinant TNF-
o produkavimg pazeidimo Zidinyje lemia Siy lasteliy tyrimus, norint jas
panaudoti létinéms Zaizdoms, kuriy uzdelstas gijimas tiesiogiai susijgs su
padidéjusia ilgalaike Sio uzdegiminio citokino raiska (Aggarwal ir Pittenger,
2005). Kanji su grupe tyrimuose in vitro ir in vivo parodé, kad virkstelés kraujo
HKL priesuzdegiminés savybés susijusios su padidéjusia IL-10 sekrecija. Sie
autoriai in vitro salygomis parodé, kad HKL stimuliuojant uzdegiminiu citokinu
TNF-a, priesuzdegiminio 1L-10 raiska per 24 valandas padidéja iki 3.5 karty.
Tas pacias lgsteles transplantavus ] peliy odos pazeidimus, ilgalaikio steb&jimo
metu buvo nustatytas reik§mingas IL-10 raiskos padidéjimas skirtingose gijimo
stadijose (Kanji ir kt., 2014). Misy tyrimuose IL-10 anksciausiai nustatytas
praéjus parai po Lin Igsteliy transplantacijos PBS tirpale arba kolageno gelyje,
bet ne pamatinés membranos komponenty gelyje ir kontrolinése grupése. Siuo
laiko momentu tarp abiejy grupiy reikSmingy skirtumy nebuvo. Antrgjg tyrimo
dieng po lasteliy transplantacijos kolageno gelyje IL-10 raiska zaizdose buvo 1.1
ir 2 kartus didesné nei grupése, kuriose lastelés buvo transplantuojamos PBS
tirpale arba pamatinés membranos komponenty gelyje, atitinkamai. Reik§mingai
padidéjusi IL-10 raiSka paZeistame audinyje, lyginant su kontrolinémis
grupémis, po Lin populiacijos Igsteliy transplantacijos isliko iki 4-0sios dienos
(4.17b pav.).
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Literatiros duomenimis, gyjant odos zaizdoms, TGF- pasizymi
plagiausiu veikimo spektru. Sis augimo veiksnys uztikrina skirtingy tipy lasteliy
proliferacija ir migracijg visose zZaizdy gijimo stadijose, taip pat dalyvauja
tarplgstelinés medziagos depozicijoje rando brendimo metu (Beanes ir kt.,
2003). Miisy tyrimuose padidéjusi TGF-p raiska gyjan¢iame audinyje nustatyta
visg stebéjimo laikg po Lin Igsteliy transplantacijos, nepriklausomai nuo

transplantacijai panaudotos medziagos (4.18 pav.).
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4.18 pav. TGF-B geny raiskos poky¢iai gyjan¢iame audinyje. Lin  lastelés (1x10°
last./pelei) buvo transplantuojamos PBS tirpale (A), | tipo kolageno gelyje (B) arba
pamatinés membranos komponenty gelyje (C). Kontrolinése grupése j Zaizdas buvo
injekuojama PBS tirpalo (D), I tipo kolageno gelio (E) arba pamatinés membranos
kompnenty gelio (F). Citoking mRNR kiekybinis vertinimas atliktas realaus laiko PGR
metodu. Tiriamojo geno raiSkos lygis normalizuotas pagal B-aktino raiSka ir
kiekybiskai jvertintas pagal viduting C: (slenkstinis ciklas) verte. Rezultatai iSreiksSti
kaip mRNR raiskos zaizdose ir sveikame audinyje santykis. * p < 0.05 lyginant su
kontrole.

Lyginant su kontrolinémis grupémis, kuriose | zaizdas buvo
injekuojama PBS tirpalo, kolageno arba pamatinés membranos komponenty
geliy be lasteliy, patikimi skirtumai po lasteliy transplantacijos nustatyti nuo 3-
iosios iki 10-osios tyrimo pary (4.18 pav.). Siose grupése santykiné TGF-B
raiSka buvo nuo 1.5 iki 5.9 karty didesné (atitinkamai 9-3ja ir 3-igjg dienomis).
Kity autoriy tyrimuose in Vitro saglygomis parodyta kamieniniy lasteliy savybé

produkuoti keleta zaizdy gijimui svarbiy citokiny, tarp jy ir TGF-p, taciau in vivo
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modeliuose gauti rezultatai priestaringi. Shen ir bendraautoriai, tyre¢ citokiny
raiSka in vitro sglygomis i§ PLGA/chitozano atraminés medZziagos ir riebalinio
audinio MKL suformuotame dermos sluoksnyje, nustaté, kad salyginai didelé
TGF-P raiska i§laikoma ilga laika. Siuos dirbtinius dermos sluoksnius perkélus
1 peliy odos pazeidimus parodytas reikSmingas zaizdos ploto sumazéjimas ir
organizuotos tarplastelinés medziagos atsistatymas, taciau nepatvirtintas TGF-f3
raiSkos pokytis in vivo sglygomis (Shen ir kt., 2013). Kity autoriy tyrimuose
nustatyta, kad nors TGF-p raiska pazeistame audinyje, lyginant su kitais augimo
veiksniais (VEGF, PDGF, EGF), yra silpnesné, tac¢iau patikimai kinta visose
gijimo stadijose (Kwon ir kt., 2008). Misy eksperimentuose Lin Igsteliy
transplantacijai j odos Zaizdas panaudotos medziagos TGF-f raiskai jtakos
neturéjo. Tarp grupiy, kuriose Igstelés j pazeidimus buvo transplantuojamos PBS
tirpale arba | tipo kolageno gelyje ir grupés, kurioje Igstelés transplantuotos
pamatinés membranos komponenty gelyje, skirtumas nustatytas tik 7-aja
stebéjimo para, taciau jis nebuvo patikimas. Tarp grupiy, kuriose j Zaizdas buvo
injekuojama PBS tirpalas, kolageno arba pamatinés membranos komponenty
geliai be Lin lgsteliy, skirtumy visg stebéjimo laikg nenustatyta (4.18 pav.).
Literatiros duomenimis, TGF-B zaizdy gijimo metu skatina kity angiogeniniy
citokiny sinteze ir aktyvina efektoriniy hemopoetiniy lgsteliy, stimuliuojanciy
naujy kraujagysliy formavimasi, pritraukimg j pazeidimo zidinj (Wong ir
Crawford, 2013). Angiogenezés reguliavime dalyvauja keletas augimo veiksniy,
taciau didziausiu poveikiu pasizymi VEGF (Bao ir kt., 2009). Miisy tyrimuose
nustatyta, kad VEGF rai$ka po Lin lasteliy transplantacijos reik§mingai kinta
iki 8-osios gijimo paros. Visose grupése, kuriose ] zaizdas buvo
transplantuojamos lastelés, pazeistame audinyje padidéjusi VEGF raiska,
atvirksc¢iai nei TGF-P, patikimai skyrési nuo kontroliniy grupiy nuo pirmosios
dienos po transplantacijos (4.19 pav.). Wu su grupe, tyre kauly ¢iulpy MKL jtakg
angiogenez¢Es procesui atsinaujinanciame odos audinyje, nustaté, kad po lasteliy
transplantacijos létinése Zaizdose reik§Smingai padidéja kapiliary tinklo
tankumas, taciau transplantuoty lasteliy neaptiko diferencijuotose kraujagysliy

struktiirose. Sie autoriai patvirtino parakrininj MKL veikima, nustate
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padidéjusia VEGF raiska odos Zzaizdose po lasteliy transplantacijos Vvisose
gijimo stadijose (Wu ir kt., 2007). Kiti autoriai, tyr¢ kauly ¢iulpy MKL ir ELP
itaka uZzdelsto gijimo Zaizdoms peliy modeliuose, parodé, kad kraujagysliy
tinklas pazeistame audinyje reikSmingiausiai padidéja transplantuojant ne
atskiras §iy lasteliy populiacijas, bet pasirinkus jy derinj. Sie autoriai nustaté,
kad po lasteliy transplantacijos, VEGF kiekis gyjan¢iame audinyje reikSmingai
padidéja visose grupése vystantis proliferacijos stadijai, taciau neskatinama
ankstyvosiose gijimo stadijose ir prasidéjus remodeliacijos stadijai (Sukpat ir
kt., 2013). Miusy eksperimentuose didziausias VEGF raiskos skirtumas
pazeistame audinyje po Lin lgsteliy transplantacijos lyginant su kontrolinémis
grupémis nustatytas vykstant uzdegimo stadijai (iki 4-0sios stebéjimo dienos)
(4.19 pav.).
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4.19 pav. VEGF geny raiskos poky¢iai gyjan¢iame audinyje. Lin  Igstelés (1x10°
last./pelei) buvo transplantuojamos PBS tirpale (A), | tipo kolageno gelyje (B) arba
pamatinés membranos komponenty gelyje (C). Kontrolinése grupése j Zaizdas buvo
injekuojama PBS tirpalo (D), I tipo kolageno gelio (E) arba pamatinés membranos
kompnenty gelio (F). Citoking mRNR kiekybinis vertinimas atliktas realaus laiko PGR
metodu. Tiriamojo geno raiSkos lygis normalizuotas pagal B-aktino raiSka ir
kiekybiskai jvertintas pagal viduting C: (slenkstinis ciklas) verte. Rezultatai iSreiksSti
kaip mRNR raiskos zaizdose ir sveikame audinyje santykis. * p < 0.05 lyginant su
kontrole; # p < 0.05 lyginant su Zaizdomis, j kurias buvo transplantuojamos lgstelés
PBS tirpale arba pamatinés membranos komponenty gelyje.
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Nepriklausomai nuo transplantacijai pasirinktos medziagos, skirtumas sieké nuo
2.7 iki 5.9 karty (atitinkamai 1-3ja ir 3-igja stebéjimo dienomis). Vystantis
proliferacijos stadijai, VEGF raiska buvo sumazéjusi, ta¢iau iSliko didesné nei
kontrolinése grupése. Santykiné Sio citokino raiska po lgsteliy transplantacijos
buvo nuo 2 karty 5-3ja iki 1.7 karty 7-3jg tyrimo dieng didesné nei kontrolinése
grupése. NUuo 9-osios dienos patikimy skirtumy nenustatyta (4.19 pav.). Kiti
autoriai, taikydami peliy odos pazeidimo modelj, parodé, kad VEGF raiska
reikSmingai padidéja po lokalios kauly ¢iulpy MKL transplantacijos kolageno
gelyje, taciau nekinta po $iy lasteliy injekcijos PBS tirpale (Rustad ir kt., 2012).
Misy eksperimentuose, lyginant su kontrolinémis grupémis, VEGF raiSka
padidéjo visose grupése, kuriose j Zaizdas buvo injekuojamos Lin  populiacijos
lastelés. Po Lin lasteliy transplanatcijos PBS tirpale, kolageno arba pamatinés
membranos komponenty geliuose, pazeistame audinyje VEGF raiskos skirtumai
nustatyti ankstyvosiose gijimo stadijose, ta¢iau patikimas skirtumas buvo tik 3-
iaja dieng. Zaizdose, j kurias lastelés transplantuotos kolageno gelyje, nustatyta
iki 1.7 karty didesné VEGF rai$ka nei zaizdose, j kurias Lin Igstelés buvo
injekuojamos PBS tirpale arba pamatinés membranos komponenty gelyje.
Kontrolinése grupése, kuriose j pazeidimus buvo injekuojamos skirtingos
medZiagos be Igsteliy, nei viename steb¢jimo taske skirtumy nenustatyta (4.19
pav.).

Citokiny geny raiSkos tyrimai paZeistame odos audinyje parodé¢, kad
skirtingose gijimo stadijose Lin populiacija lemia TGF-B, VEGF ir IL-10
raiSkos padidéjima bei TNF-a raiSkos sumazéjima. Transplantacijai panaudoti |
tipo kolageno arba pamatinés membranos komponenty geliai neturi jtakos TGF-
B ir VEGF raiskai, taciau skirtingai veikia ankstyva TNF-a raiskos slopinimg ir
IL-10 kiekio padidéjimg. Po lokalios Lin Igsteliy transplantacijos kolageno
gelyje, uzdegiminio ir prieSuzdegiminio citokiny geny raiSka reikSmingai
skyrési ne tik nuo kontroliniy grupiy, bet ir nuo grupiy, kuriose lastelés buvo
transplantuojamos PBS tirpale arba pamatinés membranos komponenty gelyje.
Manome, kad tai susij¢ su ankstyviausia transplantuoty lasteliy adaptacija

svetimoje zaizdos mikroaplinkoje.
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4.4. Rezultaty apibendrinimas

Kamieniniy lgsteliy panaudojimas sutrikusio gijimo odos Zaizdoms
regeneruoti yra perspektyvus dél unikaliy $iy Igsteliy savybiy nuolat atsinaujinti
ir diferencijuotis | keleto tipy subrendusias lasteles (Prentice, 2006). Kauly
Ciulpai yra vienintelis suaugusio organizmo organas, kuriame be primityviausiy
HKL ir MKL taip pat yra lasteliy pirmtakiy, pasizyminéiy panaSiomis
regeneracinémis savybémis. Visos nediferencijuotos kauly ciulpy Iastelés
aptinkamos Lin  populiacijoje ir sgveikaudamos tarpusavyje bei su
mikroaplinkos molekulémis iSlaiko savo funkcines savybes (Wu ir kt., 2010).
Siame darbe Lin Igstelés buvo panaudotos paZeisto audinio regeneracijai
skatinti BALB/c linijos peliy visy odos sluoksniy pazeidimo modelyje in vivo.

Darbo metu, magnetiniu lgsteliy atskyrimo metodu 1§ bendros peliy
kauly ¢iulpy populiacijos buvo iSgrynintos Lin lastelés. Fenotipiné analizé
parodé, kad Sioje populiacijoje 81.89+2.92% Iasteliy ekspresuoja CD117
pavirSiaus Zymenj, 16.46+£3.51% — Sca-1, 9.48+2.93% — CD90, 5.53+1.8% —
CD29, 6.64+0.93% — CD113. Visi Sie Zymenys budingi primityviy lasteliy
populiacijoms. Lyginant su bendra kauly ¢iulpy populiacija, Lin  populiacijoje
nustatéme iki 13 karty didesn¢ nediferencijuoty lgsteliy Zymeny raiska.

Kamieniniy Igsteliy ir pirmtakiy proliferacija bei migracija priklauso
nuo sgveiky su tarplastelinés medziagos komponentais ir yra svarbiis procesai,
kurie lemia audinio regeneracijos sékme. Atskirai proliferacijos ir migracijos
procesus tirti in vivo salygomis yra sudétinga dél vienu metu vykstanciy
daugybes persidengianciy reakcijy (Amadeu ir kt., 2003). Lasteliy proliferacijos
ir migracijos modeliavimas in vitro suteikia vertingy ziniy ruoSiant lasteles
transplantacijai in vivo (Liang ir kt., 2007). Siame darbe jvertinome, kaip Lin
lasteliy proliferacija ir migracija priklauso nuo odos audinio tarplastelinei
medziagai biidingy komponenty in vitro. Tyrimams pasirinkome I tipo kolagena
ir pamatinés membranos komponenty (laminino, IV tipo kolageno, entaktino bei
heparino sulfato) miSinj. Nustatéme, kad pamatinés membranos komponenty

misinys lemia iki 1.5 karto didesnj Igsteliy proliferacijos aktyvuma, o | tipo
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kolagenas patikimai skatina Igsteliy migracines savybes. Abi medziagos buvo
panaudotos Lin lgsteliy transplantacijai j zaizdy modelj in vivo.

Odos 7Zaizdy gijimas yra nenutrukstamas procesas, taciau jo
apibiidinimui iSskiriamos trys pagrindinés, persidengiancios ir viena Kkitg
palaipsniui pakei¢ian¢ios stadijos — uzdegimo, proliferacijos ir remodeliacijos
(Broughton ir kt., 2006). Kiekvienoje gijimo stadijoje vyksta specifinés
reakcijos, kuriose dalyvauja skirtingy tipy lastelés, atsakingos uz uzdegimo
kontrole, epiderminio barjero atstatymg, granulinio audinio formavima,
tarplastelinés medziagos komponenty sintez¢ ir lemia atsinaujinusio audinio
struktiirines bei funkcines savybes (Reinke ir Sorg, 2012). Misy tyrime buvo
atliekama lokali Lin lgsteliy, suspenduoty PBS tirpale, I tipo kolageno arba
pamatinés membranos komponenty geliuose, transplanatcija ] visy odos
sluoksniy pazeidimg, sukelta BALB/c linijos pelése. Nustatéme, kad Igstelés,
transplantuotos | tipo kolageno gelyje, lemia ankstyviausig zaizdos sugijima.
Makroskopin¢é analizé parode, kad po pastarosios transplantacijos, Zaizdos
sugyja iki 12-osios dienos. Grupése, kuriose peléms j zaizdas buvo injekuojama
Lin lasteliy, suspenduoty PBS tirpale arba pamatinés mebranos komponenty
gelyje, visy pazeidimy atsistatymas nustatytas iki 14-osios paros. Siuo metu
kontrolinése grupése, kuriose peléms j Zaizdas buvo injekuojama PBS tirpalo, I
tipo kolageno gelio arba pamatinés membranos komponenty gelio be Igsteliy,
pazeidimy dydziai sieké iki 16.83+1.99% pradinio dydzio.

Odos zaizdy gijimo efektyvumg lemia transplantuoty Iasteliy
integracija pazeidimo zidinyje. Dazna problema lgsteliy terapijoje yra silpnas
transplantuoty lasteliy jsitvirtinimas paZeistame audinyje, tod¢l lastelés mirSta
arba migruoja i§ pazeidimo Zidinio ir nedalyvauja audinio regeneracijoje (Wong
ir kt., 2013). Miisy darbe buvo vertinama Lin Igsteliy integracija gyjan¢iame
odos audinyje. Nustatéme, kad PBS tirpale transplantuotos lastelés, pazeidimo
zidinyje iSlieka iki 10-osios paros. Transplantacijai panaudoje I tipo kolageno
arba pamatinés membranos komponenty gelius, Lin asteliy paZzeidimo Zidinyje

aptikome visg stebéjimo laika.
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Pasirinktais laiko momentais paémg¢ gyjancio audinio biopsijas,
jvertinome, kaip transplantuotos Lin lastelés veikia specifinius skirtingose
gijimo stadijose vykstancius procesus. Buvo atlikta histologiné ir realaus laiko
PGR analizé. Literatiros duomenimis, kamieninés lgstelés regeneracijg gali
veikti tiesioginés diferenciacijos ] reikiamus subrendusiy lgsteliy tipus budu
arba, iSskirdamos citokinus bei augimo veiksnius, netiesiogiai kontroliuoti
mikroaplinkoje esanéiy ir gijime dalyvaujanciy lgsteliy aktyvuma (Chen ir kt.,
2009). Nustatéme, kad po Lin Igsteliy transplantacijos I tipo kolageno gelyje,
pazeistame audinyje uzdegiminiy lgsteliy infiltracija sumazéja jau po 1-0Si0s
paros. Iki 3-iosios paros sumazéjes uzdegimas nustatytas po Lin lgsteliy
transplantacijos PBS tirpale bei pamatinés membranos komponenty gelyje.
Kontroliniy grupiy peliy zaizdose, uzdegiminiy lasteliy aptikome iki 7-0si0os
stebéjimo paros. Atlike reepitelizacijos proceso kineting analize, nustatéme, kad
po lasteliy transplantacijos, zaizdos nauju epidermiu pasidengia iki 7-0Si0S
paros. DidZiausias reikSmingas skirtumas tarp grupiy, kuriose peléms buvo
transplantuojama Lin lasteliy skirtingose medziagose, nustatytas iki 5-0sios
steb¢jimo paros. Grupéje, kurioje peléms ] Zaizdas buvo injekuojama lgsteliy I
tipo kolageno gelyje, 5-aja dieng reepitelizacijos procesas buvo baigtas. Siuo
metu naujas epidermis po Lin lasteliy transplantacijos pamatinés membranos
komponenty gelyje arba PBS tirpale dengé atitinkamai 59.83+2.22% ir
65.85+1.29% zaizdy pavirSiaus. Kontrolinése grupése zaizdos nauju epidermiu
pasidengé iki 11-osios stebé&jimo paros. Po Lin Igsteliy transplantacijos
atsinaujinusio audinio dermoje 12-3ja parg nustatytos susiformavusios
pagalbinés struktiiros, kuriy i$sidéstymas priklausé nuo transplantacijai
pasirinktos medziagos. Lyginant su sveiku audiniu, panasus pagalbiniy strukttiry
1§sidéstymas visame dermos sluoksnyje nustatytas po lgsteliy transplantacijos I
tipo kolageno gelyje. Po Lin lgsteliy transplantacijos PBS tirpale arba
pamatinés membranos komponenty gelyje, didzioji dalis atsinaujinusiy struktiiry
iSsidéste periferingje susiformavusios dermos dalyje ir po epidermiu.
Kontrolinése grupése 12-3ja stebéjimo parg pazeidimo zidinyje nustatyta

nepasibaigusi proliferacijos stadija, susiformaves granulinis audinys bei
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hiperproliferacinis nediferencijuoto epidermio sluoksnis. Kiekybiné analizé
parodé, kad po Lin lgsteliy transplantacijos gyjaniame odos audinyje
reikSmingai pakinta citoking TGF-B, VEGF, IL-10 ir TNF-a geny raiska.
Lyginant su kontrolinémis grupémis, gyjanciame audinyje po Iasteliy
transplantacijos nustatyta iki 6 karty didesné TGF-p ir VEGF geny raiska 3-igja
tyrimo dieng. Tarp grupiy, kuriose Lin Iastelés buvo transplantuojamos
skirtingose medziagose, patikimy TGF-B mRNR raiskos skirtumy nenustatyta.
Po Igsteliy transplantacijos kolageno gelyje VEGF mRNR raiska patikimai
skyrési (1.7 kartais) 3-igjg diena, lyginant su grupémis, kuriose peléms buvo
transplantuojamos Lin Iastelés PBS tirpale arba pamatinés membranos
komponenty gelyje. Citokiny TNF-a ir IL-10 geny raiska patikimai skyrési
visose grupése atitinkamai iki 5-0Sios ir 4-o0sios dieny. Po lasteliy
transplantacijos kolageno gelyje 2-3ja dieng TNF-a mMRNR raisSka gyjan¢iame
audinyje buvo iki 22 karty mazesné nei kontrolinése grupése ir iki 5 karty
mazesn¢ nei zaizdose, ] kurias buvo injekuojama Igsteliy PBS tirpale arba
pamatinés membranos komponenty gelyje. Iki 4-osios dienos, IL-10 mRNR
raiSka pazeistame audinyje po Lin lgsteliy transplantacijos kolageno gelyje
buvo iki 2 karty didesné nei Igsteles transplantuojant PBS tirpale arba pamatinés
membranos komponenty gelyje ir iki 13 karty didesné nei kontrolinése grupése.

Misy eksperimenty rezultatai parodé, kad kauly Giulpy Lin lgstelés
skatina pazeisto odos audinio regeneracijg. Atlike palyginamuosius tyrimus,
nustatéme, kad S$iy lasteliy poveikis priklauso nuo lokaliai transplantacijai
pasirinkty medziagy. Gauti rezultatai svarbiis vystant metodus, kurie reikalingi

sutrikusio gijimo zaizdy gydymui.
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5. ISVADOS

. Fenotipiné analizé parodé, kad peliy kauly ¢iulpy Lin  populiacijos 1astelés
pasizymi pavirSiaus zymeny CD117, Sca-1, CD90, CD29, ir CD113 raiska.
Tai rodo, kad Lin Igsteliy populiacija yra heterogeniska, sudaryta i$
skirtingy tipy nediferencijuoty Igsteliy.

. Odos tarplastelinés medziagos komponentai skatina Lin lgsteliy
regeneracines savybes in vitro. Pamatinés membranos komponentai lemia iki
1.5 karto aktyvesng proliferacija, o I tipo kolagenas skatina lasteliy migracija.
. llgalaikiam Lin lasteliy jsitvirtinimui paZeidimo zidinyje in vivo reikalingi
tiek pamatinés membranos komponenty misinys, tiek I tipo kolagenas.
Kokybin¢ analiz¢é parode, kad intensyviausia visy odos sluoksniy pazeidimo
regeneracija in vivo vyksta po Lin lgsteliy transplantacijos | tipo kolageno
gelyje. Siuo atveju ankséiausiai prasideda uzdegimo slopinimas ir baigiamas
reepitelizacijos procesas.

. Kiekybiné analizé parodé, kad Lin lgstelés veikia uzdegime dalyvaujanciy
citokiny geny raiSka priklausomai nuo to, kokioje medZiagoje
transplantuojamos. Po lasteliy transplantacijos I tipo kolageno gelyje
uzdegiminio TNF-oo mRNR raiSka sumaz¢ja iki 5 karty, o prieSuzdegiminio
IL-10 — padide¢ja iki 2 karty. Ankstyvas uzdegimo slopinimas uZtikrina laiku
prasidedancias vélesnes gijimo stadijas ir audinio regeneracija.

. Transplantuotos Lin Igstelés skatina regeneracija, veikdamos augimo
veiksniy TGF-B ir VEGF geny raiska skirtingose Zaizdos gijimo stadijose.
Nustatyta, kad VEGF mRNR lygis padid¢ja uzdegimo stadijoje, o TGF-3 —

baigiantis uzdegimo stadijai ir i§lieka iki remodeliacijos stadijos pradZzios.

96



6. PUBLIKACIJU DISERTACIJOS TEMA SARASAS

Ramanauskaité G., Kaséta V., Vaitkuviené A., Biziulevi¢iené G. Skin
regeneration with bone marrow-derived cell populations. Int Immunopharmacol.
2010; 10:1548-1551.

Biziuleviciené G., Kaséta V., Ramanauskaité G., Vaitkuvien¢ A. Investigation
of unmatured hematopoietic cell migration in a mouse model. Cent Eur J Biol.
2010; 5:585-5809.

Ramanauskaité G., Zalalyté D., Kaséta V., Vaitkuviené¢ A., Kalédiené L.,

Biziulevicien¢ G. Skin extracellular matrix components accelerate regenerative

potential of Lin cells. Cent Eur J Biol. 2014; 9:367-373.

97



7. PRANESIMAI KONFERENCIJOSE

Ramanauskaitée G., Kaséta V., Vaitkuviené A., Biziulevi¢iené G. Skin
regeneration with bone marrow-derived cell populations. 40th Annual Meeting

of German Society for Immunology, Leipcigas, Vokietija. 2010, rugséjo 22-25d.

Ramanauskaité G., Vaitkuvien¢ A., Kaséta V., Biziulevi¢iené G. Integration of
stem cell populations into biomaterials and their application for skin tissue
regeneration. Reg Med. Conference Abstract: World Conference on
Regenerative Medicine. 2011; 6(6s2):S232.

Ramanauskaité G., Zalalyté D., Vaitkuviené A., Kaséta V., Biziulevi¢iené G.
Investigation of mouse bone marrow Lin cells regenerative properties in vitro
and in vivo. Front Immunol. Conference Abstract: 15th International Congress
of Immunology (IC1). doi: 10.3389/conf.fimmu.2013.02.00264.

Ramanauskaité G., Vaitkuviené A., Kaséta V., Zalalyté D., Kalédiené L.,
Biziulevi¢iené G. Wound healing effect of bone marrow-derived
stem/progenitor cell in vivo. Reg Med. Conference Abstract: World Conference
on Regenerative Medicine. 2013; 8(6s):S381.

98



10.

8. LITERATUROS SARASAS

Abdi R., Fiorina P., Adra C. N., Atkinson H., Sayegh H. H.
Immunomodulation by mesenchymal stem cells. Diabetes. 2008; 57:1759-
1767.

Aggarwal S., Pittenger M.F. Human mesenchymal stem cells modulate
allogeneic immune cell responses. Blood. 2005; 105:1815-1822.
Akinshina A., Jambon-Puillet E., Warren P.B., Noro M.G. Self-consistent
field theory for the interactions between keratin intermediate filaments.
BMP Biophysics. 2013; 6:12.

Alonso L., Fuchs E. The hair cycle. J Cell Sci. 2006; 119:391-393.
Amadeu T.P., Coulomb B., Desmouliere A., Costa, A.M.A. Cutaneous
wound healing: myofibroblastic differentiation and in vitro models. Int J
Low Extrem Wounds. 2003; 2:60-68.

Amoh Y., Li L. Katsuoka K., Hoffman R.M. Multipotent nestin-
expressing hair follicle stem cells. J Dermatol. 2009; 36:1-9.

Anam K., Amare M.F., Zins S.R., Davis T.A. Infusion of Lin bone
marrow cells results in multilineage macrochimerism and skin allograft
tolerance in minimally conditioned recipient mice. Transplant Immunol.
2010. 24;69-75.

Angelopoulou M., Novelli E., Grove J.E., Rinder H.M., Civin C., Cheng
L., et al. Cotransplantation of human mesenchymal stem cells enhances
human myelopoiesis and megakaryocytopoiesis in NOD/SCID mice. Exp
Hematol. 2003; 31:413-420.

Arai F., Hirao A., Ohmura M., Sato H., Matsuoka S., Takubo K., et al.
Tie2/angiopoietin-1 signaling regulates hematopoietic stem cell
quiescence in the bone marrow. Cell. 2004; 118:149-161.

Aszddi A., Legate K.R., Nakchbandi I., Féassler R. What mouse mutants
teach us about extracellular matrix function. Ann Rev Cell Develop Biol.
2006; 22:591-621.

99



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Badiavas E.V., Falanga V. Treatment of chronic wounds with bone
marrow-derived cells. Arch Dermatol. 2003; 139:510-516.

Bao P., Kodra A., Tomic-Canic M., Golinko M.S., Ehrich H.P., Brem H.
The role of vascular endthelial growth factor in wound healing. J Surg Res.
2009; 153:347-358.

Baraniak P.R., McDavid T.C. Stem cell paracrine action and tissue
regeneration. Regen Med. 2010; 5:121-143.

Barrientos S., Stojadinovic O., Golinko M.S., Brem H., Tomic-Canic M.
Growth factors and cytokines in wound healing. Wound Repair Regen.
2008; 16:585-601.

Bartholomew A., Sturgeon S., Siatskas M., Ferrer K., Mcintosh K., Patil
S., et al. Mesenchymal stem cells suppress lymphocyte proliferation in
vitro and prolong skin graft survival in vivo. Exp Hematol. 2002; 30:42-
48.

Beanes S.R., Dang C., Soo C., Ting K. Skin repair and scar formation: the
central role of TGF-beta. Exp Rev Mol Med. 2003; 5:1-22.

Behm B., Babilas P., Landthaler M., Schreml S. Cytokines, chemokines
and growth factors in wound healing. JEADV. 2012; 26:812-820.
Ben-David U., Kopper O., Benvenisty N. Expanding the boundaries of
embryonic stem cells. Cell Stem Cell. 2012; 10:666-677.

Bi H., Jin Y. Current progress of skin tissue engineering: seed cells,
bioscaffolds, and construction strategies. Burns & Trauma. 2013; 1:63-72.
Bing C., Russel S., Becket E., Pope M., Tisdale M.J., Trayhurn P., et al.
Adipose atrophy in cancer cachexia: morphologic and molecular analysis
of adipose tissue in tumour-bearing mice. Br J Cancer. 2006; 95:1028-
1037.

Biziulevi¢ien¢ G., Puidokait¢ G., Siaurys A., Mauricas M. An anti-
inflammatory effect of murine fetal liver cells in BALB/c mouse contact
hypersensitivity model. Int Immunopharmacol. 2007; 7:744-749.
Blainpain C., Fuchs E. Epidermal stem cells of the skin. Ann Rev Cell
Develop Biol. 2006; 22:339-373.

100



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Blanco P., Robey P.G. Stem cells in tissue engineering. Nature. 2001;
414:118-121.

Boleman A.l., Tanasie G., Galuscan A., Cristea M.l., Bojin F.M,,
Panaitescu C., et al. Studies regarding the in vitro wound healing potential
of mouse dental pulp stem-like progenitor cells. Biotechnol Biotechnol Eq.
2012; 26:2781-2785.

Bott K., Upton Z., Schobback K., Ehrbar M., Hubbel J.A., Lutolf M.P., et
al. The effect of matrix characteristics on fibroblast proliferation in 3D
gels. Biomaterials. 2010; 31:8454-8464.

Bradfute S.B., Graubert T.A., Goodel M.A. Roles of Sca-1 in
hematopoietic stem/progenitor cell function. Exp Hematol. 2005; 33:836-
843.

Braiman-Wiksman L., Solomonik I., Spira R., Tennenbaum T. Novel
insights into wound healing sequence of events. Toxicol Patol. 2007;
35:767-779.

Broughton G., Janis J.E., Attinger C.E. Wound healing: an overview. Plast
Reconstr Surg. 2006; 117:1e-S.

Celso C.L., Scadden D.T. The hematopoietic stem cell niche at a glance. J
Cell Sci. 2011; 124:3529-3535.

Cen L., Liu W,, Cui L., Zhang W., Cao Y. Collagen tissue engineering:
development of novel biomaterials and applications. Pediatr Res. 2008;
63:492-496.

Chamberlain G., Wright K., Rot A., Ashton B., Middleton B. Murine
mesenchymal stem cells exhibit a restricted repertoire of functional
chemokine receptors: comparison with human. PLoS ONE. 2008; 3:2934-
2940.

Charruyer A., Ghadially R. Stem cells ant tissue-engineered skin. Skin
Pharmacol Physiol. 2009; 22:55-62.

Chen G., Ushida T., Tateishi T. Scaffold design for tissue engineering.
Macromol Biosci. 2002; 2:67-77.

101



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

Chen L., Tredget E.E., Wu P.Y.G.,, Wu Y. Paracrine factors of
mesenchymal stem cells recruit macrophages and endothelial lineage cells
and enhance wound healing. PloS ONE. 2008; 3:e1886.

Chen M., Chopra M., Bhowmick S. The use of electrospun
polycaprolactone as a dermal scaffold for skin tissue engineering. MRS
Proceedings. 2009; 1235-RR05-04 doi:10.1557/PROC-1235-RR05-04.
Chen M., Przyborowski M., Berthiaume F. Stem cells for skin tissue
engineering. Crit Rev Biomed Eng. 2009; 37:399-421.

Chunlin Y., Hillas P.J., Buez J.A., Nokelainen M., Balan J., Tang J., et al.
The application of rekombinant human collagen in tissue engineering.
BioDrugs. 2004, 18:103-1109.

Colognato H., Yurchenko P.D. Form and function: the laminin family of
heterodimers. Develop Dyn. 2000; 2:213-234.

Costin G.E., Hearing V.J. Human skin pigmentation: melanocytes
modulate skin color in responce to stress. FASEB J. 2007; 21:976-994.
Dabiri G., Heiner D., Falanga V. The emerging use of bone marrow-
derived mesenchymal stem cells in the treatment of human chronic
wounds. Exp Opin. 2013; 18:405-419.

Davidson J.M. Animal models for wound repair. Arch Dermatol Res. 1998;
290:S1-11.

Davidson J.M. Experimental animal wound models. Wounds. 2001; 13:9-
23.

Dawn B., Bolli R. Adult bone marrow-derived cells: regenerative potential,
plasticity, and tissue commitment. Basic Res Cardiol. 2005; 100:494-503.
Deng W., Han Q., Liao L., Li C., Ge W., Zhao Z., et al. Engrafted bone
marrow-derived Flk-1+ mesenchymal stem cells regenerate skin tissue.
Tissue Eng. 2005; 11:110-119.

Diegelmann R.F., Evans M.C. Wound healing: an overview of acute,
fibrotic and delayed healing. Front Biosci. 2004; 9:283-2809.

Dominici M., Rasini V., Bussolari R., Chen X., Hofmann T.J., Spano C.,

et al. Restoration and reversible expansion of the osteoblastic

102



47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

o4,

55.

56.

hematopoietic stem cell niche marrow radioablation. Blood. 2009;
114:2333-2343.

Driessen R.L., Johnston H.M., Nilsson S.K. Membrane-bound stem cell
factor is a key regulator in the initial lodgement of stem cells within the
endosteal marrow region. Exp Hematol. 2003; 31:1284-1291.

Ehninger A., Trumpp A. The bone marrow stem cell niche grows up:
mesenchymal stem cells and macrophages move in. J Exp Med. 2011;
208:421-428.

Eming S.A., Krieg T., Davidson J.M. Inflammation in wound repair:
molecular and cellular mechanism. J Inv Dermatol. 2007; 127:514-525.
Falanga V., lwamoto S., Chartier M., Yufit T., Butmarc J., Kouttab N., et
al. Autologous bone marrow-derived cultured mesenchymal stem cells
delivered in a fibrin spray accelerate healing in murine and human
cutaneous wounds. Tissue Eng. 2007; 13:1299-312.

Faler B.J., Macsata R.A., Plummer D., Mishra L., Sidawy A.N.
Transforming growth factor-f and wound healing. Perspect Vasc Surg
Endovasc Ther. 2006; 18:55-62.

Fathke C., Wilson L., Hutter J., Kapoor V., Smith A., Hocking A., et al.
Contribution of bone marrow-derived cells to skin: collagen deposition and
wound repair. Stem Cells. 2004; 22:812-822.

Frantz C., Stewart K.M., Weaver V.M. The extracellular matrix at a glance.
J Cell Sci. 2010; 123:4195-4200.

Fuchs E. Skin stem cells: rising to the surface. J Cell Biol. 2008; 180:273-
284.

Fukada S., Yamamoto Y., Segawa M., Sakamoto K., Nakajima M., Sato
M., et al. CD-90 positive cells, an additional cell populiation, produce
laminin alpha2 upon transplantation to dy(3k)/dy(3k) mice. Exp Cell Res.
2008; 314:193-203.

Gal P., Kilik R., Mokry M., Vidinsky B., Vasilenko T., Mozes S, et al.

Simple method of open skin wound healing model in corticosteroid-treated

103



S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

and diabetic rats: standardization of semi-quantitative and quantitative
histological assessment. Vet Med. 2008; 12:652-659.

Galiano R.D., Michaels J., Dobryansky M., Levine J.P., Gurtner G.C.
Quantitative and reproducible murine model of excisional wound healing.
Wound Repair Regen. 2004; 12:485-492.

Geckil H., Xu F., Zhang X., Moon S., Demirci U. Engineering hydrogels
as extracellular matrix mimmics. Nanomedicine. 2010; 5:469-484.
Gennero L., Mortimer Ph., Speber K., Carloni G., Ponzetto A. stem cells:
an alternative to organ transplantation in chronic degenerative and
infectious diseases? New Microbiol. 2006; 26:151-167.

Giraudo E., Primo L., Audero E., Gerber H.P., Koolwijk P., Soker S., et al.
Tumor necrosis factor-o regulates expression of vascular endothelial
growth factor receptor-2 and of its co-receptor neuropilin-1 in human
vascular endothelial cells. J Biol Chem. 1998; 273:22128-22135.

Gnecchi M., Zhang Z., Ni A., Dzau V.J. Paracrine mechanisms in adult
stem cell signaling and therapy. Circ Res. 2008; 103:1204-1219.

Gottrup F. Experimental wound healing: the use of models. EWMA
Journal. 2001; 1:5-8.

Gottrup F., Agren M.S., Karlsmark T. Models for use in wound healing
research: a survey focusing on in vitro and in vivo adult soft tissue. Wound
Repair Regen. 2000; 8:83-96.

Greaves N.S., Igbal S.A., Baguneid M., Bayat A. The role of skin
substitutes in the management of chronic cutaneous wounds. Wound Rep
Reg. 2013; 21:194-210.

Gronthos S., Zannettino A.C., Hay S.J., Shi S., Graves S.E., Kortesidis A.,
et al. Molecular and cellular characterisation of highly purified stromal
stem cells derived from human bone marrow. J Cell Sci. 2003; 116:1827-
1835.

Groppe J., Hinck C.S., Samavarchi-Tehrani P., Zubieta C., Schuermann

J.P., Taylor A.B., et al. Cooperative assembly of TGF-b superfamily

104


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gronthos%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Zannettino%20AC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hay%20SJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Shi%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Graves%20SE%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kortesidis%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

67.

68.

69.

70.

71,

72.

73.

74,

75.

76.

77,

signaling complexes is mediated by two disparate mechanisms and distinct
modes of receptor binding. Mol Cell. 2008; 29:157-168.

Guerrouahen B.S., Al-Hijji 1., Tabrizi A.R. Osteoblastic and vascular
endothelial niches, their control on normal hematopoietic stem cells, and
their consequences on the development of leukemia. Stem Cells Int. 2011;
d0i:10.4061/2011/375857.

Gunatillake P.A., Adhikari R. Biodegradable synthetic polymers for tissue
engineering. Eur Cells Mater. 2003; 5:1-16.

Guo S., DiPietro L.A. Factors affecting wound healing. J Dent Res. 2010;
89:219-222.

Gurtner G.C., Callaghan M.J., Longaker M.T. Progress and potential for
regenerative medicine. Ann Rev Med. 2007; 58:299-312.

Gurtner G.C., Werner S., Barrandon Y., Longaker M.T. Wound repair and
regeneration. Nature. 2008; 453:314-321.

Haihong L., Fu X., Ouyang Y., Cai C., Wang J., Sun T. Adult bone-
marrow-derived mesenchymal stem cells contribute to wound healing of
skin appendages. Cell Tiss Res. 2006; 326:725-736.

Hart J. Inflammation. 1: its role in the healing of acute wound. J Wound
Care. 2002; 11:205-209.

Hakkinen K.M., Harunaga J.S., Doyle A.D., Yamada K.M. Direct
comparison of the morphology, migration, cell adhesions, and actin
cytoskeleton of fibroblasts in four different three-dimensional extracellular
matrices. Tissue Eng Part A. 2011; 17:713-724.

Hékkinen L., Larjava H., Koivisto L. Granulation tissue formation and
remodeling. Endodontic Topics. 2012; 24:94-129.

Higashiyama R., Nakao S., Shibusawa Y., Ishikawa O., Moro T., Mikami
K., et al. Differential contribution of dermal resident and bone marrow-
derived cells to collagen production during wound healing and fibrogenesis
in mice. J Invest Dermatol. 2011; 131:529-536.

Hodgkinson T., Yuan X.F., Bayat A. Adult stem cells in tissue engineering.
Exp Rev Med Dev. 2009; 6:621-640.

105



78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

Holmes C., Stanford W.L. Stem cell antigen-1: expression, function, and
enigma. Stem Cell. 2007; 25:1339-1347.

Howell J.C., Lee W.H., Morrison P., Zhong J., Yoder M.C., Srour E.F.
Pluripotent stem cells identified in multiple murine tissues. Ann N 'Y Acad
Sci. 2003; 996:158-173.

Huang L., Burd A. An update review of stem cell applications in burns and
wound care. Indian J Plast Surg. 2012; 45:229-236.

Huang S.P., Hsu C.C., Chang S.C., Wang C.H., Deng S.C., Dai N.T., et al.
Adipose-derived stem cells seeded on acellular dermal matrix grafts
enhance wound healing in a murine model of a full-thickness defect. Ann
Plast Surg. 2012; 69:656-662.

Ito C.Y., Li C.Y.J., Bernstein A., Dick J.E., Stanford W.L. Hematopoietic
stem cell and progenitor in Sca-1/Ly-6A-null mice. Blood. 2003; 101:517-
523.

Ivanova N.B., Dimos J.T., Schaniel C., Hackney J.A., Moore K.A.,
Lemischka I.R. A stem cell molecular signature. Science. 2002; 298:601-
604.

YangJ., li M., Kamei N., Alev C., Kwon S.M., Kawamoto A., etal. CD34+
cells represent highly functional endothelial progenitor cells in murine
bone marrow. PloS ONE. 2011; 6:e202109.

Yeum C.E., Park E.Y., Lee S.B., Chun H.J., Chae G.T. Quantification of
MSCs involved in wound healing: use of SIS to transfer MSCs to wound
site and quantification of MSCs involved in skin wound healing. J Tissue
Eng Regen Med. 2012; doi: 10.1002/term.521.

Yoshikawa T., Mitsuno H., Nonaka I., Sen Y., Kawanishi K., Inada Y., et
al. Wound therapy by marrow mesenchymal cell transplantation. Plast
Reconstr Surg. 2008; 121:860-877.

Jones S.G., Edwards R., Thomas D.W. Inflammation and wound healing:
the role of bacteria in the immuno-regulation of wound healing. Int J Low
Extrem Wounds. 2004; 3:201-208.

106



88.

89.

90.

91.

92.

93.

94,

95.

96.

97.

Jopling C., Boue S., lIzpisua Belmonte J.C. Dedifferentiation,
transdifferentiation and reprograming: three routes to regeneration. Nat
Rev Mol Cell Biol. 2011; 12:79-89.

Juarez J., Bendall L. SDF-1 and CXCR4 in normal and malignant
hematopoiesis. Histol Histopathol. 2004; 19:299-309.

Juopperi T.A., Schuler W., Yuan X., Collector M.I., Dang C.V., Sharkis
S.J. Isolation of bone marrow-derived stem cells using density-gradient
separation. Exp Hematol. 2007; 35:335-341.

Kanitakis J. Anatomy, histology and immunohistochemistry of normal
human skin. Eur J Dermatol. 2002; 12:390-401.

Kanji S., Das M., Aggarwal R., Lu J., Joseph M., Basu S., et al. Nanofiber-
expanded human umbilical cord blood-derived CD34+ cell therapy
accelerates murine cutaneous wound closure by attenuating pro-
inflammatory factors and secreting IL-10. Stem Cell Res. 2014; 12:275-
288.

Keller G. Embryonic stem cell differentiation: emergence of a new era in
biology and medicine. Genes Dev. 2005; 19:1129-1155.

Kolf C.M., Cho E., Tuan R.S. Mesenchymal stromal cells. Biology of adult
mesenchymal stem cells: regulation of niche, self-renewal and
differentiation. Art Res Ther. 2007; 9:204.

Kopp H.G., Avecilla S.T., Hooper A.T., Rafii S. The bone marrow vascular
niche: home of HSC differentiation and mobilization. Physiology. 2005;
20:349-359.

Kwon D.S., Gao X., Bo Liu Y., Dulchavsky D.S., Danyluk A.L., Bansal
M., et al. Treatment with bone marrow-derived stromal cells accelerates
wound healing in diabetic rats. Int Wound J. 2008; 5:453-463.

Lam M.T., Nauta A., Meyer N.P., Wu J.C., Longaker M.T. Effective
delivery of stem cells using an extracellular matrix patch results in
increased cell survival and proliferation and reduced scarring in skin
wound healing. Tissue Eng Part A. 2013; 19:738-747.

107


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kolf%20CM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Cho%20E%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Tuan%20RS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

Lauer G., Sollberg S., Cole M., Flamme 1., Sturzebecher J., Mann K., et al.
Expression and proteolysis of vascular endothelial growth factor is
increased in chronic wounds. J Invest Dermatol. 2000; 115:12-18.

LeBleu V.S., MacDonald B., Kalluri L. Structure and functions of
basement membranes. Exp Biol Med. 2007; 232:1121-1129.

Lee C.H., Singla A., Lee Y. Biomedical applications of collagen. Int J
Pharm. 2001; 221:1-22.

Li J., Zhen G., Shin-Yi T., Jia X. Epidermal stem cells in orthopaedic
regenerative medicine. Int J Mol Sci. 2013; 14:11626-11642.

Li Y., Zheng L., Xu X,, Song L., Li Y., Li W.,, et al. Mesenchymal stem
cells modified with angiopoietin-1 gene promote wound healing. Stem Cell
Res Ther. 2013; 4:113-123.

Li J., Chen J., Kirsner R. Pathophysiology of acute wound healing. Clin
Dermatol. 2007; 25:9-18.

Li T., Wu Y. Paracrine molecules of mesenchymal stem cells for
hematopoietic stem cell niche. Bone Marrow Res. 2011,
d0i:10.1155/2011/353878.

Li W., Fan J.,, Chen M., Guan S., Sawcer D., Bokoch G.M., et al.
Mechanism of human dermal fibroblast migration driven by type I collagen
and platelet-derived growth factor-BB. Mol Biol Cell. 2004; 15:294-309.
Li Z. CD133: a stem cell biomarker and beyond. Exp Hematol Oncol.
2013; 2:17-25.

Liang C.C., Park A.Y., Guan J.-L. In vitro scratch assay: a convenient and
inexpensive method for analysis of cell migration in vitro. Nat Protoc.
2007; 2:329-333.

Lin C.D., Allori C.D., Macklin J.E., Sailon A.M., Tanaka R., Levine J.P.,
et al. Topical lineage-negative progenitor-cell therapy for diabetic wounds.
Plast Reconstr Surg. 2008; 122:1341-1351.

LinG.L., Cohen D.M., Desai R.A., Breckenridge M.T., Gao L., Humphries
M.J., et al. Activation of beta 1 but not beta 3 integrin increases cell traction
forces. FEBS Letters. 2013; 587:763-769.

108



110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

Lin Y.K., Liu D.C. Comparison of physical-chemical properties of type I
collagen from different species. Food Chem. 2006; 99:244-251.

Lin S., Talbot P. Methods for culturing mouse and human embryonic stem
cells. Methods Mol Biol. 2011; 690:31-56.

Litjens S.H.M., de Pereda J.M., Sonnenberg A. Current insights into the
formation and breakdown of hemidesmosomes. TRENDS Cell Biol. 2006;
16:376-383.

Lu D., Chen B., Liang Z., Deng W., Jiang Y., Li S., et al. Comparison of
bone marrow mesenchymal stem cells with bone marrow-derived
mononuclear cells for treatment of diabetic critcal limb ischemia and foot
ulcer: a double-blind, randomized, controlled trial. Diabetes Res Clin
Pract. 2011; 92:26-36.

Lu W., Zhang Y.J.,, Jin Y. Potential of stem cells for skin regeneration
following burns. Exp Rev Dermatol. 2009; 4:97-99.

MacDougall S., Dallon J., Sherratt J., Maini P. Fibroblast migration and
collagen deposition during dermal wound healing: mathematical modelling
and clinical implications. Phil Trans R Soc A. 2006; 364:1385-1405.
MacNeil S. Biomaterials for tissue engineering of skin. Biomaterials
Today. 2008; 11:26-35.

Mansilla E., Marin G.H., Sturla F., Drago H.E., Gil M.A., Salas E., et al.
Human mesenchymal stem cells are tolerized by mice and improve skin
and spinal cord injuries. Transplant Proc. 2005; 37:292-294.

Marks R. The stratum corneum barrier: the final frontier. J Nutr. 2004;
134:2017S-2021S.

Matsubara T., Tsutsumi S., Pan H., Hiraoka H., Oda R., Nishimura M., et
al. A new technique to expand human mesenchymal stem cells using
basement membrane extracellular matrix. Biochem Biophys Res Commun.
2004; 313:503-508.

McArdle A., Paik K.J., Chung M.T., Hu M.S., Walmsley G., Zimmermann
A., et al. Manipulation of stem cells and their microenvironment for tissue

engineering. Surgery Curr Res. 2013; 3:134.

109



121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

Meruane M.A., Rojas M., Marcelain K. The use of adipose tissue-derived
stem cells within a dermal substitute improves skin regeneration by
increasing neoangiogenesis and collagen synthesis. Plast Reconstr Surg.
2012; 130:53-63.

Metcalfe A.D., Ferguson M.W.J. Tissue engineering of replacement skin:
the crossroads of biomaterials, wound healing, embryonic development,
stem cells and regeneration. J R S Interface. 2007; 4:413-437.

Miranda Coelho N., Gonzales-Garcia C., Planell J.A., Salmeron-Sanchez
M., Altankov G. Different assembly of type IV collagen on hydrophilic
and hydrophobic substrata alters endothelial cells interactions. Eur Cells
Mater. 2010; 19:262-272.

Mishra P.J., Mishra P.J., Banerjee D. Cell-free derivatives from
mesenchymal stem cells are effective in wound therapy. World J Stem
Cells. 2012; 4:35-43.

Monaco J.L., Lawrence W.T. Acute wound healing. Clin Plast Surg. 2003;
30:1-12.

Mori L., Bellini A., Stacey M.A., Schmidt M., Mattoli S. Fibrocytes
contribute to the myofibroblast population in wounded skin and originate
from the bone marrow. Exp Cell Res. 2005; 1:81-90.

Mori R., Kondo T., Ohshima T., Ishida Y., Mukaida N. Accelerated wound
healing in tumor necrosis factor receptor p55-deficient mice with reduced
leukocyte infiltration. FASEB J. 2002; 16:963-974.

Muscari C., Giordano E., Bonafé F., Govoni M., Pasini A., Guarnieri C.
Priming adult stem cells by hypoxic pretreatments for application in
regenerative medicine. J Biomed Sci. 2013; 20:63.

Nadri S., Soleimani M., Hosseni R.H., Massumi M., Atashi A., Izadpanah
R. An efficient method for isolation of murine bone marrow mesenchymal
stem cells. Int J Dev Biol. 2007; 51:723-729.

Nakagawa H., Akita S., Fukui M., Fujii M., Akino K. Human
mesenchymal stem cells successfully improve skin-substitute wound
healing. Br J Dermatol. 2005; 153:29-36.

110



131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

Nambu M., Kishimoto S., Nakamura S., Mizuno H., Yanagibayashi S.,
Yamamoto N., et al. Accelerated wound healing in healing-impaired db/db
mice by autologous adipose tissue-derived stromal cells combined with
atelocollagen matrix. Ann Plast Surg. 2009; 62:317-321.

Nardi N.B. All the adult stem cells, where do they all come from? An
external source for organ-specific stem cell pools. Medical Hypotheses.
2005; 64:811-817.

Nauta A.J., Fibbe W.E. Immunomodulatory properties of mesenchymal
stromal cells. Blood. 2007; 110:3499-3506.

Nie C., Yang D., Morris S.F. Local delivery of adipose-derived stem cells
via acellular matrix as a scaffold: a new promising strategy to accelerate
wound healing. Med Hypotheses. 2009; 72:679-682.

Norlén L., Al-Amoudi A., Dubochet J. A cryotransmission electron
microscopy study of skin barrier formation. J Invest Dermatol. 2003;
120:555-560.

Norman J.J., Collins J.M., Sharma S., Russel B., Desai T.A.
Microstructures in 3D biological gels affect cell proliferation. Tissue Eng
Part A. 2008; 14:379-390.

O’Brien F. Biomaterials and scaffolds for tissue engineering. Materials
Today. 2011; 14:

O'Toole E.A. Extracellular matrix and keratincyte migration. Clin Exp
Dermatol. 2001; 26:525-530.

Ode A., Kopf J., Kurtz A., Schmidt-Bleek K., Schrade P., Kolar P., et al.
CD73 and CD29 concurrently mediate the mechanically induced decrease
of migratory capacity of mesenchymal stromal cells. Eur Cell Mater. 2011;
22:26-42.

Oguro H., Iwama A. Life and death in hematopoietic stem cells. Curr Opin
Immunol. 2007; 19:503-509.

Oh JH., Kim Y.K, Jung J.Y., Shin J., Chung J.H. Changes in
glycosaminoglycans and related proteoglycans in intrisically aged human
skin in vivo. Exp Dermatol. 2011; 20:445-456.

111



142.

143.

144,

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

Ohshima T., Sato Y. Tiem-dependent expression of interleukin-10 (IL-10)
MRNA during the early phase of skin wound healing as a possible indicator
of wound vitality. Int J Legal Med. 1998; 111:251-255,

Parenteau-Bareil R., Gauvin R., Berthod F. Collagen-based biomaterials
for tissue engineering. Materials. 2010; 3:1863-1887.

Pedroso D.C.S., Tellechea A., Moura L., Fidalgo-Carvalho 1., Duarte J.,
Carvalho E., et al. Improved survival, vascular differnetiation and wound
healing potential of stem cells co-cultured with endothelial cells. PloS
ONE. 2011; 6:e16114.

Penn J.W., Grobbelaar A.O., Rolfe K.J. The role of TGF-p family in wound
healing, burns and scarring: a review. Int J Burns Trauma. 2012; 2:18-28.
Penolazzi L., Mazzitelli S., Vecchiatini R., Torreggiani E., Lambertini E.,
Johnson S., et al. Human mesenchymal stem cells seeded on extracellular
matrix-scaffold: viability and osteogenic potential. J Cell Physiol. 2012;
227:857-866.

Polak J.M., Bishop A.E. Stem cells and tissue engineering: past, present,
and future. Ann N'Y Acad Sci. 2006; 1068:352-366.

Prabhakaran M.P., Venugopal J., Ghasemi-Mobarakeh L., Kai D., Jin G.,
Ramakrishna S. Stem cells and nanostructures for advanced tissue
regeneration. Adv Polym Sci. 2012; 246:21-62.

Prentice D.A. Current science of regenerative medicine with stem cells. J
Invest Med. 2006; 54:33-37.

Radoja N., Gazel A., Banno T., Yano S., Blumenberg M. Transcriptional
profiling of epidermal differentiation. Physiol Gen. 2006; 27:65-78.
Rasulov M.F., Vasilchenkov A.V., Onishchenko N.A., Krasheninnikov
M.E., Kravchenko V.I., Gorshenin T.L., et al. First experience of the use
bone marrow mesenchymal stem cells for the treatment of a patient with
deep skin burns. Bull Exp Biol Med. 2005; 139:141-144.

Ravari H., Hamidi-Almadari D., Salimifar M., Bonakdaran S., Parizadeh

M.R., Koliakos G. Treatment of non-healing wounds with autologous bone

112



153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

marrow cells, platelets, fibrin glue and collagen matrix. Cytotherapy. 2011;
13:705-11.

Rea S., Giles N.L., Webb S., Adcroft K.F., Evill L.M., Strickland D.H., et
al. Bone marrow-derived cells in the healing burn wound — more than just
inflammation. Burns. 2009; 35:356-364.

Reinke J.M., Sorg H. Wound repair and regeneration. Eur Surg Res. 2012;
49:35-43.

Rodero M.P., Khosrotehrani K. Skin wound healing modulation by
macrophages. Int J Clin Exp Pathol. 2010; 3:643-653.

Rustad K.C., Wong V.W., Sorkin M., Glotzbach J.P., Major R., Rajadas J.,
et al. Enhancement of mesenchymal stem cell angiogenic capacity and
stemness by a biomimetic hydroel scaffold. Biomaterials. 2012; 33:80-90.
Sasaki M., Abe R., Fujita Y., Ando S., Inokuma D., Shimizu H.
Mesenchymal stem cells are recruited into wounded skin and contribute to
wound repair by transdiferentiation into multiple skin cell type. J Immunol.
2008; 180:2581-2587.

Schuettpelz L.G., Link D.C. Regulation of hematopoietic stem cell activity
by inflammation. Front Immunol. 2013; 4:1-9.

Shumakov V.1., Onishchenko N.A., Rasulov M.F., Krasheninnikov M.E.,
Zaidenov V.A. Mesenchymal bone marrow stem cells more effectively
stimulate regeneration of deep burn wounds than embryonic fibroblasts.
Bull Exp Biol Med. 2003; 136:192-195.

Segal N., Andriani F., Pfeiffer L., Kamath P., Lin N., Satyamurthy K., et
al. The basement membrane microenvironment directs the normalization
and survival of bioengineered human skin equivalents. Matrix Biol. 2008;
27:163-170.

Shen T., Pan Z., Zhou X., Hong C. Accelerated healing of diabetic wound
using artificial dermis constructed with adipose stem cells and poly(L-
glutamic acid)/chitosan scaffold. Chin Med J. 2013; 126:1498-1503.

113



162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

Shin L., Peterson D.A. Human mesenchymal stem cell grafts enhance
normal and impaired wound healing by recruiting existing endogenous
tissue stem/progenitor cells. Stem Cells Trans Med. 2013; 2:000-000.
Shokrgozar M.A., Fattahi M., Bonakdar S., Kashani I.R., Majidi M.,
Haghighipour N., et al. Healing potential of mesenchymal stem cells
cultured on a collagen-based scaffold for skin regeneration. Iran Biomed J.
2012; 16:68-76.

Shoulders M.D., Raines R.T. Collagen structure and stability. Ann Rev
Biochem. 2009; 78:929-958.

Simpson C.L., Patel D.M., Green K.J. Deconstructing the skin:
cytoarchitectural determinants of epidermal morphogenesis. Nat Rev Mol
Cell Biol. 2011; 12:565-580.

Skardal A., Mack D., Kapetanovic E., Atala A., Jackson J.D., Yoo J., et al.
Bioprinted amniotic fluid-derived stem cells accelerate healing of large ski
wounds. Stem Cells Transl Med. 2012; 1:792-802.

Song E., Yeon Kim S., Chun T., Byun H.J., Lee Y.M. Collagen scaffolds
derived from a marine source and their biocompatibility. Biomaterials.
2006; 27:2951-2961.

Sorrell J.M., Caplan A.l. Fibroblast heterogeneity: more than skin deep. J
Cell Sci. 2004; 117:667-675.

Sukpat S., Isarasena N., Wongphoom J., Patumraj S. Vasculoprotective
effects of combined endothelial progenitor cells and mesenchymal stem
cells in diabetic wound care: their potential role in decreasing wound-
oxidative stress. BioMed Res Int. 2013; doi.org/10.1155/2013/459196.
SunS., Guo Z., Xiao X., Liu B., Liu X., Tang P.H., et al. Isolation of mouse
marrow mesenchymal progenitors by a novel and reiable method. Stem
Cells. 2003; 21:527-535.

Suter M.M., Schulze K., Bergman W., Welle M., Roosje P., Miiller E.J.
The keratinocyte in epidermal renewal and defence. Vet Dermatol. 2009;
20:515-532.

114



172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

Sriwiriyanont P., Lynch K.A., Maier E.A., Hahn J.M., Supp D.M., Boyce
S.T. Morphogenesis of chimeric hair follicles in engineered skin
substitutes with human keratinocytes and murine dermal papilla cells. Exp
Dermatol. 2012; 21:783-785.

Szpaderska A.M., Zuckerman J.D., DiPietro L.A. Differential injury
responses in oral mucosal and cutaneous wounds. J Dent Res. 2003;
82:621-626.

Seveljevié-Jaran D. Wound healing: methods and protocols. Inflammation
Res. 2003; 52:441-442.

Tan H., Marra K.G. Injectable, biodegradable hydrogels for tissue
engineering applications. Materials. 2010; 3:1746-1767.

Thampatty B.P., Wang J.H.C. A new approach to study fibroblast
migration. Cell Motil Cytoskel. 2007; 64:1-5.

Tyndall A., Walker U.A., Cope A., Dazzi F., De Bari C., Fibbe W., et al.
Immunomodulatory properties of mesenchymal stem cells. Art Res_Ther.
2007; 9:301.

Tsai, K.-S., Kao, S.-Y., Wang, C.-Y., Wang, Y.-J., Wang, J.-P., Hung, S.-
C. Type | collagen promotes proliferation and osteogenesis of human
mesenchymal stem cells via activation of ERK and Akt pathways. J
Biomed Mater Res. 2010; 94A:673-682.

Tse J.Y., Hoang M.P. A review and update of skin appendage neoplasms
and associated genetic syndromes. Exp Rev Dermatol. 2012; 7:235-245.
Urbich C., Dimmeler S. Endothelial progenitor cells: characterization and
role in vascular biology. Circ Res. 2004; 95:343-353.

Vacanti C.A. History of tissue engineering and a glimpse into its future.
Tissue Eng. 2006; 12:1137-1142.

Vazin T., Freed W.J. Human embryonic stem cells: derivation, culture, and
differentiation: a review. Restor Neur Neurosci. 2010; 28:589-603.
Velnar T., Bailey T., Smrkolj V. The wound healing process: an overwiev
of the cellular and molecular mechanisms. J Int Med Res. 2009; 37:1528-
1542.

115


http://www.google.lt/url?sa=t&source=web&ct=res&cd=1&url=http%3A%2F%2Farthritis-research.com%2F&ei=ABQHSveNL4bD_QawjtmVBw&usg=AFQjCNF9iWvOcofNiN0kE3-e6BKR88G6AA&sig2=YDleJUCyonElIpwvJtxW1A

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

Visser M.B., Pollitt C.C. Characterization of extracellular matrix
macromolecules in primary cultures of equine keratinocytes. BMC Vet Res.
2010; 6:16-24.

Vojtassék J., Danisovic L., Kubes M., Bakos D., Jarabek L., Ulicna M. et
al. Autologous biograft and mesenchymal stem cells in treatment of the
diabetic foot. Neuro Endocrinol Lett. 2006; 27 Suppl 2:134-7.

Waller J.M., Maibach H.l. Age and skin structure and function a
quantitative approach: protein, glycosaminoglycan, water, and lipid
content and structure. Skin Res Tech. 2006; 12:145-154.

Wang H., Zhang P., Liu L., Zou L. Hierarchical organization and
regulation of the hematopoietic stem cell osteoblastic niche. Crit Rev Onc
Hematol. 2013; 85:1-8.

Waskow C., Paul S., Haller C., Gassmann M., Rodewald H. Viable c-
Kit(W/W) mutants reveal pivotal role for c-kit in the maitenance of
lymphopoiesis. Immunity. 2002; 17:277-288.

Watt F.M. Stem cell fate and patterning in mammalian epidermis. Curr
Opin Genet Dev. 2001; 11:410-417.

Watt F.M. The stem cell compartment in human interfollicular epidermis.
J Dermatol Sci. 2002; 28:173-180.

Watt S.M., Athanassopoulos A., Harris A.L., Tsaknakis G. Human
endothelial stem/progenitor cells, angiogenic factors and vascular repair. J
R Soc Interface. 2010; 7:S731-S751.

Watt F.M., Fujiwara H., Cell-extracellular matrix interactions in normal
and diseased skin. Cold Spring Harb Perspect Biol. 2011; 3:a005124.
Werner S., Grose R. Regulation of wound healing by growth factors and
cytokines. Physiol Rev. 2003; 83:835-870.

Wickett R.R., Visscher M.O. Structure and function of the epidermal
barrier. Am J Infect Control. 2006; 34:S98-S110.

Wilson A., Trumpp A. Bone-marrow haematopoietic-stem-cell niches. Nat
Rev Immunol. 2006; 6:93-106.

116



196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

Wognum A.W., Eaves A.C., Thomas T.E. Identification and isolation of
hematopoietic stem cell. Arch Med Res. 2003; 34:461-475.

Wong V.W., Crawford J.D. Vasculogenic cytokines in wound healing.
BioMed Res Int. 2013; http://dx.doi.org/10.1155/2013/190486.

Wong T., McGraft J.A., Navsaria H. The role of fibroblasts in tissue
engineering and regeneration. Brit J Dermatol. 2007; 156:1149-1155.
Wong V.W., Gurtner G.C. Tissue engineering for the management of
chronic wounds: current concepts and future perspectives. Exp Dermatol.
2012; 21:729-734.

Wong V.W., Gurtner G.C., Longaker M.T. Wound healing: a paradigm for
regeneration. Mayo Clin Proc. 2013; 88:1022-1031.

Wong V.W., Sorkin M., Glotzbach J.P., Longaker M.T., Gurtner G.C.
Surgical approaches to create murine models of human wound healing. J
Biomed Biotechnol. 2011; doi:10.1155/2011/969618.

Wu Y., Chen L., Scott P.G., Tredget E.E. Mesenchymal stem cells enhance
wound healing through differentiation and angiogenesis. Stem Cells. 2007;
25:2648-26509.

Wu Y., Zhao R.C.H., Tredget E.E. Concise review: bone marrow-derived
stem/progenitor cells in cutaneous repair and regeneration. Stem Cells.
2010; 28:905-915.

Xie Y., Yin T., Wiegraebe W., He X.C., Miller D., Stark D., et al.
Detection of functional haematopoietic stem cell niche using real-time
imaging. Nature. 2009; 475:97-101.

Zahn O., Wortman F.J., Hoecker H. Considerations on the occurrence of
loricrin and involucrin in the cell envelope of wool cuticle cells. Int J Sheep
Wool Sci. 2005; 53:1-13.

Zanjani E.D., Almeida-Porada G., Livingston A.G., Flake A.W., Ogawa
M. Human bone marrow CD34 cells engraft in vivo and undergo
multilineage expression that includes giving rise to CD34" cells. Exp
Hematol. 1998; 26:353-360.

117



207.

208.

209.

Zhang R., Liu Y., Yan K., Chen L., Chen X.R., Li P., et al. Anti-
inflammatory and immunomodulatory mechanisms of mesenchymal stem
cell transplantation in experimental traumatic brain injury. J
Neuroinflamm. 2013; 10:106.

Zhang S.H., Xiang P., Wang H.Y., Lu Y.Y., Luo Y.L., Jiang H. The
characteristics of bone marrow-derived endthelial progenitor cells and their
effect on glioma. Cancer Cell Int. 2012; 12:32-41.

Zhou J., He W., Luo G., Wu J. Fundamental immunology of skin
transplantation and key strategies for tolerance induction. Arch Immunol
Ther Exp. 2013; 61:397-405.

118



PADEKA

Nuosirdziai dékoju savo darbo vadovei prof. dr. Genei BiziuleviCienei.
Acii Jums, kad suradote ir uzauginote manyje pasislépusia mokslininke. Acit
uz suteikta galimybe igyvendinti idéjas, uz patarimus, uz supratimg, uz
pasitikéjima, uz gyvenimiskas pamokas.

Be galo didele padéka skiriu artimiausiems kolegoms. Dékoju dr.
Aidai Vaitkuvienei ir dr. Vytautui Kasétai uz svarby indélj ruoSiant S$ig
disertacija. Acit Jums uz galimybe bet kuriuo metu prasyti pagalbos ir gauti
atsakymus ] visus klausimus. UZ papildomas rankas eksperimenty metu dékoju
Dovilei Zalalytei. A¢iii tau uz galimybe atlikti dvigubai daugiau nei suplanuota.

Acii daugybei kity, vienu ar kitu metu atsiradusiy mano moksliniame
kelyje, tac¢iau kuriy vardy nepaminésiu. Dékoju uz pagalbg ieskant atsakymy ir
sprendimy susidiirus su problemomis eksperimenty metu. Dékoju uz
reikSmingas pastabas ir pasiilymus galutiniuose Sios disertacijos ruoSimo
etapuose.

Nepamatuojamai didele padéka skiriu savo Seimai. A¢ili uZ kantrybg,
uz suteikta galimybe siekti savo tiksly, uz besalygiska palaikyma ir begalinj

supratimg. Be jisy $i disertacija nebiity i§vydusi dienos §viesos.
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