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SANTRUMPOS

Ac LDL - acetilinti mazo tankio lipoproteinai (angl. Acetylated low-density
lipoproteins)

ALP — fermentas Sarminé fosfatazé (angl. Alkaline Phosphatase)

ARS — alizarino raudonasis S (angl. Alizarin red S)

BG — bioaktyvus stiklas (angl. bioglass)

BMP - kaulo morfogeninis baltymas (angl. Bone morphogenetic protein)

BMSC - kauly ciulpy kilmés kamieninés lastelés (angl. Bone marrow-
derived mesenchymal stem cells)

BSA — jaucio serumo albuminai (angl. Bovine serum albumins)

BSP — kaulo sialo baltymas (angl. Bone sialoprotein)

Cbfp - tranksripcijos koaktyvatorius, pagrindinis prisitvirtinimo veiksnys [
(angl. Transcriptional coactivator core binding factor f3)

CCL5 - chemokino (C-C motyvo) ligandas 5 (angl. Chemokine (C-C motif)
ligand 5)

CINC - citokiny-indukuojamy neutrofily chemoatraktanty $eimos baltymai
(angl. cytokine-induced neutrophil chemoattractant)

CX3CL1 - chemokino (C-X-C motyvo) ligandas 1 (angl. Chemokine (C-X-C
motif) ligand 1)

CXCL10 — C-X-C motyvo chemokinas 10 (angl. C-X-C motif chemokine 10)

DMEM - Dulbeco modifikuota Eagle‘o terpé (angl. Dulbecco's modified
Eagle medium)

DMSO - dimetilsulfoksidas (angl. Dimethyl sulfoxide);

DPSC — danty pulpos kilmés kamieninés lgstelés (angl. Dental pulp-derived
stem cells)

ECM — tarplastelinis uzpildas (angl. Extracellular matrix)

EDTA - etilendiamintetraacto rtgstis (angl. Ethylenediaminetetraacetic
acid)

ESC - embrioninés kamieninés lastelés (angl. Embryonic stem cells)

PBS - fosfatinis buferinis tirpalas (angl. Phosphate-buffered saline)

FFF - lydyto pluosto gamybos technologija (angl. Fused Filament
Fabrication)

FBS — fetalinis verSeliy serumas (angl. Fetal Bovine Serum)

GAPDH - gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenazé (angl. glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase)

HA — hidroksiapatitas (angl. Hydroxyapatite)

HH — baltymy $eima (angl. Hedgehog)

Y AP — su yes baltymu saveikaujantis baltymas (angl. yes-associated protein)

iIPSC - indukuotos pluripotentinés kamieninés lastelés (angl. Induced
pluripotent stem cells)

IL-1ra - interleukinas 1ra (angl. Interleukin-1ra)

IL-6 — interleukinas 6 (angl. Interleukin-6)

IMDM - Iskovo modifikuota Dulbeco terpé (angl. Iscove's Modified
Dulbecco's Medium)
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SC — kamieninés lastelés (angl. Stem cells)

Coll — I tipo kolagenas (angl. Collagen type I)

ColV - V tipo kolagenas (angl. Collagen type V)

MSC — mezenchiminés kamieninés Iastelés (angl. Mesenchymal stem cells)

SDS - natrio dodecilsulfatas (angl. Sodium dodecyl sulfate)

NELL-1 — j Nel panasus baltyms 1 (angl. (Nel)-like protein type 1)

OCN - osteokalcinas (angl. Osteocalcin)

ONN - osteonektinas (ang. Osteonectin)

OPN - osteopontinas (angl. Osteopontin)

PCL — polikaprolaktonas (angl. polycaprolactone)

PDGF — trombocity kilmés augimo veiksnys (angl. Platelet-Derived Growth
Factor)

PDSC — antkaulio kilmés kamieninés Igstelés (angl. Periosteum-derived stem
cells)

PGA — poliglikoliné rugstis (angl. polyglycolic acid)

PESC — plauc¢iy kamieno kraujagyslés endotelio kamieninés lastelés (angl.
Pulmonary trunk blood vessels endothelial stem cells)

PLA — polilaktiné rugstis (angl. polylactic acid)

Runx2 - su Runt baltymo domenu susij¢s transkripcijos veiksnys 2 (angl.
Runt-related transcription factor 2)

SEM - skenuojantis elektrony mikroskopas (angl. scanning electron
microscope)

SIBLINGs - glikoproteiny grupé, aptinkama kaulinio audinio
tarplasteliniame uzpilde (angl. Small Integrin-Binding Ligands with N-
linked Glycosylation)

SICAM-1 — tirpi tarplgsteliné adhezijos molekulé 1 (angl. Soluble
intercellular adhesion molecule-1)

SKL - suaugusio organizmo kamieninés lastelés;

Sp7 — transkripcijos veiksnys Sp7 (angl. Transcription factor Sp7)

SSC — natrio citrato tirpalas (angl. Saline sodium citrate);

TCP - trikalcio fosfatas ( Cas(POa). )

TGF-B - transformuojantis augimo veiksnys B (angl. Transforming growth
factor p)

TIMP-1 — TIMP metalopeptidazés slopiklis 1(angl. TIMP metallopeptidase
inhibitor 1)

ECM — tarplastelinis uzpildas

VEGF — kraujagysliy endotelio augimo veiksnys (angl. Vascular endothelial
growth factor)

WNT — baltymy Seima (angl. Wingless-Type)



IVADAS

Gyvo audinio lastelés, sgveikaudamos tarpusavyje bei su uzlgsteline aplinka,
uztikrina pagrindinius fiziologinius procesus ir darny daugialgscio
organizmo funkcionavimg. Normalioms, gyvoms lgsteléms reikia daugiau,
nei tik laikytis tarpusavyje ar tvirtintis prie substrato, joms biatina stebéti
savo aplinka ir reaguoti | kaimyniniy lasteliy elgesj bei tarplastelinés
aplinkos pasikeitimus. Ypatingas vaidmuo audiniuose tenka kamieninéms
lasteléms, kuriy sgveikos su aplinka metu vyksta organizmo atsinaujinimo
procesai.

Siekiant suprasti visy Siy biologiniy procesy mechanizmus, kuriami
jvairiis in vitro modeliai, kurie imituoja daugybe biologiniy reiskiniy, tokiy
kaip lasteliy-lasteliy sgveika, lasteliy-aplinkos saveika, vidiniai lasteliy
tinklai bei kt. Zinios apie biologinius kontaktus ir jy jtaka lasteliy likimui yra
svarbios tiek teoriniu, tiek ir praktiniu aspektu. Viena i§ galimy praktinio
taikymo sri¢iy — dirbtinio audinio formavimas, panaudojant lasteliy saveikos
su iSoriniu pasauliu mechanizmus.

Organy bei audiniy funkcijy sutrikimas ar praradimas, kuris didele dalimi
gali priklausyti nuo ,neteisingy” lasteliy saveiky, yra viena opiausiy
problemy medicinoje. Iki Siol tokie susirgimai yra gydomi atliekant
organy/audiniy transplantacijag. Nors §i procediira jau padéjo Simtams
tikstanciy pacienty, taciau po transplantacijos medikai iki $iol vis dar negali
garantuoti sékmingo audinio ar organo prigijimo bei pilno jy funkcijy
atkiirimo. Tiesa, Siuo atveju susiduriama su dar viena svarbia problema -
donoriniy audiniy ar organy trikumu - Nacionalinio transplantacijos biuro
prie Sveikatos apsaugos ministerijos duomenimis 2019 mety gruodzio 16
dieng Lietuvoje transplantacijos lauké 475 pacientai, i§ kuriy net 19 yra
vaikai. Tuo tarpu efektyviy donory per $iuos metus buvo tik 51.

Transplantuojama daug ir jvairiy organy bei audiniy. Vienas i§ tokiy —
kaulinis audinys. Nors pastarasis geba puikiai regeneruoti savaime, jo reikmé
transplantacinése operacijose yra ne iSimtis. Milijonai Zmoniy visame
pasaulyje kencia nuo patologijy, susijusiy su kauly retéjimu, genetiniais
susirgimais ar vézinémis ligomis, kuriy metu atsirad¢ kaulinio audinio
pazeidimai patys savaime regeneruoti nebesugeba. Gydant tokias kaulinio
audinio pazaidas ,,auksiniu standartu” laikomi ir dazniausiai naudojami
autologiniai, alogeniniai bei ksenogeniniai kaulinio audinio transplantatai.
Taciau §ie nattiraliis kaulinio audinio pakaitalai vis dar turi nemaZzai minusy:
papildomoma chirurginé intervencija j organizmg, galimos donorinés srities
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patologijos, ribotas donorininio audinio kiekis, galimas imuninis paciento
organizmo atsakas, ligy ir patogeny perdavimas i§ donoro recipientui ir pan.
Todeél pasitelkdami naujausius audiniy inZinerijos pasiekimus mokslinikai
sickia sukurti biologiskai suderinamus, osteokonduktyvius bei osteo- ir
angio- induktyvius dirbtinius kamieniniy lgsteliy (SC) bei karkasy darinius
(konstruktus), kurie uztikrinty efektyvia pazeisto kaulinio audinio
regeneracijg. Norima, kad tokiy konstrukty gamyba buty kuo labiau
personalizuota, nereikalaujanti dideliy piniginiy ir laiko sgnaudy.

Kaulinio audinio konstruktus, atitinkan¢ius minétus kriterijus, galima
pagaminti derinant kamienines lasteles su kompozitiniais polimerais (tokias
kaip polilaktiné riig§tis (PLA) ir kt.) bei biokeraminémis (hidroksiapatito
(HA), biostiklo (BG) ir kt) medziagomis ir pasitelkiant vieng
perspektyviausiy technologijy — lydyto pluosto (FFF) 3D spausdinima. Toks
3D spausdinimas tampa vis pigesnis ir pritaikomesnis audiniy inzinerijoje,
todél labai aktualus tampa Siai technikai tinkamy medziagy parinkimas,
tokiy medziagy biologinés savybés bei 3D spausdinimo budu pagaminty
pavirsiy jtaka lasteliy likimui.

Osteokonduktyvaus, osteo- ir angio- induktyvaus dirbtinio kaulo gamybai
neuztenka tik tinkamos medziagos bei optimalaus karkaso gaminimo biudo
pasirinkimo. Siekiant, kad kuriamas konstruktas lengviau integruotysi j
paciento organizma, ji sudarantis karkasas turéty buti papildomai
praturtinamas  biologonimémis molekulémis bei prieS implantacija
apauginamas autologinémis paciento kamieninémis lastelémis.

Vienas i§ perspektyviausiy varianty karkaso pavirSiaus dekoravimui yra
jo padengimas autologiniy lgsteliy suformuotu tarplasteliniu uzpildu (ECM).
Toks ECM tinklas karkasg praturtina jvairiomis signalinémis bei struktariniy
baltymy molekulémis, todél jo pavirSius tampa patrauklesnis Iasteliy
prisitvirtinimui, migracijai ar net diferenciacijai. Karkasy dengimas lasteliy
kilmés ECM yra sparciai populiaréjanti tyrimy sritis, taciau iki $iol tokio
ECM vaidmuo kaulinio audinio regeneracijoje yra istirtas tik naudojant
kelias lgsteliy bei karkasiniy medziagy risis, todél Siuo klausimu triksta
patikimos informacijos, néra rekomendacijy ir praktiniam jo panaudojimui.

Personalizuoto kaulinio audinio konstrukto kiirimui bei lasteliy-karkasy
saveikos tyrimams placiausiai yra naudojamos mezenchiminés kamieninés
lastelés (MSC). Tokios yra danty pulpos kamieninés Iastelés (DPSC),
pasizymincios multipotenciskumu, geromis adhezinémis bei
proliferacinémis savybémis ir gebanéios lengvai diferencijuoti osteogenine
kryptimi, todél jos yra puikus autologiniy mezenchiminiy lgsteliy Saltinis
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tieck kaulo regeneracijos tyrimuose, tiek ir jy praktiniam pritaikymui
klinikoje.

Siame darbe buvo analizuojamas jvairiy FFF 3D spausdinimo biidu
pagaminty PLA karkasy modifikacijy vaidmuo DPSC likimui. Modeliu
pasirinktos ziurkés kilmés DPSC. PLA karkasai modifikuoti keiciant jy
pavirSiaus topografija, chemine sudéti bei padengima baltymais, siekiant
i$siaiskinti kiekvienos substrato modifikacijos jtaka lasteliy funkcijoms ir
savybéms, pagrindinj démesj skiriant lgsteliy osteogenezés procesy
valdymui.

Darbo tikslas
Nustatyti skirtingy substrato modifikacijy jtaka kamieniniy lasteliy likimui
siekiant sukonstruoti funkcionaly dirbtinj kaulinj audin;.

Uzdaviniai:

1. Istirti pavirSiaus makrotopografijos (>100 um) vaidmenj danty
pulpos kamieniniy lgsteliy (DPSC) likimui.

2. lvertinti substrato cheminés sudéties jtaka DPSC gyvybiniams
procesams.

3. Atlikti medziagos cheminés sudéties vaidmens Igsteliy osteogenezei
analize.

4. Nustatyti substrato biodekoravimo poveikji DPSC judrumui,
prisitvirtinimui bei dauginimuisi.

5. Jvertinti pavirSiaus dekoravimo jtaka Iasteliy diferenciacijai
osteogenine kryptimi.

6. In vitro saglygomis modeliuoti ir jvertinti lasteliy-karkaso konstrukto
siunciamg signala recipientiniams audiniams.

Darbo mokslinis aktualumas ir naujumas:
Iki Siol buvo zinoma, kad tik nano- ir mikrotopografijos gali reguliuoti

lastelés lemtj. Siame darbe pademonstruota, kad ir pavirsiaus
makrotopografijos (lyginant su lastelés dydziu; >100 um) visiskai pakanka,
jog substratas inicijuoty spontaninius osteogenezés procesus lastelése. Tali
patvirtino, kad FFF 3D spausdinimas gali buti sékmingai taikomas pigiai,
nasiai ir personalizuotai konstrukty, skirty kaulinio audinio regeneracijai,
gamybai.

Darbe pirmg kartg palygintos i§ PLA+HA ir PLA+BG kompozity FFF 3D
spausdinimo budu pagaminty karkasy fizinés bei osteoindukcinés savybés.
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In vitro sglygomis nustatyta, kad PLA+BG kompozitas turéjo tinkamus
fizinius parametrus ir pasizyméjo efektyvesniu osteogening diferenciacija
skatinan¢iu veikimu, todél yra tinkamiausias dirbtinio kaulinio audinio
konstravimui. Sios Zinios yra naudingos kaulinio audinio karkasy gamybos
optimizacijai.

Ivertinta daug zadanti biologiné polimeriniy karkasy dekoravimo
technologija — pavirsiaus padengimas Igsteliy kilmés ECM. Cia ji pirma
karta pritaikyta naudojant lengvai gaunamas pirmines DPSC bei FFF 3D
spausdinimo metodu pagamintg PLA karkasa (PLA+ECM). Nustatyta, kad
DPSC suformuotas ECM pastebimai pagerina karkaso osteoinduktyvumg in
vitro.

Darbo metu in vitro sglygomis buvo pademonstruotas i§ karkasy bei
lasteliy  pagaminty konstrukty siun¢iamas signalas kaimyninéms
recipientinio audinio lasteléms ir angiogenezei. Toks tyrimas pirmg karta
atliktas siekiant palyginti konstruktus, pagamintus i§s pirminiy DPSC bei
PLA+HA, PLA+BG, PLA+ECM karkasy. Nustatyta, kad geriausias
regeneracines savybes demonstruoja DPSC-PLA+BG bei DPSC-PLA+ECM
konstruktai. Todé¢l manome, kad tarpusavyje apjungus DPSC lasteles,
kompozitinj PLA+BG porétos makrostruktiiros karkasa bei DPSC
susintetintg ECM tinklg galima tikétis sukurti efektyvy dirbtinj kaulinio
audinio konstrukta, pasizymintj efektyviomis regeneracinémis savybémis in
Vivo.

Sis mokslinis darbas svariai prisideda prie audiniy inZinerijos progreso
kuriant dirbtinj kaulinj audinj, kuris tapty proverziu Siuolaikinéje
medicinoje.
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1. LITERATUROS APZVALGA

Lastelés gyvame organizme gyvena nuolat kintancioje, daugialypéje
mikroaplinkoje, kurig sudaro tarplastelinis uzpildas (ECM), kaimyninés
lastelés bei jvairtis augimo veiksniai ir citokinai. Organizmo audiniuose
ECM yra tarsi pagrindas, karkasas, prie kurio lgstelés tvirtinasi ir aplink kurj
ir yra formuojamas audinys. Reaguodamos j ECM kietuma, cheming sudétj
bei specifing jo pavirSiaus geometrija, audinj formuojancios lgstelés jaucia,
kuria kryptimi joms reikia diferencijuoti, ar reikia daugintis, o gal kaip tik
reikia pasukti ztties keliu (Li ir kt., 2018). Taigi, tokia lasteliy ir substrato
sgveika nulemia pagrindines jy funkcijas — proliferacija, diferenciacija,
migracijg bei §iuos procesus valdanciy signaliniy molekuliy sinteze (Cretel ir
kt., 2008).

Zinant, kad substratas, su kuriuo saveikauja lastel¢, daro tokia didele
jtakg jos likimui, pasaulyje kuriami jvairGs pavirSiai, Kkurie savo
mechanininémis, cheminémis bei fizinémis savybémis stimuliuoja norimg
lastelés atsaka (Urrutia ir kt., 2017). Vienas i§ audiniy inzinierijos uzdaviniy
- sukurti tokius karkasus, kurie savo sandara ir sudétimi kuo labiau imituoty
konstruojamo audinio ECM. Taip tikimasi pasiekti efektyviausia SC
proliferacija, migracija bei uztikrinti jy diferenciacija kuriamo audinio
linkme (Krishna ir kt., 2016).

Ne i8imtis yra ir kaulinis audinys. Siekiant sukurti dirbtinj $io audinio
pakaitala, reikia ne tik puikiai suprasti kaulinio audinio struktiirg bei jo
regeneracinius mechanizmus, ta¢iau, taip pat svarbu iki galo iSanalizuoti ir
istirti dirbtinio kaulinio audinio konstravimui tinkamy kamieniniy lasteliy
bei karkasy sgveikas (Phadke ir kt., 2013). Tik i$analizavus ir atrinkus
geriausiu  biosuderinamumu,  osteokunduktyvumu  bei  osteo- ir
angioinduktyvumu pasizymincius substratus, galima tikétis pasiekti
proverzio dirbtinio kaulinio audinio karime (Ko ir Cho, 2013).

1.1 Kaulinis audinys

Organizmo vystymosi eigoje kaulai susidaro dviejy skirtingy procesy metu -
vykstant mezenchiminiam ir kremzliniam kauléjimui. Mezenchiminio
kauléjimo metu mezenchimos lastelés diferencijuoja j kaulinio audinio
lasteles, kurios ima skatinti kauliniam audiniui biidingo tarplastelinio uzpildo
(ECM) formavimasi. Taip susidaro sukauléje kuneliai, kurie pleciasi, nes
juos supancios kaulinio audinio Igstelés gamina vis naujas sukauléjusias
zonas. Mezenchiminis kaul¢jimas budingas kaukolés kaulams (veido
plokstiesiems, bei smegeninés skliauto kaulams) (Wang ir kt., 2019).
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Kremzlinio kauléjimo metu mezenchimos Igstelés pirmiausia diferencijuoja j
chondrocitus, susiformuoja kremzlinis audinys. [ kremzle jaugus
kraujagysléms, kremzlinés Igstelés skatina ECM mineralizacija, taip
sudarydamos sukauléjusias sijeles. Véliau Sios Igstelés Ziista, o kremzléje
buvusios SC diferencijuoja j kaulinio audinio lasteles, kurios ant
sukauléjusiy kremzlés sijeliy ima gaminti Sio audinio ECM. Taip buvusi
kremzI¢ visiSkai sukietéja ir tampa kaulu. Kremzlinis kaul¢jimas budingas
likusiy griauciy kauly formavimuisi (Ortega ir kt., 2004).

1.2 Kaulinio audinio lgstelés

Suaugusiame organizme kaulinis audinys nuolat atsinaujina, ty., geba
savarankiskai sugyti po traumy. Tokius kaulinio audinio persitvarkymus
kontroliuoja hormoniniai bei fiziologiniai veiksniai (Doblar ir kt., 2004).
Persitvarkymas gali vykti tik vidiniuose audinio sluoksniuose (trabekulinio ir
kortikalinio audinio porose). Siuos audinio persitvarkymus vykdo kaulinio
audinio lastelés. Pagal atlickamg funkcijg yra iSskiriamos 4 kaulinio audinio
lasteliy rasys: osteoblastai, osteocitai, osteoklastai ir kaulg dengiancios
lastelés (1 pav.) (Doblar ir kt., 2004). Osteoblastai — kubo formos lastelés,
iSsidésCiusios iSilgai kauly pavirSiaus ir sudarancios 4-6% visy kaulinio
audinio lasteliy. Sios Igstelés yra mezenchiminés kilmés, pagrindiné jy
funkcija - naujo kaulinio audinio formavimas. Osteoblastai pirmiausia
suformuojama organing kaulinio audinio dalj — osteoida, kurj véliau
mineralizuoja. Su Siomis lastelémis nuolat tarpusavyje sgveikauja ir joms
prieSingg funkcija vykdo Kitos kaulinio audinio lastelés — osteoklastai. Tai
didelés, daugiabranduolés lastelés, susidarancios kauly Cciulpuose i$
hemapoetiniy lasteliy-pirmtakiy. Sios Igstelés vykdo kaulinio audinio
rezorbcija, rezorbcijos srityje sukurdamos specifiska rogsting aplinka, Kuri
itirpdo kaulinio audinio neorganing ECM dalj. Véliau ima veikti specifinés
proteazés, lemiancios organinés ECM dalies iSardyma (Mohamed, 2008;
Manolagas, 2000). Tokia sgveika tarp osteoklasty ir osteoblasty kauliniame
audinyje vyksta nuolat, ji padeda uztikrinti pastovig audinio homeostazg.
Taciau, susiformavus naujam kauliniam audiniui, didzioji dalis osteoblasty
pasuka apoptozinés zuties keliu. Dalis likusiy osteoblasty tampa osteocitais —
trecigja kaulinio audinio lgsteliy rasimi. Osteocitai yra tarsi jkalinami
mineralizuotame kaulinio audinio ECM ir yra atsakingi uz tolimesnj kaulinio
audinio palaikymg ir homeostaze (Mohamed, 2008). Kita osteoblasty dalis
tampa paskutinigja, kaulinj audinj sudarancia lgsteliy grupe -
dengiamosiomis Igstelémis. Tai plokscios ir pailgos lastelés, dengiancios
kaulinj audinj 1§ iSorés. Tiksli Siy lasteliy funkcija néra iki galo nustatyta,



ta¢iau manoma, jog jos trukdo tiesioginei osteoklasty ir kaulinio audinio
sgveikai, t.y. jos dengia kaulinj audinj tose srityse, kuriose tuo momentu
neturéty vykti rezorbcijos ir naujo audinio formavimosi procesai.
Naujausiais tyrimais parodyta, jog Sios lastelés taip pat dalyvauja ir
osteoklasty  diferenciacijos ~ procese,  produkuodamos  veiksnius
(osteoprotegering (osteoprotegerin (OPG)) ir branduolio faktoriaus kapa-B
liganda  (nuclear factor kappa-B ligand (RANKL)), bitinus
osteoklastogenezei (Florencio-Silva ir kt., 2015; Manolagas, 2000).

Hemapoetinés kilmés Mezenchiminés kilmés
kamieninés lgstelés kamieninés lgstelés
Pre-osteoklastai Pre-osteoblastai

Kaulg
dengianti
Iastelé

ﬁ Osteocitai
Kaulas

1.1 pav. Kaulinio audinio 1asteliy rasys (pagal (Lian ir kt., 2012)).

1.3 Osteoblasty formavimasis ir diferenciacija

Naujo kaulinio audinio formavimasi vykdo kaulinés lastelés - osteoblastai.
Osteblasty augimas ir diferenciacija yra reguliuojami jvairiy tranksripcijos
veiksniy, skatinanciy raiSkg baltymy, atsakingy uz kaulinio audinio ECM
gamyba ir mineralizacija. Osteoblastai susiformuoja osteoblastogenezés
metu i§ mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy (MSC) (1.2 pav.). Tokia
osteoblasty diferenciacija kontroliuoja daugybé signaliniy molekuliy —
morfogenai, transkripcijos ir augimo veiksniai, citokinai, hormonai. Jie visi
prisideda prie sudétingy osteogeninés diferenciacijos signaliniy keliy tinklo
valdymo. Visas osteoblasty formavimosi/diferenciacijos procesas gali buti
skirstomas | keletg stadijy — kamieniniy lasteliy apsisprendimas virsti
osteoblastais, pre-osteoblasty proliferacija ir ECM sintezé, ECM brendimas
ir mineralizacija, osteoblasty apoptoz¢ ir virtimas osteocitais arba kaulinj
audinj dengianciomis Iastelémis (Burr ir Allen, 2014).
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1.2 pav. Osteoblasty formavimasis ir brendimas.

Kamieniniy lasteliu apsisprendimas virsti osteoblastais. Osteoblasty
formavimasis prasideda MSC (esanc¢iy kauly ¢iulpuose, antkaulyje, danty
pulpoje ar panaSiuose audiniuose) proliferacija ir apsisprendimu
diferencijuotis osteogenine linkme. I§ MSC susidaro osteoprogenitorinés
lastelés. Sis procesas yra grieztai koordinuojamas pagrindiniy, uz lastelés
osteogeneze atsakingy signaliniy keliy - transformuojancio augimo veiksnio
B (TGF-B)/ kaulo morfogeninio baltymo (BMP),  Wingless
baltymo/integrazés-1 (WNT) ir Hedgehog (HH) (1.3 pav.) (James, 2013).

TGF-B/BMP signalinio kelio baltymai osteogeneze gali reguliuoti
sgveikaudami su transmembraniniais serino-treonino kinaziy receptoriais (I
ir II tipo) ir taip aktyvuodami kanoninj (nuo Smad priklausomg) ir ne
kanoninj (nuo Smad nepriklausoma, p38 mitogeny aktyvinamos baltymy
kinazés) TGF-B/BMP signalinius kelius (1.3 pav.) (Chen ir kt., 2016).
Taciau, priklausomai huo MSC nisoje esanciy, pastaruosiuose signailiniuose
keliuose dalyvaujanciy baltymy ir citokiny koncentracijos, TGF-/BMP
signalinis kelias gali pasizyméti dvejopu vaidmeniu reguliuojant lasteliy
osteogenezg, pvz.: maza BMP2 koncentracija skatina lasteles diferencijuotis
riebaline linkme, tuo tarpu didel¢ Sio baltymo koncentracija inicijuoja
lasteliy diferenciacijg osteogenine ir chondrogenine kryptimis (zur Nieden ir
kt., 2005).
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1.3 pav. Pagrindiniai lasteliy osteogeneze reguliuojantys signaliniai
keliai.

Kitas signalinis kelias, dalyvaujantis lasteliy kaulinés diferenciacijos
procese — WNT. Sio signalinio kelio ligandai, prisitvirtindami prie
transmembraniniy receptoriy (angl. Frizzled receptors) ir koreceptoriy (angl.
Low-density lipoprotein receptor-related protein 5/6 (LRP5/6)), uzkerta
kelig B-katenino fosforilinimui ir taip jj stabilizuoja. Toks B-kateninas toliau
gali translokuoti j branduolj ir aktyvuoti taikininiy geny raiska (1.3 pav). Sis
signalinis kelias yra labai svarbus lgsteliy diferenciacijai kauline linkme.
Tyrimais pademonstruota, kad tam tikry Sio kelio komponenty funkcijos
praradimas organizme skatina mazo tankio kaulinio audinio formavimasi bei
jvairias kaulinio audinio ligas (Chen ir kt., 2016). Pavyzdziui, LRP5 geno
funkcijos praradimo mutacija (angl. loss-of-function mutation) sukelia
pseudogliomos sindroma ir osteoporoze (Little ir kt., 2002). B-katenino
stygius stabdo osteoblasty brendima, taip sukeldamas embriono griauciy
defektus (Chen ir Long, 2013).

Treciasis kelias, dalyvaujantis osteogenezéje, yra HH. Stuburiniy
organizme HH Seima sudaro trys grupés: Sonic HH, Indian HH ir Desert
HH. Sie baltymai jungiasi prie receptoriaus, taip aktyvuodami
transmembraninj baltymg Smo. Aktyvus baltymas Smo HH signalg toliau
perduoda transkripcijos veiksniams Gli, kurie skatina HH kelio taikininiy
geny raiska (1.3 pav.) (Kim ir kt., 2010). In vitro tyrimy duomenimis
parodyta, kad HH osteoblastogeneze gali indukuoti ir sinergetiskai
veikdamas su TGF-B/BMP signaliniu keliu (aktyvuoti Gli tranksripcijos

18



veiksniai toliau skatina BMP raiska) (James, 2013). HH $eimos baltymai yra
svarblis embriono kauly vystimosi procese bei palaikant poembrioning
kaulinio audinio homestaze (McMahon ir kt., 2003). Nustatyta, jog
pradiniuose kauly liiziy gijimo etapuose lgstelése padidéja HH signalinio
kelio komponenty raiska (Smo, Indian HH ir kt.) (Ito ir kt., 1999). Tuo paciu,
rasta, jog HH signalinio kelio slopinimas jauny peliy organizme sukelia jy
kaulinio audinio strutiiros pakitimus, todé¢l galvojama, kad sutrikes HH
signalo perdavimas gali lemti osteoporozés formavimasi bei sutrikusj kauly
luziy gijima (Kimura ir kt., 2008).

Mazai zinoma, kada ir kurie MSC signaliniai keliai yra aktyvuojami
Sioms lgsteléms apsisprendus diferencijuotis  osteogenine  linkme
(Franceschi, 1999). Taciau yra duomeny, jog MSC diferenciacijai |
osteoblastus btina dviejy tranksripcijos veiksniy aktyvacija - su Runt
baltymo domenu susijusio transkripcijos veiksnio 2 (Runx2) (Ducy ir kt.,
1997) ir Sp7 (Osterix) (Nakashima ir kt., 2002). Runx2 baltymas yra
pagrindinis tranksripcijos veiksnys, kuris aktyvuojamas anksCiau aptarty
signaliniy keliy metu. Tranksripcijos veiksnys Runx2 N gale turi Runt
domena, kuris yra svarbus Runx2 baltymo prisitvirtinimui prie specifiniy
DNR seky (PyGPyGGTPy). Tam, kad prisitvirtinty prie DNR, Runx2
veiksnys turi formuoti heterodimerg su tranksripcijos koaktyvatoriumi,
pagrindiniu prisitvirtinimo veiksniu p (Cbfp). Bitent per Runt domeng Runx
baltymai ir sgveikauja su Cbfp (Bruderer ir kt., 2014).

Preosteoblasty proliferacija ir ECM sintezé. Osteoblasty brendimo
stadijos metu osteoprogenitorinés lgstelés virsta preosteoblastais, kurie ima
sintetinti kauliniam audiniui badingus ECM baltymus - T tipo kolageng
(Coll), kaulo sialobaltyma (BSP), osteoponting (OPN) ir kt. (1.2 pav.).
Baltymy sintez¢ reguliuoja pagrindiniai du osteogeningje diferenciacijoje
dalyvaujantys tranksripcijos veiksniai — Runx2 ir Sp7 (Huang ir kt., 2007).
Pirmiausiai aktyvuojama Coll bei BSP baltymy sintezé, jy raiska lastelése
aptinkama anksc¢iausiai. OPN baltymas pradedamas sintetinti jau vélesniu
preosteoblasty brendimo metu (Ibaraki ir kt., 1992; Owen ir kt., 1990).

ECM brendimas ir mineralizacija. Sios stadijos metu preosteoblastai
jau pilnai diferencijuoja iki osteoblasty, subresta ir yra mineralizuojamas
besiformuojanc¢io kaulinio audinio ECM (1.2 pav.). Pagrindinis kaulinio
audinio ECM mineralas yra hidroksiapatitas (HA) - kalcio ortofosfato
hidroksidas Caio(PO4)s(OH)2, kuris formuojasi aplinkoje esancius kalcio
jonus jungiant j HA kristalus (Boskey ir Robey, 2013). Subrende
osteoblastai pirmiausia suformuoja nemineralizuotg kaulinio audinio ECM —
osteoidg. Osteoide yra aptinkama nekolageniniy baltymy (osteokalcino
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(OCN), osteonektino (ONN) ir kt.), kuriy sandarai bidingos ragstinés
aminortigs§tys bei  posttransliacinés jy modifikacijos (dazniausiai
fosforilinimas). Sie baltymai déka savo sandaros ypatybiy geba prisijungti
aplinkoje esancius kalcio jonus ir jterpti juos j besiformuojan¢ius HA
kristalus (Murshed ir McKee, 2010). Iki $iol tikslus ECM mineralizacijos
mechanizmas néra nustatytas. Manoma, kad tarpusavyje susipynusios
kolageno fibrilés stabilizuoja ir sulaiko nekologaninius baltymus, prie kuriy
yra prisijunge kalcio jonai. Taip inicijuojamas HA kristaly formavimasis
(Boskey ir Robey, 2013). Kitas galimas mineralizacijos mechanizmas —
matrikso puslelés (angl. Matrix vesicles). Manoma, kad Sios puslelés
susiformuoja i§ osteoblasty membranos ir yra sudarytos i§ osteoblasty
membranoje esanciy riigstiniy fosfolipidy ir aneksiny. Savo viduje Sios
puslelés turi metaloproteinaziy fermenty, gebanciy iSardyti membrana, bei
baltymy — fosfohidrolaziy (daZniausiai- Sarminés fosfatazés (ALP),
reguliuojancéiy fosfaty lygj (Boskey ir Robey, 2013; Murshed ir McKee,
2010). Mineralizacijos mechanizmas, kurj geba aktyvuoti $ios puslelés,
vyksta dviem stadijomis: 1) kalcio ir fosfato jonai kaupiasi piislelés viduje,
kur ima formuotis pirmieji kalcio kristalai; 2) toks mineralas toliau didé¢ja ir
pro puslelés membrang iSlenda j kaulinio audinio ECM, kur pradeda tarnauti
kaip branduolys tolimesniam HA kristaly formavimuisi (Anderson, 1995).
Tiesa, tyrimais parodyta, kad ECM mineralizacija gali vykti ir be matrikso
pusleliy. Apibendrinant galima teigti, kad greiciausiai mineralizacija ir jos
iniciacija gali vykti keliais buidais, kurie vienas su kitu tarpusavyje persipina
(Cui ir kt., 2016; Boskey ir Robey, 2013; Murshed ir McKee, 2010).
Osteoblasty apoptozé ir virtimas osteocitais arba kaulinj audinj
dengianciomis lastelémis. Paskutinés osteoblasty diferenciacijos stadijos
metu didzioji dalis osteoblasty Ziiva apoptozés biidu. Likusios gyvos lastelés
tampa osteocitais arba kaulinj audinj dengianCiomis lgstelémis (1.2 pav.).
Mineralizuotame ECM jsitvirting osteocitai sudaro net 95 % visy lasteliy,
aptinkamy  Zinduoliy kauluose. Sioms lasteléms badingos ilgos
citoplazminés ataugos, padedancios palaikyti rysj su aplinkinémis lgstelémis
(Franz-Odendaal ir kt., 2006), bei naujy baltymy ekspresija: dentino
matrikso baltymo-1 (angl. dentin matrix protein-1), matrikso uzlastelinio
fosfoglikobaltymo (angl. matrix extracellular phosphoglycoprotein) ir
sklerostino (Burr ir kt., 2015; Yamada ir kt., 2004; van Bezooijen ir kt.,
2004; Toyosawa ir kt., 2001; Kamiya ir Takagi, 2001). Osteocitai geba jausti
mechanines jégas, veikiancias kaula, ir paversti jas biocheminiais signalais,
uztikrinan¢iais kaulinio audinio homeostaze, t.y., reguliuojanciais balansg
tarp kaulo rezorbcijos ir formavimosi (Franz-Odendaal ir kt., 2006). Sios

20



diferenciacijos stadijos metu ECM gausiai aptinkami ir nekolageniniai
baltymai - OCN bei ONN, kurie prisideda prie visiskai mineralizuoto ECM
susiformavimo (Ozdemir ir kt., 2016).

1.4 Kaulinio audinio ECM

Kaulinis audinys yra sudarytas i§ jam budingy lasteliy bei specialaus ECM.
Visos kaulinj audinj sudarancios lastelés prisideda formuojant Sio audinio
ECM, kurj sudaro neorganiniai ir organiniai komponentai (McKee ir kt.,
2019).

1.4.1 Neorganin¢ kaulinio audinio ECM dalis

Neorganiné kaulinio audinio ECM dalis sudaro net ~80 % visos kaulo
masés. Siai ECM daliai yra priskiriamas vanduo ir mineralai. Pagrindinis
kaulinio audinio ECM uzpildo mineralas, formuojantis kristalus, yra HA
(Fujisawa ir Tamura, 2012). Susidar¢ HA kristalai daZniausiai yra disko
formos, jy matmenys varijuoja nuo 20-50 nm ilgio, 15-30 nm plo¢io ir 2-10
nm storio. Taciau kristaluose, sudaran¢iuose kaulinio audinio ECM, yra ir
karbonaty jony, kurie HA kristale pakei¢ia hidroksilo ir fosfatines grupes,
bei kitokiy priemaiSy: kalcis kei¢iamas kaliu, magniu, stronciu ir natriu, o
hidroksilo grupés gali buti pakeistos chloridu ir fluoridu. I$ visy galimy
priemaisy tik fluoridas didina HA kristaliSkuma, visos kitos mazina HA
kristaliskuma, todél kaulinio audinio mineralas dél jy tampa tirpesnis, o tai
labai svarbu palaikant mineraly homeostazge bei kaulinio audinio
persitvarkyma (Farbod ir kt., 2014; Fujisawa ir Tamura, 2012).

1.4.2 Organiné kaulinio audinio ECM dalis

Organing ECM dalj sudaro lipidai, glikoproteinai, proteoglikanai ir
cirkuliacijos atnesti baltymai (Ham ir Cormack, 1979).

Glikoproteinai. Tai baltymai, prie kuriy kovalentiSkai yra prijungtos
viena ar kelios oligosacharidy grupés (Robey, 2002). Pagrindinis organinis
kaulinio audinio ECM komponentas yra fibrilinis glikoproteinas -
kolagenas, jis sudaro net ~90 % visy kaulinio audinio ECM aptinkamy
baltymy (Fuchs ir kt., 2019).
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1.1 lentelé. Fibriliniai glikoproteinai, aptinkami kaulinio audinio ECM

Baltymas

Struktiira

Funkcijos

| tipo kolagenas
(Coll)

V tipo kolagenas
(ColVv)

Superspiralinis baltymas, kurio
kiekviena spiralé sudaryta i§
tarpusavyje susisukusiy 2 al(I)
ir 1 02(I) grandiniy (retais
atvejais 3 al(I) grandiniy).

Spiralinis baltymas, kurio
spirale gali sudaryti al1(V),
a2(V) ir a3(V) polipeptidinés
grandinés (labiausiai paplitusi

Labiausiai kaulinio audinio ECM
paplitgs baltyms (sudaro net 90 %
Vvisos organinés ECM dalies);
tarnauja kaip karkasas baltymy,
inicijuojanéiy ir regulivojanciy
ECM mineralizacija,
prisitvirtinimui.

Kaulinio audinio ECM
aptinkamas nedideliais kiekiais;
uztikrina placiy I tipo kolageno
skaiduly susidaryma.

izoforma - 1 al(V) ir 2 a2(V)).

Kolagenai - fibriliniy glikoproteiny Seimos baltymai yra budingi tik
audiniy ECM. Kaulinio audinio ECM aptinkami | ir V tipo kolagenai (1.1
lentelé). | tipo kolageno (Coll) molekulé yra pailga 300 nm ir 1,5 nm
skersmens stulpelio formos. Tai yra viena i§ ilgiausiy zinomy baltymy
molekuliy. Sio tipo kolageno molekulei, kaip ir kitiems fibriliniams
kolagenams, yra badinga trigubos superspiralés struktiira. Dar viena
kolageny risis, nedideliais kiekiais aptinkama kaulinio audinio ECM, yra V
tipo kolagenas (ColV). Sios riisies kolageno molekulés uztikrina plagiy Coll
tipo skaiduly susidarymg. ColV gali sudaryti al(V), o2(V) ir a3(V)
polipeptidinés grandinés. Labiausiai paplitusi ColV izoforma yra sudaryta i$
vienos ol(V) grandinés ir dviejy a2(V) grandiniy. Formuojantis ColV
trigubai spiralei, vienoje i spirale sudaranciy polipeptidiniy grandiniy
(a2(V)) yra paliekamas nenukirptas N galo pro-peptidas. Coll tipo skaiduly
formavimosi metu, ColV tipo trimeras yra jtraukiams j Coll tipo skaidulas ir
su Coll tipo
superspiralémis, taip uZztikrinant placiy Coll tipo skaiduly susidaryma
(Aszodi ir kt., 2006; Wenstrup ir kt., 2004).

Kaulinio audinio ECM aptinkama ir nefibriliniy glikoproteiny. Nemaza
dalis tokiy kaulinio audinio glikoproteiny savo polipeptidinéje grandinéje
turi RGD (Arg-Gly-Asp) amino ragi¢iy seka (1.2 lentelé.). Sig seka
atpazjsta lasteliy membranoje jsiterpe integrinai, kuriy déka lastelés gali
prisitvirtinti prie kaulinio audinio ECM (Robey, 2002).

déka nenukirpto N galo propeptido ima saveikauti
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1.2 lentelé. RGD sekas turintys glikoproteinai, aptinkami kaulinio audinio
ECM

Baltymas Struktiira Funkcijos
Trombospondinai ~450 kDa trimeriniai arba Reguliuoja lgsteliy adhezija,
pentameriniai baltymai, savo sgveikauja su daugeliu

polipeptidiniy grandiniy globuliniame ECM baltymy.
C- gale turintys fibrinogeno,

properidino, EGF, kolageno, RGD ir

von Willebrand homologijas.

Fibronektinas ~400 kDa dimerinis baltymas, Uztikrina Iasteliy adhezija
polipeptidingje grandinéje turintis
RGD pasikartojimus.

Vitronektinas Sudarytas i§ vienos arba dviejy ECM jungiasi
(tarpusavyje sujungty disulfidiniu multimerinius kompleksus,
rys$iu) polipeptidiniy grandiniy, su kuriais geba sgveikauti
turtingy cisteinu bei RGD sekomis. lastelés, taip uztikrindamas

ju adhezija,

Vieni i§ tokiy nefibriliniy ECM glikoproteiny yra trombospondiny Seimos
baltymai, aptinkami daugelio audiniy ECM. Seima sudaro 5 glikoproteinai:
THBS-1, THBS-2, THBS-3, THBS-4, THBS-5. Visi penki glikoproteinai
yra randami skirtingy kaulinio audinio brendimo stadijy ECM. Jie ¢ia atlieka
ne vieng funkcija: gali sgveikauti su daugeliu kity ECM baltymy, reguliuoti
lasteliy adhezija ( ne vien nuo RGD priklausomu budu) ir kt. Tai rodo, jog
greiCiausiai $ie glikoproteinai turi papildomas specifines sekas, kurias gali
atpazinti lgsteliy pavirSiaus receptoriai — integrinai (Carlson ir kt., 2008;
Bilezikian ir kt., 2008).

Fibronektinas yra kitas glikoproteinas, savo polipeptidinéje grandinéje
turintis RGD sekas ir aptinkamas kaulo ECM. Jis budingas visy jungiamyjy
audiniy ECM. D¢l alternatyvaus splaisingo egzistuoja labai daug Sio baltymo
izoformy, taciau tikslios izoformos, biidingos tik kauliniam audiniui, néra
nustatytos. Sis glikoproteinas yra dimerinis baltymas, sudarytas i§ dviejy
fibronektino monomery. Fibronektino dimerai yra tirpts, todél ECM uZpilde
jie jungiasi tarpusavyje, sudarydami fibronektino tinklus. Pagrindiné $io
ECM komponento funkcija yra uztikrinti lasteliy adhezija. Idomu tai, kad
kauliniame audinyje aptinkamos lastelés prie fibronektino tvirtinasi nuo
RGD nepriklausomu biidu - per pavirSiaus receptorius a4p1 integrinus, kurie
atpazjsta specifines fibronektino sekas. Nustatyta, jog Igsteléms sgveikaujant
su fibronektinu per Siuos receptorius, jose gali bati aktyvuojami net ir
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osteogeninés diferenciacijos signaliniai keliai (Pankov ir Yamada, 2002;
Robey, 2002).

Treciasis kaulinio audinio ECM aptinkamas, polipeptidinéje grandinéje
RGD sekas turintis glikoproteinas yra vitronektinas. Sis glikoproteinas yra
biidingas daugelio audiniy ECM. Zinoma, kad ECM vitronektinas jungiasi j
multimerinius kompleksus, su kuriais geba saveikauti lastelés. Nustatyta, kad
kaulinj audinj formuojancios lastelés su vitronektino multimeriniais
kompleksais sgveikauja per specifinius aVB3 receptorius. Pagrindiné Sio
glikoproteino funkcija - uztikrinti Igsteliy adhezija prie ECM (Bilezikian ir
kt., 2008; Preissner ir Seiffert, 1998).

1.3 lentelé. SIBLINGS glikoproteinai, aptinkami kaulinio audinio ECM

Baltymas Struktiira Funkcijos
Osteopontinas  ~44-75 kDa baltymas, polipeptidinéje Reguliuoja ECM
(OPN) grandinéje turints daug riigstiniy amino mineralizacija, uztikrina
rigsciy, bei RGD seky. Manoma, kad lasteliy adhezija, migracija,
baltymas neturi antrinés struktiiros, todél proliferacija.

polipeptidinés grandinés forma priklauso
nuo to prie ko baltymas pritvirtina.

Kaulo ~46-75 kDa baltymas, neturintis antrinés Kalcio jony surusimas ir
sialobaltymas  struktros, stipriai rigstinis, turintis RGD ECM mineralizacijos
(BSP) seky pasikartojimus ir sritj prie kurios iniciacija.

jungiasi su Coll.

SIBLINGs (angl. Small Integrin-Binding Ligands with N-linked
Glycosylation) - tai dar viena grupé glikoproteiny, biudingy tik kaulinio
audinio ECM (1.3 lentel¢). Siai grupei priklausantys baltymai savo
struktiiroje be RGD seky dar turi ir ganétinai daug sialo riigsties. Siai grupei
priskiriami Sie baltymai: OPN, BSP, dentino uzpildo baltymas 1 (angl.
dentin matrix protein-1), dentino sialobaltymas (angl. dentin sialo-protein),
dentino fosfobaltymas (angl. dentin phosphoprotein), uzpildo uZlgstelinis
glikoproteinas (angl. matrix extracellular glycoprotein) ir enamelinas
(Bilezikian ir kt., 2008; Robey, 2002).

Geriausiai i$ §iy glikoproteiny yra i$tyrinéti pirmieji du — OPN ir BSP.
Nors tiksli OPN baltymo struktira iki $iol néra nustatyta, Zinoma ganétinai
daug sio glikoproteino funkcijy, turinciy jtakos lasteliy adhezijai, migracijai,
proliferacijai. Taciau pagrindiné OPN funkcija kauliniame audinyje -
reguliuoti ECM mineralizacija. Manoma, kad $is baltymas joniniais rysiais
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tvirtinasi prie kalcio jony ir regulivoja HA kristaly augimg, neleisdamas
jiems susiformuoti per dideliems (Hunter, 2013).

Kitas giliau istyrinétas SIBLINGs grupés baltymas yra BSP. Jis kaulinio
audinio ECM sudaro net 12 % visy nekolageniniy baltymy. Kaip ir OPN, Sis
glikoproteinas yra stipriai ragstinis, todél prie jo gali prisijungti daug kalcio
jony. Nustatyta, kad OPN savo struktiiroje turi sritj, padedancig jam
prisijungti prie Coll molekulés. Todél pagrindiné Sio glikoproteino funkcija
yra kalcio jony suri§imas ir mineralizacijos iniciacija. Manoma, kad butent
BSP inicijuoja kalcio jony prijungimg prie Coll ir taip inicijuoja HA kristaly
formavimasi (Vincent ir Durrant, 2013).

1.4 lentelé. y-karboksiglutamo rhigstj turintys glikoproteinai, aptinkami
kaulinio audinio ECM

Baltymas Struktiira Funkcijos

Matrikso-Gla-baltymas  ~15 kDa baltymas, sudarytas tik i§ 84 ~ ECM mineralizacijos
aminortig§¢iy; kKol nesgveikauja su slopinimas.
kalcio jonais, jis yra
nestruktiirizuotas. Strukttroje turi 9
glutamo liekanas, 1§ kuriy 5 gali biiti
y-karboksilinamos.

Osteokalcinas ~5 kDa baltymas, sudarytas tik i§ 49 Reguliuoja HA kristaly
(OCN) aminortgscéiy; tik sgveikaudamas su augima, prie jy
kalcio jonais susisuka j globule, prijungdamas kalcio
turincig tris o spirales. jonus.

Dar viena grupé glikoproteiny, aptinkamy kaulinio ECM, yra -
karboksiglutamo ragitj turintys baltymai (1.4 lentel¢). Si netradiciné
aminoriig§tis polipeptidingje grandinéje atsiranda glutamo riigsties
posttransliacinio karbokslinimo metu (Bristol ir kt., 1999). Tokia
karbokslinta glutamo raigstis geba prisijungti kalcio jonus, todél baltymai,
savo struktiiroje turintys Sig rtgstj, kontroliuoja ECM mineralizacijg. Du
pagrindiniai kaulinio audinio ECM aptinkami baltymai, savo polipeptidingje
grandingje turintys p-karboskiglutamo rugstj, yra Sie: matrikso-gla-baltymas
(angl. Matrix-Gla-protein) ir OCN (Bilezikian ir kt., 2008). Matrikso-gla-
baltymas yra mazas baltymas, sudarytas tik i§ 84 aminortgsciy. Manoma,
kad, kol baltymas nesaveikauja su kalcio jonais, jis yra nestruktiirizuotas.
Teigiama, kad pagrindiné Sio glikoproteino funkcija ECM yra
mineralizacijos slopinimas. Taciau tyrimais parodyta, kad Sis baltymas gali
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sgveikauti su BMP ir tokiu badu inhibuoti jo aktyvinamus kelius, taip
regulivodamas lasteliy diferenciacija ir proliferacija (Cancela ir kt., 2014).

Kitas y -karboksi glutamo rugstj savo polipeptidingje grandinéje turintis
glikoproteinas yra OCN. Jis gausiai aptinkamas kaulinio audinio ECM. Sis
baltymas yra labai maZzas, sudarytas tik i§ 49 aminorigsciy. Kaip tiksliai
OCN veikia kaulinio audinio ECM mineralizacija, néra nustatyta, taciau
manoma, jog jis regulivoja HA kristaly augimg, prie jy prijungdamas vis
naujus kalcio jonus (Cancela ir kt., 2014; Hoang ir kt., 2003).

1.5 lentelé. Nefibriliniai glikoproteinai, aptinkami kaulinio audinio ECM

Baltymas Struktiira Funkcijos
Sarminé Dimerinis baltymas, sudarytas i$ dviejy ~ Reguliuoja ECM mineralizacija.
fosfatazé vienody ~80 kDa dydzio monomery.

(ALP)

Osteonektinas ~ ~35-45 kDa baltymas, polipeptidingje Inicijuoja ECM mineralizacija.
(ONN) grandingje turi daug cisteino
aminorligsciy bei EF rankos motyva.

Kiti du svarbas nefibriliniai glikoproteinai, aptinkami kaulinio audinio
ECM, taciau nepriskiriami nei vienai i§ auks¢iau aptarty grupiy, yra ALP ir
osteonektinas (ONN) (1.5 lentelé).

ALP - prie lastelés pavirSiaus prisitvirtings baltymas. Lastelés
membranoje  esantys  fosfatidilinozitolio  glikofosfolipidai  sudaro
kovalentinius rySiusj su ALP polipeptidinés grandinés C galu, taip baltymas
i8licka prikibgs prie lgstelés. Véliau §is rySys yra nutraukiamas ir ALP
keliauja j kaulinio audinio ECM, kur reguliuoja ECM mineralizacija (Rosen,
2013). Zinoma, kad HA kristaly formavimuisi didele jtaka turi fosfaty ir
pirofosfaty santykis, esantis ECM. Tam tikri fermentai ECM esancig ATP
geba versti | pirofosfataus, kurie inhibuoja HA kristaly formavimasi. ECM
esantys ALP baltymai geba $iuos pirofosfatus hidrolizuoti iki fosfaty. Tada
ima formuotis kalcio fosfatai, kurie ECM kaupiasi kaip HA kristalai.
Manoma, jog ECM mineralizacijoje ALP aktyviai dalyvauja tada, kai HA
kristaly formavimasis vyksta matrikso puslelése (Mitton-Fitzgerald ir kt.,
2016; Orimo, 2010).

Dar vienas kaulinio audinio ECM formavimuisi svarbus glikoproteinas
yra ONN. Tai rugstusis glikoproteinas, gebantis prisijungti kalcio jonus.
Osteogenezés metu 8] glikoproteing sekretuoja osteoblastai, taciau
organizmo vystymosi eigoje jo raiSka yra aptinkama ir Kkituose
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jungiamuosiuose audiniuose. ONN yra atsakingas uz kaulinio audinio ECM
mineralizacijos iniciacija. Prisijunges kalcio jonus, jis geba tvirtintis prie
kolageno ir taip duoti pradzia HA kristaly formavimuisi (Rosen, 2013;
Bilezikian ir kt., 2008).

1.6 lentelé. Proteoglikanai aptinkami kaulinio audinio ECM

Baltymas Struktiira Funkcijos
Versikanas Turi ~360 kDa Serdinj baltyma, bei  ,,Numato* vietas, kuriose
G1 ir G2 globulinius domenus, embriogenezés metu formuosis

kuriuose yra hialurono tvirtinimosi  kaulinis audinys.
sritys bei | EGF panaSios sekos.

Dekorinas Turi ~38-45 kDa dydzio Serdinius  Tvirtinasi prie Coll ir neleidzia
Biglikanas baltymus, kuriuose gausu leucino susidaryti per pla¢ioms
Fibromodulinas pasikartojimy. superspiraléms, geba saveikauti

su TGF-B/BMP ir Wnt siganliniy
keliy komponentais, taip lastelése
aktyvuodami osteogeneze.

Kita baltymy grupé, jeinanti j kaulinio audinio ECM sudétj, yra
proteoglikanai (1.6 lentelé¢). Tai didelés molekulinés masés Igstelés
pavirSiaus ar ECM polianijonai, kuriuose prie baltymo molekulés
kovalentiniu rySiu yra prijungti glikozaminoglikanai. Nuo glikoproteiny jie
skiriasi tuo, kad didesniaja molekulinés masés dalj sudaro ne baltymai, o
angliavandeniai, sudarantys net iki 95 % proteoglikany masés.
Glikozaminoglikany karboksi- ir sulfogrupés suteikia molekulei didelj
neigiamg kravj, todél prie jy gali jungtis daug vandens molekuliy, 0
proteoglikany tirpalai tampa klampis, elastingi ir atsparlis spaudimui
(Yanagishita, 1993).

Didelis proteoglikanas, jeinantis j besiformuojantj kaulinio audinio ECM,
yra versikanas. Didziausi $io proteoglikano kiekiai suaugusiame organizme
yra aptinkami  minkstuosiuose audiniuose, taCiau pastebéta, kad
embriogenezés metu ten, kur pradeda formuotis kaulinis audinys, Sis
proteglikanas taip pat yra ekspresuojamas. Manoma, kad jis ,,numato‘ vieta,
kuri taps kauliniu audiniu. Siam proteoglikanui biidinga tai, jog jis jungiasi
prie hialurono riigsties, ECM formuodamas didelius agregatus (Nakamura ir
kt., 2005; Wight, 2002).

Osteogenezei progresuojant, versikanas yra pakei¢iamas kitais trimis
proteoglikanais — dekorinu, biglikanu ir fibromodulinu. Sie proteoglikanai
yra priskiriami maziems baltymams, kuriy Serdiné dalis turi leucino
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pasikartojimus. Visi $ie trys proteoglikanai per savo Serdinius baltymus gali
tvirtintis prie skirtingy Coll superspiralés viety ir taip reguliuoti Coll fibriliy
formavimasi. Manoma, kad $ie proteoglikanai veikia dvejopai: stabdo Coll
fibriliy diametro didéjimg arba déka jy struktiiroje esancio didelio
glikozaminogaliakny kiekio skatina skirtigy Coll fibriliy tarpusavio saveika.
Visi trys proteoglikanai taip pat geba saveikauti ir su TGF-B/BMP ir WNT
siganliniy keliy komponentais, prisidédami prie osteogeninés diferenciacijos
aktyvacijos lastelése (Nastase ir kt., 2012; Mochida ir kt., 2009; Takeuchi ir
kt., 1994).

1.7 lentelé. Cirkuliacijos metu j kaulinio audinio ECM atneSami baltymai

Baltymas Struktiira Funkcijos
Albuminas ~69 kDa baltymas, Neleidzia susidaryti per
neglikozilintas. dideliems HA kristalams.
a2-HS-glikobaltymas ~64 kDa baltymas, kuriame Stabdo per dideliy HA

dvi polipeptidinés grandinés  kristaly formavimasi.
tarpusavyje sujungtos

disulfidiniais rySiais,

grandinése gausu Siy

aminortgséiy pasikartojimy:

alaninas-alaninas ir prolinas-

prolinas.

Cirkuliacijos atnesti baltymai: Ketvirtadalj kaulinio audinio ECM ne-
kolageniniy baltymy sudaro ne kaulinio audinio lasteliy sintetinami, bet
cirkuliacijos metu i§ gretimy audiniy atneSami baltymai (Rosen, 2013) (1.7
lentelé). Didzioji $iy baltymy dalis yra sintetinama kepenyse ar kraujodaros
audiniuose, tai yra jvairtis imunoglobulinai, pernasos baltymai, citokinai,
chemokinai bei augimo veiksniai.

IS cirkuliacijos metu atnes$ty baltymy didziausiais kiekiais ECM yra
aptinkami kraujo serumo baltymai — albuminas ir oa,-HS-glikobaltymas. Abu
Sie baltymai savo struktliroje turi rigstiniy aminorigSciy, Kurios,
besijungdamos su HA, padeda Siems baltymams tvirtintis prie kaulinio
audinio ECM. Manoma, jog abu Sie serumo baltymai reguliuoja ECM
mineralizacija, neleisdami susidaryti per dideliems HA kristalams. Taciau tai
néra vienintelé jy funkcija. Jie taip pat gali skatinti Igsteliy endocitoze, veikti
kaip augimo veiksniai ar chemoatraktantai, tarnauti osteoprogenitoriniy
lasteliy pritraukimui (Bilezikian ir kt., 2008).
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1.5 Kaulinio audinio regeneracija

Kaulinis audinys - tai toks audinys, kuris jvairiy pazeidimy atveju geba pats
savaime regeneruoti nesusidarant randui. Dazniausias kaulinio audinio
regeneracijos pavyzdys - kauly laziy sugijimas (Dimitriou ir kt., 2011).
Tokiy kaulinio audinio defekty regeneracija yra grieztai reguliuojamas
procesas, susidedantis i§ keleto skirtingy stadijy (1.4 pav.): 1) uzdegiminé
fazé, kraujosruvos susidarymas; 2) progenitoriniy lasteliy pritraukimas ir
kremzlinio audinio lasteliy susidarymas; 3) kremzlinio audinio saleliy
mineralizacija ir brendimas; 4) sukauléjusiy saleliy persitvarkymas, galutinio
kaulinio audinio susidarymas (Ho-Shui-Ling ir kt., 2018; Kheirallah ir
Almeshaly, 2016).

Pirmoji, uzdegiminé, stadija prasideda iskart po kaulo liizio. Liizes kaulas
pazeidzia Salia esancius audinius bei kraujagysliy tinkla, dél to pazeistoje
vietoje susiformuoja hematoma. Praéjus mazdaug 24 val. prasideda antroji
kaulinio audinio regeneracijos stadija. Jos metu j susidariusig hematoma ima
migruoti neutroflai. Neutrofilai ima sekretuoti monocity ir makrofagy
chemoatraktantus — interleuking-6 ir chemokino liganda 2 (Claes ir kt.,
2012). ] pazaidos vietg atkeliave monocitai ir makrofagai (Ml
prouzdegiminio fenotipo) paSalina nekrozines lgsteles bei luzusio kaulo
fragmentus. Kita dalis makrofagy (M2 antiuzdegiminio fenotipo),
atmigravusiy ] pazaidos vieta, ima sekretuoti jvairius uzdegiminius,
chemotaksinius ir progenitorinius mediatorius (SDF-1a (angl. stromal
derived factor-la), TNF-a, interleuking-1p, interleuking-6, chemokino
liganda 2, BMP, fibroblasty augimo veiksnj, WNT Seimos baltymus) tam,
kad | pazaidg i§ kauly ciulpy, antkaulio ir kortikalinio kaulo biity
pritraukiamos progenitorinés SC (Schlundt ir kt, 2018). Tai lemia
regeneracinio proceso pradzia, kurio déka mazdaug po savaités pazaidos
vietoje uzdegiminé reakcija ir hematoma iSnyksta, o | paZaidos vieta
atmigravusios progenitorinés lgstelés ima telktis | grupes, inicijuojama
chondrogeniné diferenciacija. Jdomu, kad chondrogenine linkme
diferencijuoja tik progenitorinés lgstelés, atkeliavusios i§ antkaulio (Colnot,
2009). Po to prasideda trecioji kaulinio audinio regeneracijos stadija —
tarpinio kaulinio audinio formavimasis. Si stadija yra beveik analogiska
embriono vystymosi metu vykstan¢iam kremzliniam kaulinio audinio
formavimuisi (Ortega ir kt., 2004). Siuo metu vis daugiau proginetoriniy SC
virsta kremzlinémis. Manoma, kad vieta, kurioje SC atsiduria atmigravusios
1 pazaida, lemia tai, ar jos pirmiausia diferencijuos i kremzilinj audinj, ar
pasuks osteogeninés diferenciacijos keliu. Kadangi chondrocitai geba
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i8gyventi mazai vaskuliarizuotoje aplinkoje, todél SC, atsidiirusios toli nuo
kraujagysliy, pirmiausia ima diferencijuoti chondrogenine linkme
(Schindeler ir kt., 2008). Taciau j pazaidos vieta migruoja ir endotelinés
kamieninés lastelés, kurios aplink diferencijuojancius chondrocitus ima
formuoti naujas kraujagysles. Pilnai diferencijave bei subrend¢ chondrocitai
ir greta jy susiformave kraujagyslés inicijuoja ECM mineralizacija, susidaro
sukauléje sijelés. Aplinkui sukauléjusias sijeles i§ likusiy proginetoriniy
lasteliy pirmiausia ima formuotis porétasis kaulinis audinys. Cia prasideda
paskutiné kaulinio audinio regeneracijos stadija — tankiojo kaulinio audinio
formavimasis. Ankstesnéje stadijoje susidargs porétasis audinys toliau yra
pertvarkomas osteoklasty-osteoblasty saveikos metu, kol suformuojamas
galutinis, kaulo iSoréje esantis tankusis kaulinis audinys (Ho-Shui-Ling ir
kt., 2018).

TaCiau yra nemazai atvejy, kai kauly luziai (13 % visy blauzdikauliy
luziy) patys savaime nesugyja. Dar dazniau, jvykus kitokiems kaulinio
audinio pazeidimams (genetinés ligos, véziniai susirgimai, jvairiis uzdegimai
ir pan.) susidaro kritinio dydzio kaulinio audinio defektai, kurie patys
savaime regeneruoti nebesugeba. Tada yra atliekamos ortopedinés,
zandikaulio ar kitos srities transplantacinés operacijos, taip stengiantis
pazeistg kaulinj audinj regeneruoti dirbtinai (Dimitriou ir kt., 2011). Gydant
tokius kaulinio audinio kritinius defektus ,,auksiniu standartu® laikomi ir
naudojami biologiniai kaulinio audinio transplantatai (X. Chen ir kt., 2018).
Isskiriamos trys pagrindinés transplantaty kategorijos: autologiniai (to paties
individo), alogeniniai (kito donoro) ir ksenogeniniai (kitos biologinés rusies
individo) audiniai. Taciau jie visi turi nemazai minusy (Ho-Shui-Ling ir kt.,
2018; Roseti ir kt., 2017). Autologiniai transplantatai, zinoma, yra geriausi,
ta¢iau dél atsiradusiy kaulinio audinio susirgimy ar dideliy pazaidy i$
paciento nejmanoma paimti reikiamo kiekio audinio, be to, tokio audinio
paémimas reikalauja dar vienos papildomos chirurginés intervencijos i
paciento organizmg (Laurencin ir kt, 2006). Tuo tarpu alo- ir
ksenotransplantaty didziausi minusai yra galimas patogeny perdavimas i$
donoro recipientui bei paciento imuninis atsakas j audinj, atkeliavusj i$ kito
organizmo (Roseti ir kt., 2017).

Paminétos priezastys vercia mokslininkus ieskoti naujy kaulinio audinio
atkurimo budy. Méginama pasitelkti audiniy inzinerija ir tokiu biidu sukurti
dabar naudojamy kaulo transplantaty pakaitalus (Ho-Shui-Ling ir kt., 2018).
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1.4 pav. Kaulinio audinio regeneracija po kaulo liizio (pagal (Ho-Shui-
Ling ir kt., 2018).

1.6 Audiniy inzinerija kaulinio audinio regeneracijai

Kaip jau minéta auksCiau, audiniy inzinerijos principais kuriant dirbtinj
kaulinj audinj svarbu, jog pagamintas konstruktas biity biosuderinamas,
pasiZyméty osteointegracinémis ir net osteoindukcinémis savybémis (X.

Chen ir kt, 2018; T. ir C., 2001). Taliau osteointegracijos bei
osteoindukcijos nejmanoma pasiekti be kraujagysiy tinklo, kurio
formavimasi taipogi turéty inicijuoti dirbtinio audinio fragmentas.
Dirbtiniame konstrukte ar po transplantacijos aplink jj, organizme

nesusiformavus naujoms kraujagysléms, lastelés ziiva dél maisto medziagy ir
deguonies stokos, todél Ziiva ir pagamintas dirbtinis audinys. Kol kas vis dar
néra atrastas optimalus lasteliy, karkaso bei siganliniy molekuliy derinys,
kuris dirbtiniame kauliniame audinyje inicijuoty tiek osteo-, tiek ir
angiogeneze (J. Chen ir kt., 2018; Krishnan ir kt., 2014).

1.6.1 Kamieninés lastelés kaulo regeneracijoje

Lastelés, naudojamos dirbtinio audinio konstravimui, yra pirma ir labai
svarbi audiniy inzinerijos dedamoji. Pagal tai, kokj audinj sickiama sukurti,
svarbu iSsirinkti tam tinkamiausig lasteliy Saltinj. Pasirinktos lastelés turi
sintetinti ir ekspresuoti augimo veiksnius ir citokinus, skatinancius pazeisto
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audinio regeneracijg ir angiogeneze, bei lengvai integruotis j greta esancius
audinius. Dirbtinio kaulinio audinio konstravimui gali biti naudojamos
pirminés besidiferencijuojancios kaulinio audinio Igstelés arba SC (Polak ir
Bishop, 2006).

Pirmosios grupés lastes galima nesudétingai iSskirti i§ paciento kaulinio
audinio. Jos wuztikrintai formuos budingg ECM, ekspresuos reikiamus
augimo veiksnius ir citokinus bei lengvai integruosis j organizmg. Taciau
dazniausiai dél esanciy ir taip dideliy audinio pazeidimy reikiama Siy lgsteliy
kiekj isskirti yra labai sunku. Nors §io tipo lastelés dirbtinio kaulo
inzinerijoje dar naudojamos, taciau dél 1éto jy dauginimosi mokslininkai
dazniausiai renkasi alternatyvias lasteliy rasis (Howard ir kt., 2008; Polak ir
Bishop, 2006).

Kitos grupés lastelés, pasitelkiamos dirbtinio kaulinio audinio
konstravimui — SC. Tai nespecializuotos, puikiai besidauginancios ir
gebancios diferencijuoti jvairiomis kryptimis lgstelés. Pagal savo
diferenciacijos galimybes SC galima skirstyti j kelias grupes : totipotencines
(gali diferencijuoti | bet kurig organizmo lastelg), pluripotencines (gali
diferencijuoti | bet kurj audinj, susidarantj i§ endodermos, mezodermos ar
ektodermos), multipotencines (gali diferencijuoti j jvairiy tipy, taciau
kilusias i$ to paties gemalinio lapelio audiniy lgsteles) ir unipotencines (gali
diferencijuoti tik j to paties audinio lasteles, kuriame jos yra aptinkamos)
(1.5 pav.) (Zakrzewski ir kt., 2019). Pagal tai, i$ kur i$skiriamos, SC gali bati
skirstomos j skirtingus tipus ir potipius. Zinomi trys pagrindiniai SC tipai —
embrioninés SC (ESC), suaugusio organizmo SC (SKL) ir indukuotos
pluripotencinés SC (iPSC) (Yousefi ir kt., 2016).
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(Los ir kt., 2019).

ESC - pluripotencinés SC, gebancios diferencijuotis j bet kurio audinio
lasteles. Sios Igstelés idskiriamos i§ vidinés blastocistos masés, todel ESC
gavimo metu vaisius zuva. Nors §ios lastelés galéty labai pagerinti ateities
kaulo regeneracinés medicinos pasiekimus, taciau jy naudojimas gydymui ir
moksliniams tyrimams sukelia daug etiniy problemy, todél daugelyje Saliy
ESC naudojimas yra uzdraustas arba grieztai kontroliuojamas (Naderi ir kt.,
2011).

iPSC - dar vienas lgsteliy tipas, kurj méginama pritaikyti dirbtinio
kaulinio audinio konstravimui. Savo diferenciacijos galimybémis,
morfologija ir augimo ypatybémis iPSC tapatinamos su ESC. Sios lastelés
gali biti gaunamos j zmogaus pirmines somatines (pilnai subrendusias ir
diferencijavusias) lasteles jterpus keliy tranksripcijos veiksniy genus. Tai
leidzia sukurti autologines pluripotencines lgsteles, kurias, i$vengiant
organizmo imuninio atsako, galima taikyti paciento gydymui. Naudojant $ias
lasteles biity i§vengiama ir etiniy problemy. Taciau dél iPSC genomo
nestabilumo bei didelés supiktybéjimo rizikos audiniy inzinerijoje jos Vis dar
néra placiai naudojamos (Yousefi ir kt., 2016).

SKL - placiausiai visoje audiniy inzinerijoje naudojamos multipotencinés
lastelés. Jos aptinkamos daugelyje audiniy: kauly ciulpuose, kraujyje,
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kepenyse, raumenyse, odoje, antkaulyje, danty pulpoje, riebaliniame
audinyje ir pan. Audiniuose SKL telkiasi specialiose niSose, i§ kuriy,
atsiradus audinio paZeidimui, migruoja | pazaidos vieta ir atkuria audinio
funkcija. Nors SKL pasizymi mazesniu plastiSkumu nei ESC ar iPSC, taciau
tyrimais pademonstruota, jog jos puikiai diferencijuoja j jvairius lasteliy
tipus (Naderi ir kt., 2011). Pagal lasteliy kilme (i$ kokio organo ar audinio
SKL yra isskiriamos) jas galima skirstyti i keleta tipy — hemapoetines,
liaukines, nervines, mezenchimines, endotelines ir pan. (Los ir kt., 2019).

Dirbtinio kaulinio audinio konstravimui labiausiai tinkamos yra
mezenchiminés SC (MSC). Tai | fibroblastus panaSios morfologijos, prie
pagrindo besitvirtinancios lastelés, gebancios diferencijuotis osteogenine,
chondrogenine, miogenine ir adipogenine kryptimis. Skirtingos rtsies MSC
budingi skirtingi pavir§iaus zymenys, ta¢iau yra ir bendri MSC lasteliy tipui
budingi pozymiai, t.y., jos turi buti CD73, CD90, CDI105 atzvilgiu
teigiamos, taCiau CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19 atzvilgiu
neigiamos (Dominici ir kt., 2006). Sios lgstelés audiniy inZinerijoje yra
populiarios ne vien dél savo plastiSskumo. Tyrimais parodyta, kad MSC taip
pat pasizymi ir imunomoduliaciniu bei angiogeniniu potencialais. Sios
lastelés sukuria imunoslopinanéia aplinka, kuri trukdo pasireiksti dendritiniy
ir T-lasteliy funkcijoms. MSC taip pat geba sekretuoti angiogeneze
skatinancCius citokinus, taip atlikdomos ir proangiogening funkcija (M. B.
Murphy ir kt., 2013). Lengviausiai MSC diferencijuoja ta kryptimi, i$ kokio
audinio ar organo jos yra iSskirtos. Todél tinkamiausios MSC lasteliy rusys
kaulinio audinio regeneracijai yra kauly ¢iulpy, antkaulio ar danty pulpos
kilmés SC (Sacchetti ir kt., 2016; Musina ir kt., 2005).

Placiai tyrimuose bei gydimui naudojamos kauly ciulpy kilmés SC
(BMSC) dazniausiai yra iSskiriamos i§ dubens kaulo keteros arba
kritinkaulio kauly &iulpy. Sios lastelés geba formuoti adheziniy lasteliy
kolonijas, turi fibroblastams biidingg morfologija ir gali diferencijuoti ne
vien tik mezodermos (Birmingham ir kt., 2013; Wakitani ir kt., 1995), bet
net ir ektodermos (Bae ir kt., 2011; Woodbury ir kt., 2000) bei endodermos
kryptimis (Stock ir kt., 2014; Phadnis ir kt., 2011). Todél BMSC laikomos
pacia universaliausia MSC ras$imi. Didziausias $iy lasteliy minusas yra tai,
jog, pacientas turi iStverti papildoma intervencija j organizma, o jy iSskyrimo
procediira yra labai skausminga. Kitas triikumas - BMSC yra labai mazai, jos
sudaro tik 0,01 % visy kauly Ciulpuose aptinkamy lasteliy. Susumavus visus
Siy lasteliy pliusus ir minusus manoma, kad BMSC regeneracijoje reikéty
naudoti tik esant biitinybei (Los ir kt., 2019; Dai ir kt., 2016).
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Kita, vis pla¢iau dirbtinio kaulinio audinio konstravimui naudojama MSC
rasis - antkaulio kilmés SC (PDSC). Antkaulis - tai plona membrana,
dengianti iSorinj kaulo pavir§iy. Antkaulj galima suskirstyti j iSorinj (sudaro
elastinés skaidulos, mikro kraujagyslés ir fibroblastai) bei vidinj/osteogeninj
(¢ia aptinkamos PDSC) sluoksnius (Ferretti ir Mattioli-Belmonte, 2014).
Kaului vystantis ar gijant liziams antkaulyje esancios PDSC atlieka svarby
,»statybinj* vaidmen]. PavyzdZziui, po 1Gzio Sios lgstelés migruoja j pazaidos
vieta, ten rade tinkama ,,nisg" diferencijuojasi j osteoblastus ir taip pagreitina
kaulo gijimg (Kargozar ir kt., 2019).

I§ antkaulio i$skirtos PDSC geba diferencijuoti j adipocitus, osteoblastus
bei chondrocitus, jos taip pat ekspresuoja MSC lgsteléems buadingus
pavirSiaus zymenis (Paz ir kt., 2018). Svarbus PDSC pranaSumas prie§ kitas
MSC rasis yra tai, jog i§ vyresnio amziaus zmoniy iSskirtos PDSC
demonstruoja panaSias regeneracines savybes kaip ir jauno organizmo
lastelés. Si jy ypatybé siejami su pastebétu didesniu PDSC  telomery
stabilumu in vitro (De Bari ir kt., 2006). Taciau, kaip ir BMSC atveju, taip ir
i§skiriant autologines PDSC, reikalinga papildoma intervencija j paciento
organizmg (Chang ir Knothe Tate, 2012).

Emalis
? Dentinas
Kariina — Pulpa

Dantena

Kaulas

Saknies

Saknis — kanalas

P

Nervai ir kraujagyslés

1.6 pav. Danties struktiira (pagal (Foundation, 2014)).

Dar viena dirbtinés kaulo regeneracijos inicijavimui naudojama ir
sparéiai populiaréjanti MSC riiis yra danty pulpos kilmés SC (DPSC). Sios
lastelés yra iSskiriamos i§ danty pulpos audinio, esancio vaiky pieniniuose ar
suaugusiyjy pastoviuosiuose dantyse (1.6 pav.). Danty pulpos audinys - tai
jungiamasis audinys, esantis mineralizuoto danties vidiniame kanale. Danty
pulpa yra labai svarbi iSlaikant danties gyvybines funkcijas, formuojantis
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dentinui bei danty $aknims (Yamada ir kt., 2019). Tac¢iau krentant vaiky
pieniniams dantims ar danties Salinimo atveju i$ jame esancio pulpos audinio
galima labai nesudétingai i$skirti DPSC (Perez ir kt., 2018; Bertassoli ir kt.,
2016). Nustatyta, jog i§ danties pulpos isskirtos DPSC geba diferencijuoti ne
vien j audiniy, kilusiy i§ mezodermos, lasteles, taCiau pasizymi ir
neurogeniniu bei, svarbiausia, endoteliniu diferenciacijos potencialu
(Mullins ir kt., 2019; Luo ir kt., 2018). Be to, DPSC gali buti saugiai
Saldomos, iSlaikant nepakitusias jy diferenciacijos galimybes (Perez ir kt.,
2018; Han ir kt., 2017). Tai gali biiti gera alternatyva virkstelés kraujo SC,
surenkamoms gimdymo metu. Tyrimais pademonstruota, kad, sudarant
tinkamas sglygas, DPSC kauline linkme geba diferencijuoti netgi
spontaniskai (Kanafi ir kt., 2014). Toks ganétinai lengvas, nereikalaujantis
papildomy chirurginiy procediiry DPSC iSgavimas, galimybé¢ jas saugoti iki
kol jy prireiks pacientui bei lengva §iy lasteliy diferenciacija osteogenine ir
endoteline kryptimis padaro DPSC labai patraukliu SC S$altiniu jvairiems
regeneraciniams tikslams, tarp jy — ir dirbtinio kaulinio audinio
konstravimui.

1.6.2 Karkasy vaidmuo kaulinio audinio inZinerijoje

Kita svarbi audiniy inzinerijos dedamoji — karkasai. Kuriant dirbtinj kaulinj
audinj jie i$ dalies atstoja natiiraliai audinyje aptinkama kietaja ECM dalj.
Konstruojant audinj labai svarbu parinkti tinkamas medziagas bei pacio
karkaso struktiirg. Dirbtiniais budais sukurtas karkasas turi savo
mechaninémis, geometrinémis ir cheminémis savybémis kuo labiau imituoti
kaulinio audinio ECM, nes, implantavus j organizma, jis turi sukurti palankia
aplinkg lasteliy prisitvirtinimui, dauginimuisi, migracijai, osteogeninei
diferenciacijai ir net inicijuoti naujo kraujagysliy tinklo formavimasi
(Castells-Sala Cristina, Alemany-Ribes Mireia, 2015).

Mechaninés savybés: karkasai, skirti regeneruoti kaulg, turéty
pasizyméti kauliniam audiniui budingomis mechaninémis savybémis.
Tikslias kaulo mechanines savybes apibrézti labai sunku, nes tame paciame
kaule jy diapazonas gali skirtis, pavyzdziui, Kortikaliniy kauly Jungo
modulis (fizikinis dydis, nusakantis medziagos atsparuma gniuzdymui ar
tempimui) yra nuo 1 iki 20 GPa; trabekuliniy kauly - 0,1-1 GPa. Nors Sios
mechaniniy savybiy ribos yra labai placios, taciau kuriant karkasg, kuris bus
naudojamas kaulo regeneracijai, bitina j jas atsizvelgti (Mao ir kt., 2018; D.
K. Kim ir kt., 2017; Gibson, 1985).
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Geometrinés savybés: vertinant naturaly kaulinj audinj makroskopiskai,
galima teigti, jog tai yra ne homogeniskas, bet porétas, anizotropinis
audinys. Nors jo porétumas gali varijuoti nuo 5 iki 95 %, taciau daugumai
kauly budingas arba labai mazas, arba labai didelis porétumas. Atitinkamai
yra isskiriami du kaulinio audinio tipai (1.7 pav.). Trabekuliniam audiniui,
dar vadinamam porétaja arba akytaja medziaga (lot. substantia spongiosa),
yra biidingas 50-95 % porétumas. Pory sijas sudaro mineralizuota kauliné
tarplasteliné medziaga, joje yra jsitvirting osteocitai. Akytoji medziaga
sudaro ilgyjy kauly epifizes, didelg dalj trumpyjy kauly, Sis kaulinis audinys
aptinkamas slanksteliy vidinéje dalyje bei plok§¢iuosiuose kauluose. Siame
audinyje poros yra susisiekiancios, uzpildytos raudonaisiais kauly Ciulpais,
gaminandiais raudongsias kraujo Iasteles (Morgan ir kt., 2008; Doblar ir kt.,
2004). Antrasis kaulinio audinio tipas - kortikalinis kaulas arba tankioji
medziaga (lot. substantia compacta). Siam audiniui budingas tik 5-10%
porétumas, didziausios poros - tik 50 nm skersmens, jose issidésto
kraujagyslés (Grineboom ir kt., 2019). Tankioji medziaga sudaro ilgyjy
kauly diafizes. Kortikalinis audinys kaulams suteikia kietumo ir stiprumo,
kurie reikalingi raumeny jégai ir svorio apkrovoms atlaikyti (Porter ir kt.,
2009; Doblar ir kt., 2004). Abiejy kauliniy audiniy pasiskirstymas stuburiniy
kauluose néra vienodas: pavyzdziui, stuburas susideda i§ trabekulinio ir
kortikalinio audiniy santykiu 75:25, tuo tarpu Slaunikaulio galvutéje Sis
santykis yra 50:50 (Clarke, 2008).

Porétasis (trabekulinis) kaulinis audinys

1.7 pav. Kaulinio audinio tipai (pagal (H. Jeong ir kt., 2019; Martin ir kt.,
2015; Chappard ir kt., 2011)).
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Nustatyta, kad optimali 3D struktira, tinkanti dirbtinio kaulinio audinio
formavimui, yra susisiekian¢ios por0s. Tokia struktiira uztikrina auksta
pavirSiaus ploto ir tirio santykj (Karageorgiou ir Kaplan, 2005). Taip
sukuriama daug vietos lasteliy prisitvirtinimui ir dauginimuisi, o per
susisiekiancias poras jos gali biiti lengvai apriipinamos maisto medziagomis
bei paSalinami metabolitai. Tokios susisickian¢ios poros yra puikiai
tinkamos ir naujo kraujagysliy tinklo formavimuisi. Tiek in vitro, tiek in vivo
tyrimais parodyta, kad geriausiu osteoinduktyvumu pasizymi karkasai,
turintys 100-500 pum poras (Sabree ir kt., 2015; Hannink ir Arts, 2011,
Karageorgiou ir Kaplan, 2005). Kuriant kaulinio audinio karkasus svarbus
matas yra akytojo ir tankiojo audiniy santykis. Esant dideliam porétumui,
pastebimai prastéja mechaninés karkasy savybés - jie atlaiko mazesnes
spaudimo, lenkimo ir tempimo jégas (Zhao ir kt., 2018). Bet didelis
porétumas gerina bioaktyvigsias karkaso savybes - dél didesnio pavirSiaus
ploto toks karkasas tampa patrauklesnis lasteliy dauginimuisi, adhezijai bei
angiogenezei. Nustatyta, kad optimalus kaulinio audinio karkasy porétumas
yra apie 40-60 % (Murphy ir Atala, 2014).

A. Kompiuterinés B. DICOMfailas
tomografijos procedtra gy & % W

1.8 pav. Individualizuoto dirbtinio kaulinio transplanto gamyba. A —
pacientui atliekama paZzeistos kaulo vietos kompiuteriné tomografija; B —
procediiros metu gauti kaulo pazaidos vaizdai; C - panaudojant
kompiuterinés tomografijos vaizdus gaunamas 3D pazaidos modelis; D-E —
pagal sumodelivota struktira maketuojamas tiksliai paciento pazaida
atitinkantis karkasas; F — karkasas spausdinamas 3D spausdintuvu,
praturtinamas biologiskai aktyviomis molekulémis ar autologinémis paciento
lastelémis ir chirurginés operacijos metu perkeliamas j organizma.
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Moksliniuose-eksperimentiniuose darbuose yra naudojama daug skirtingy
poréty karkasy gamybos metody: stereolitografinis (Sabree ir kt., 2015),
porogeno iSplovimo (angl. porogen leaching) (Mao ir kt., 2018; Wang ir kt.,
2010), saldymas-dziovinimas (angl. freeze-drying) (Xu ir kt., 2011),
formavimas dujomis (angl. gas forming) (Chen ir kt., 2012), faziy atskyrimo
(angl. phase separation) (Conoscenti ir kt., 2017; Zhao ir kt., 2012) ir kt.
Taciau visi Sie metodai leidzia sukurti tik nekontroliuojamo pory dydziy ir
porétumo struktiras. Naudojant Siuos karkasy gamybos metodus taip pat
negalima uztikrinti, kad gautos poros bus susisiekian¢ios tarpusavyje, sunku
tiksliai kontroliuoti kuriamo karkaso porétumg (Ji ir kt., 2018). Naudojant
Sias gamybos technikas pagaminti du identiSkus karkasus yra beveik
nejmanoma, be to, jy gamyba uztrunka ilgai (Leong ir kt., 2003). Todél Siuo
metu pats populiariausias kauliniam audiniui skirty poréty karkasy gamybos
biidas yra 3D spausdinimas. Sis gamybos metodas leidZia tiksliau valdyti
pacio karkso architektiirg, nes pagamintas objektas atitinka kompiuterinémis
programomis paruo$tus modelius, pagal kuriuos jie ir yra spausdinami. Be
to, karkaso modeliavimo ir spausdinimo procesai yra salyginai greiti, o tai
taupo laikg ir mazina pagaminimo kaStus (Lam ir kt., 2002). Be Siy
privalumy, 3D spausdinimo technika pasizymi ir kita labai svarbia savybe -
leidzia gaminti personalizuotus  Kkarkasus, indvidualiai pritaikytus
kiekvienam pacientui, t.y. naudojant kompiutering tomografija gaunami
paciento kaulinio audinio pazeidimo vaizdai, pagal kuriuos sumaketuojamas
tiksliai pazaidos formg ir tirj atitinkantis karkasas (1.8 pav.) (Shanjani ir kt.,
2011; Klammert ir kt., 2010; Leukers ir kt., 2005).

Karkasy osteokonduktyvuma, osteoinduktyvuma bei angioinduktyvuma
gali lemti ne vien poréta jy struktira. Tyrimais nustatyta, kad déka
receptoriy, aktino filamenty ir sutelktinio saly¢io baltymy kompleksy lastelés
geba jausti pavirSiaus reljefa -briaunas ir jdubimus. (1.9 pav.). Lastelei
prisitvirtinus prie pavirSiaus ir bent dviejose vietose suformavus stiprias
sutelktiniy sglyCiy sritis, aktyvuojami citoskeleto persitvarkymai (Ohashi ir
kt., 2017). Aktino filamentai yra iStempiami ir iSdéstomi paraleliai
atsiradusiai jégai, tai sukelia kofilino atsipalaidavimg ir miozino II
prisijungima, todél susidariusios streso gijos yra stabilizuojamos (Anselme ir
kt., 2010). Tokie citoskeleto persitvarkymai aktyvuoja lastelés pavirSiuje
esanéius tempimui jautrius receptorius, kuriy déka ji pajunta susidariusias
mechanines jégas. Jei tik aktino filamentas atpalaiduojamas, prie jo vél
prisijungia kofilinas, o tai lemia aktino filamenty suirimg (Ohashi ir kt.,
2017; Curtis ir Wilkinson, 1997). Tokie mechaninio streso indukuoti aktino
filamenty persitvarkymai lastelése aktyvuoja skirtingy uz jos proliferacija,
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diferenciacijg ar Zzit] atsakingy baltymy bei geny raiSkg. Pavyzdziui,
nustatyta, kad MSC prisitvirtinus prie kieto pavirSiaus ir jose susiformavus
aktino-miozino streso gijoms, pasikei¢ia branduolio lokalizacija bei
aktyvuojamas transkripcijos koaktyvatorius su yes baltymu saveikaujantis
baltymas (YAP). YAP toliau jungiasi su transkripcijos veiksniu TEAD ir
taip aktyvinama su lasteliy proliferacija ir osteogenine diferenciacija
susijusiy geny raiska (Ohashi ir kt., 2017).

Nustatyta, kad dél pavirSiaus topografijos pasikeitus lastelés morfologijai,
joje jvairiy signaliniy keliy déka aktyvuojama augimo veiksniy, tokiy kaip
kraujagysliy endotelio augimo veiksnys (VEGF, SDF-1a (angl. Stromal cell-
derived factor 1), TGF-B1, VEGFA ir trombocity kilmés augimo veiksnys
BB (PDGF-BB), atsakingy uz angiogeneze, raiSka (Saberianpour ir Kkt.,
2018). Nors tikslas signaliniai keliai, kei¢iantys lgsteliy proliferacija ar
diferenciacijg joms sgveikaujant su skirtingos topografijos pavirsiais, néra iki
galo istirti, taciau nevienodas lgsteliy atsakas j skirtingo kietumo bei reljefo
pavir$ius yra aiSkus ir negin¢ijamas (Anselme ir kt., 2010). Nataraly kaulinio
audinio ECM sudarantys komponentai (HA nanokristalai, kolageno
nanoskaidulos ir kt.), tarpusavyje saveikaudami sukuria ECM pavirSiaus
mikro- ir nanostruktiira, ant kurios ir auga kaulinés lastelés (de Azevedo
Goncalves Mota ir kt., 2016; Venugopal ir kt., 2010; Wegst ir Ashby, 2004).
Todél, dirbtiniais metodais kuriant kauliniam audiniui regeneruoti tinkancius
karkasus, mokslininkai daznai siekia i§gauti jvairius mikro- ir nanopavirSiaus
nelygumus, kurie uztikrinty efektyvesng SC osteo- bei angiogeneze (S.
Zhang ir kt., 2018; Yao ir kt., 2017; Niu ir kt., 2017). Taciau, daZniausiai,
tokiy tiksliy poréty mikro- ir nanolygmenyje struktirizuoty karkasy
sukiirimas reikalauja dideliy piniginiy ir laiko sanaudy, o tai labai didina
galutinio produkto kaing. Kaip parodé misy tyrimai, norint sukurti kuo
labiau pacienty gydimui prienamus, bet ir pakankamai efektyvius kaulinio
audinio karkasus, nebtitina gaminti tikslius mikro- ir nanostruktiry darinius,
nes ir uz lgstelés skersmenj didesnés struktiiros pasizymi osteoindukcinémis
savybémis (Alksne ir kt., 2019).
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Pavirsiaus makrotopografija

1.9 pav. Skirtinygy pavirSiaus topografiju jtaka lasteliy morfologijai
(pagal (Reimer, 2016)).

Cheminés savybés: puikiai zinoma, kad karkaso osteo- bei
angioinduktyvumui didele jtaka turi ir panaudotos medziagos cheminés
savybés (Saberianpour ir kt., 2018; Barradas ir kt., 2011). Kaulinio
audinio konstravimui naudojamos jvairios nattralios ir dirbtinés medZiagos
(Alizadeh-Osgouei ir kt., 2019; Shanmugam ir Sahadevan, 2018;
Jammalamadaka ir kt., 2018; Ozdil ir Aydin, 2014).

Natiiralioms medziagoms priskiriami komponentai, aptinkami kaulinio
audinio ECM - albuminas, kolagenas, hialurono raigstis ir pan. (Shanmugam
ir Sahadevan, 2018). Sie junginiai yra biologiskai suderinami, tik retais
atvejais sukelia imuninj organizmo atsaka. Be to, jy pavirSiuje yra gausy
signaliniy seky (tokiy kaip RGD), kurias puikiai atpaZjsta lgsteliy pavirSiaus
receptoriai. Todél lastelés ant karkasy, pagaminty i§ nattraliy medziagy,
jauciasi zymiai geriau — aktyviau dauginasi, geriau prie jy tvirtinasi ar net
spontaniskai pasuka osteogeninés ir angiogeninés diferenciacijos linkme
(Saberianpour ir kt., 2018; Ozdil ir Aydin, 2014). Taciau natiraliy medziagy
panaudojima apsunkina jy gavimas, valymas bei sunkiau parenkami
strukttirizavimo buidai. Dazniausiai tokie junginiai turi pereiti daug valymo ir
plovimo procediiry, nes priemaiSos gali sukelti imuninj paciento organizmo
atsaka. Taipogi, plovimy ir valymy bei véliau pacio karkaso gamybos metu
natiralios medziagos gali prarasti savo biologines ypatybes (pvz., gali
degraduoti signalinés baltymy sekos, kurias atpazjsta lasteliy receptoriai),
dél to su tokiu buidu pagamintais karkasais nebebus galima pasiekti norimo
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lasteliy atsako (Shanmugam ir Sahadevan, 2018; Ozdil ir Aydin, 2014). Dar
vienas S$iy medziagy trikumas — greita degradacija organizme. Po
implantacijos, organizme, jos greit suskaidomos, todél karkasas, pagamintas
vien tik 1§ nattraliy medziagy, neuztikrins kaulinio audinio funkcijy
palaikymo pazaidos vietoje (Bedian ir kt., 2017; Lee ir kt., 2014).

Kita didelé junginiy grupé, naudojama kaulinio audinio karkasy
konstravimui, yra dirbtinés arba sintetinés medZiagos. Pastarosios karkasy
gamyboje yra patrauklios, nes naudojant jas nesudétinga kontroliuoti
konstruojamo karkaso chemines bei mechanines savybes. Sintetines
medziagas dar smulkiau galima skirstyti j metalus, polimerus ir keramika
(Jammalamadaka ir kt., 2018; Shanmugam ir Sahadevan, 2018).

Kauliniy implanty gamybai dazniausiai naudojami metalai, tokie kap
nertdijantis plienas, titanas bei titano ir kobalto pagrindu sukurti lydiniai.
Sie metalai pasizymi puikiomis mecahninémis savybémis, todél ganétinai
placiai taikomi medicinoje ir odontologijoje. Jie yra laikomi biologiskai
suderinamais, taCiau yra atvejy, kai po implantacijos, greiCiausiai dél
saveikos su fiziologiniais skyséiais, organizme pasireiské jy sukeltas toksinis
efektas (Alizadeh-Osgouei ir kt., 2019). Metalai néra bioskaidis, todél
sunkiai integruojasi i audinius. Taipogi, daugelio implanty gamyboje
naudojamy metaly tvirtumas yra Zymiai didesnis nei natiiralaus kaulo, todél,
zitrint i§ biomechaninés pusés, dél tokio nesutapimo galimi recipientinio
kaulo ir dirbtinio implanto visumos mechaniniy savybiy nevienodumai ir dél
to kylancios kaulo stabilumo problemos. Be to i$ $iy medziagy pagamintus
karkasus sunku pritaikyti regeneruoti nedidelius kaulo pazeidimus (Niinomi,
2002).

Keramikos grupei dazniausiai yra priskiriamos tokios medziagos, kaip
kalcio fosfato cementai ir jvairios keramikos (HA, trikalcio fosfatas (TCP) ir
kt.), bioaktyvis stiklai (biostiklai (BG)), neorganiniai metaly junginiai
(druskos, oksidai) ir pan. (Jammalamadaka ir kt., 2018).

Kalcio fosfatai - junginiai, sudaryti i§ kalcio katijony bei fosfato anijony.
Jie yra pagrindiné neorganiné medziaga, sudaranti natdralius kaulus (J.
Jeong ir kt., 2019). Priklausomai nuo kalcio fosfato rasies, po implantacijos j
organizmg jie ima degraduoti (vieni prasCiau, kiti geriau), todél j aplinkg
atsipalaiduoja kalcio ir fosfato jonai. Dél to kaulo pazaidoje padidéja vietiné
kalcio ir fosforo jony koncentracija. Tokie atsipalaidave kalcio ir fosforo
jonai toliau inicijuoja mineralinio ECM formavimasi bei su osteogenine
(Coll, ALP, OPN, OCN ir kt.) ir angiogenine (VEGF, PDGF ir kt.)
diferenciacijomis susijusiy baltymy ir augimo veiksniy raiska (Saberianpour
ir kt., 2018; Xiao ir kt., 2015; Ben-nissan, 2014; Whited ir kt., 2006).
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HA yra vienas i§ pla¢iausiai kaulinio audinio regeneracijos tyrimuose
naudojamy kalcio fosfaty. Jo cheminé formulé yra Caio(PO4)s(OH). (Baino
ir kt., 2015). Tyrimais parodyta, kad HA pasizymi geru osteosuderinamumu
bei osteoinduktyvumu (skatina mineralizuoto ECM formavimasi, aktyvina
su kauline diferenciacija susijusiy geny raiska ir pan.). Tod¢l Klinikoje HA
milteliai yra naudojami uzpildyti kaulinio audinio paZeidimus ar padengti
metalinius kaulinio audinio protezus, taip siekiant pagerinti jy integracija |
audinius (Zhang ir kt., 2016; Baino ir kt., 2015). Taciau karkasai, pagaminti
tik i§ HA, yra labai trapts, pasiZymi silpnomis mechaninémis savybémis bei
prasta biodegradacija (B. Huang ir kt., 2018; Kim ir kt., 2006).

Dar vienas kalcio fosfatas, placiai naudojamas osteogeninés regeneracijos
tyrimuose, yra TCP, jo cheminé formulé - Cas(PO4).. Yra iSskiriamos dvi
TCP fazés — a ir B. a-TCP yra btuidinga monokloniné kristaliné struktiira, o [3-
TCP — romboedriné. B-TCP kristalai yra stabilesni, jiems budinga geresné
biodegradacija. Todél kaulo regeneracijoje dazniausiai naudojama pastaroji
TCP rasis (Horch ir kt., 2006). B-TCP kristalai yra maziau stabilts nei HA,
taciau lyginant su HA, jie pasizymi Zymiai geresne degradacija bei tirpumu
(J. Jeong ir kt., 2019).

Dar viena placiai kaulo regeneracijoje tyrinéjama keramika — BG. Tai
medziaga, kurig gali sudaryti skrtingas silicio, kalcio, natrio ir fosforo oksidy
santykis. Placiausiai tyrimuose yra naudojamas 45S5 rasies BG, kurj sudaro
45 % silicio oksido, 24,5 % kalcio oksido, 24,5 % natrio oksido ir 6 %
fosforo oksido (Rahaman ir kt., 2011). Nustatyta, kad BG iskart po
implantacijos ] organizma geba prisitvirtinti prie jau esamo kaulinio audinio,
inicijuoti jo regeneracija ir net skatinti naujo kraujagysliy tinklo
formavimasi. Tokios BG savybés pasireiSkia dél palaipsniui organizme
vykstancios jo pavirSiaus degradacijos. Pirmiausia, iSkart po BG karkaso
implantacijos, fiziologingje organizmo aplinkoje ant BG pavirsiaus susidaro
HA sluoksnis, primenantis biologiskai aktyvius kaula sudarancius mineralus.
Sis susiformaves HA jungiasi su kaulinio audinio ECM esanéiais Coll
baltymais, taip Seimininko kaulinis audinys ima sgveikauti su BG karkasu.
Véliau, $iai keramikai palaipsniui degraduojant, ji paskleidzia tirpius silicio,
kalcio, natrio ir fosfato jonus, kurie, savo ruoztu, stimuliuoja lasteliy
osteogening diferenciacija ir angiogeneze (Qi ir kt., 2018; Baino ir kt., 2015;
Jones ir kt., 2010; Cao ir Hench, 1996). Nustatyta, kad BG pasizymi ir
geresnémis mechaninémis savybémis nei kitos keramikos. Taciau vien i§ BG
pagaminti karkasai vis tiek yra trapiis ir negali uZztikrinti mechaninés
pazeisto kaulinio audinio funkcijos (Baino ir kt., 2015).
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Metalai ir keramikos Kklinikoje jau yra taikomi kauliniy implanty
gamyboje, taciau Siuolaikinés audiniy inzinerijos démesys vis labiau krypsta
1 sintetinius polimerus bei jy pritaikomuma regeneruojant kaula. Lyginant su
natiraliais, sintetiniai polimerai yra Zzymiai lengviau gaunami,
mikrostruktiirizuojami ir pritaikomi didelio masto gamyboje. Kadangi jie yra
termiskai ir mechaniSkai atsparesni uz nataralius, tai, kei¢iant jy cheming
sudétj, nesudétinga iSgauti norimas gaminamo karkaso mechanines bei
degradacines savybes (Shanmugam ir Sahadevan, 2018; Aiyelabegan ir
Sadroddiny, 2017; Ozdil ir Aydin, 2014). Vieni populiariausiy sintetiniy
polimery, naudojamy kaulinio audinio inzinerijoje, yra linijiniai alifatiniai
poliesteriai — poliglikoliné raigstis (PGA), polikaprolaktonas (PCL) ir
polilaktiné raigstis (PLA) (1.10 pav.). Jie pasizymi geru biosuderinamumu ir
optimaliu degradacijos grei¢iu, i§ jy yra nesudétinga formuoti norimos
formos bei geometrijos struktiiras (Ghassemi ir kt., 2018).

PGA polimeras pasizymi auk$tu kristaliSkumu, dél to yra netirpus
daugumoje organiniy tirpikliy. Siam polimerui biidinga ganétinai auksta
lydymosi temperattra (~225 °C). PGA istirpinti galima tik itin fluoruotuose
tirpikliuose, tokiuose kaip heksafluorizopropanolis. Nors PGA galima
pritaikyti daugelyje karkasy gamybos metody, taciau Sis polimeras yra labai
jautrus hidrolizinei degradacijai. Todél, gaminant karkasus i§ $ios
medziagos, labai svarbu grieztai kontroliuoti visas gamybos salygas, kad
pagamintas konstruktas ji implantavus j orgnizmg nedegraduoty per greitai
(Gunatillake ir Adhikari, 2003).

Kitas sintetinis polimeras, pladiai tyrinéjamas kaulinio audinio
inzinerijoje, yra PCL. Tai pusiau kristalinis polimeras, turintis ganétinai
zema lydymosi temperatiirg (~ 60 °C). PCL yra tirpus daugumoje organiniy
tirpikliy (chloroforme, metileno chloride, benzene ir kt.) ir gali biti
pritaikomas daugelyje karkasy gamybos metody. Lyginant su PGA ir PLA,
Siam polimerui buidinga net tris ir daugiau karty Iétesné degradacija. Daznai
manoma, kad PCL labiau tinkamas minks$tyjy audiniy regeneracijai, nes $is
polimeras, panasiai kaip ir raumens audinys — geba atlaikyti dideles tempimo
jégas, taciau jis yra jautrus spaudimui (Pei ir kt., 2017; Scaffaro ir kt., 2016).

Treciasis sintetinis polimeras, naudojamas kaulo regeneracijos tyrimuose,
yra PLA. Tai, kaip ir PCL, pusiau kristalinis polimeras, kurio lydymosi
temperatiira yra ~175 °C. Jis taip pat yra tirpus daugelyje organiniy tirpikliy
ir lengvai pritaikomas jvairivose karkasy gamybos metoduose. PLA gali bati
iSgaunamas net i$ atsinaujinanciy Saltiniy, tokiy kaip ryziai, gridy krakmolas
ar cukranendrés (Xiao ir kt., 2012; Sabir ir kt., 2009). PLA polimeras
susideda i§ linijiniy grandiniy, kuriy kiekvieng sudaro chiralinés pieno
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rigsties molekulés, turinc¢ios L- ir D- izomerus. Todél PLA turi du nataraliai
aptinkamus optinius izomerus L-PLA ir D-PLA bei dirbtinés sintezés metu
gaunama $iy izomery racementa DL-PLA. PLA struktiiroje esanti metilo
grupé lemia tai, jog PLA yra hidrofobiskesnis ir 1éCiau degraduojantis nei
PGA (Sabir ir kt., 2009). Degradacijos metu PLA yra suardomas iki pieno
rugsties monomery, kurie organizme Krebso ciklo metu suskaidomi iki
anglies dioksido (Rezwan ir kt., 2006). Lyginat su PCL, PLA polimerui yra
budingas santykinai aukstas Jungo modulis. Visos $ios savybés suteikia PLA
didelj pranasumg prie§ kitus kaulo inZinerijoje naudojamus polimerus

(Scaffaro ir kt., 2016).

Polikaprolaktonas (PCL) Poliglikoliné rugstis (PGA) Polilaktiné ragstis (PLA)
CH
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1.10 pav. Sintetiniai polimerai naudojami kaulinio audinio inZinerijoje.

Norint pasiekti kuo efektyvesng kaulinio audinio regeneracija,
dabartiniuose tyrimuose pradéta tarpusavyje maisyti keramikas, metalus ir
nattiralius bei sintetinius polimerus, siekiant sukurti kompozitus, kurie dar
labiau pagerinty karkasy biosuderinamumag, biomechanikg, angio- bei
osteoinduktyvumg. Vienoms, grynoms, medziagoms daznai truksta tam tikry
savybiy, kurios apriboja jy pritaikyma kaulinio konstrukto kurimui.
Pavyzdziui, HA ar BG pasizymi puikiomis osteointegracinémis,
osteoindukcinémis ar net angiogeninémis savybémis, taCiau karkasas,
pagamintas i§ gryno HA ar BG, bus labai trapus. Todél kompozity kirimas,
tarpusavyje maiSant skirtingas medziagas, leidzia nesunkiai pasiekti norimas
kuriamo karkaso charakteristikas (D. Zhang ir kt., 2018; Turnbull ir kt.,
2018).

Vieni i§ kompozity, placiai tyrinéti kaulinio audinio inZinerijoje, yra
sudaryti i§ sintetiniy polimery bei keramiky. Kompozito pagrindu
dazniausiai naudojami tokie polimerai, kaip PCL ar PLA, o papildomai |
juos maisomos TCP ar BG keramikos (B. Huang ir kt., 2018; J.-W. Kim
ir kt., 2017; Jing ir kt., 2017; Narayanan ir kt., 2016). Su Siais
kompozitais atlikty eksperimenty rezultatai demonstruoja, jog jie kryptingai
veikia kamieniniy Iasteliy osteogenezés ir angiogenezés procesus in vitro bei
kaulo regeneracija in vivo. Tadiau vis dar néra iki galo aiskus labiausiai
osteokonduktyvus, angio- bei osteoinduktyvus sintetiniy polimery bei
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keramiky sastatas. Todél iki tokiy kompozity taikymo medicinoje vis dar
reikia atlikti platesnius jy tyrimus (Gomez-Cerezo ir kt., 2019; Jing ir kt.,
2017; J.-W. Kim ir kt., 2017; Zhang ir kt., 2017; Zhang ir kt., 2016; Jiang ir
kt., 2012a; Deng ir kt., 2001; Kasuga ir kt., 2000; Marra ir kt., 1999; Lowry
ir kt., 1997).

1.6.3 Signalinés molekulés kaulo regeneracijoje

TreCioji audiniy inZinerijos dedamoji - signalinés molekulés. Nataraliai
audinyje lastelés tarpusavyje bendrauja déka jvairiy augimo veiksniy,
citokiny bei kity signaliniy baltymy. Todél ir audiniy inZinerijoje bandoma
Sias signalines molekules panaudoti siekiant efektyvesnés pazeisto audinio
regeneracijos. Tikimasi, jog tokiomis molekulémis ,,dekoruoti* karkasai ne
tik lengviau integruosis j paciento organizma, bet ir skatins spartesne
pazeisto audinio regeneracijg ar net greitins angiogenezés procesus. Galima
i§skirti tris pagrindinius tipus bioaktyviy molekuliy, kuriomis siekiama
patobulinti kaulo regeneracijai skirtus karkasus: 1) augimo veiksniai; 2)
ECM aptinkami baltymai; 3) mazos signalinés molekulés. Visos S§ios
molekulés karkaso inicijuojama osteogeneze gali gerinti dvejopai — tiesiogiai
lastelése inicijuoti procesus, susijusius su kauline ar angiogenine
diferenciacija, arba veikti kaip slopikliai, inhibuojantys kaulo formavima
slopinan¢ius veiksnius (Ho-Shui-Ling ir kt., 2018).

Augimo veiksniai. Yra iSskiriami trys pagrindiniai augimo veiksniai,
kurie naudojami dekoruojant kaulinio audinio regeneracijai skirtus karkasus
— BMP-2, BMP-7 ir PDGF. Sios molekulés tiesiogiai saveikauja su kaulinio
audinio SC receptoriais, kurie aktyvuoja signalinius kelius, atsakingus uz
osteogening diferenciacijg. Konstruktai, savo sudétyje turintys Siuos tris
augimo veiksnius, jau yra taikomi ir klinikoje (Santo ir kt.,, 2013;
Gerstenfeld ir kt., 2003). Ikiklinikiniuose tyrimuose karkasy praturtinimui
taip pat yra naudojami kai kurie augimo veiksniai, tokie Kkaip
augimo/diferenciacijos veiksnys 5 ar VEGF, o kartais net augimo veiksniy
kokteiliai, kuriems saveikaujant su pavirSiniais SC receptoriais taip pat
inicijuojama osteogenezé ir/ar angiogenezé (Vukicevic ir kt., 2014; Cui ir
kt., 2008; Kaigler ir kt., 2006). Taciau tyrimais parodyta, kad per didelés
augimo veiksniy dozés gali ir neigiamai paveikti naujo kaulinio audinio
formavimasi. Pavyzdziui, nustatyta, kad j kaulo pazaidos vietg patekus per
dideliam BMP-2 kiekiui vyksta osteolizé (kaulinio audinio nykimas) (Zara ir
kt., 2011). Todél labai svarbu tinkamai prie karkasy pritvirtinti ar j jy
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struktiirg inkorporuoti augimo veiksnius taip, kad reikiamu momentu nuo jo
atsipalaiduoty tik optimalus bioaktyviy molekuliy kiekis. Mokslinikai
padiais jvairiausiais sprendimais mégina siekti §io tikslo (Ho-Shui-Ling ir
kt., 2018). Vieni, naudodami skirtingus metodus, apdirba karkasy pavirsius,
prie kuriy augimo veiksnius mégina prikabinti déka cheminiy ir fizikiniy
rySiy (tokiy kaip Sifo bazés, peptidiniai, esteriniai, eteriniai ir Kkt. rysiai)
(Bouyer ir kt., 2016). Kiti emulsijose mégina sukurti nanodaleles, su
inkorporuotomis bioaktyviomis molekulémis, kuriomis padengiamas visas
karkaso pavirsius (B. S. Kim ir kt., 2018). Treti mégina gaminti augimo
veiksniy pilnas mikrosferas, kurias maiSo su karkaso pagrinda
formuosian¢iomis medziagomis (Wang ir kt., 2017).

Tik nuo mokslininko tikslo, Ziniy, fantazijos ir iSradingumo priklauso,
kokj karkasy dekoravimo metoda jis pasirinks ar sukurs. Taciau visais
metodais siekiama to paties - sukurti tokig sistema, kuri skatinty tik
tinkamoje vietoje ir tinkamu laiku vyksiantj augimo veiksniy
atsipalaidavimag (Ho-Shui-Ling ir kt., 2018).

ECM baltymai. Kitos bioaktyvios molekulés, naudojamos karkasy
dekoravimui, yra kaulinio audinio ECM aptinkami baltymai ar specifinés iy
baltymy aminortigs¢iy sekos. Dazniausiai tokie baltymai ar jy polipeptidnés
grandinés dalys yra dirbtinai susintetinami naudojant baltymy sintezatorius.
Tokios sukurtos bioaktyvios molekulés, kaip augimo veiksniai, sgveikauja su
lasteliy pavirSiuje esanciais ir jas atpazjstanciais specifiniais receptoriais,
kurie po saveikos j lastele perduoda signala proliferuoti, migruoti ar
prisitvirtinti ir diferencijuoti oseogenine ar angiogenine linkme (Ho-Shui-
Ling ir kt., 2018; Cunningham ir kt., 2009; Qian ir Bhatnagar, 1996). Keletas
tokiy dirbtinai susintetinty polipeptidy pavyzdziy galéty buti peptidai B2A2-
K-NS ir P-15. Peptidas B2A2-K-NS yra BMP receptoriy moduliatorius,
todél karkasai, savo sudétyje turintys Sio peptido, geba aktyvuoti BMP
signalinj kelig, kurio metu aktyvuojama ERK (angl. Extracellular signal-
regulated kinases), nukreipianti Igstele osteogeninés diferenciacijos kryptimi
(Lin ir kt., 2012; Liu ir kt., 2012). P-15 yra 15 aminortgsciy peptidas, kilgs
i§ kolageno. Lastelés prie karkasy, savo sudétyje turinéiy P-15, geba Zymiai
geriau prisitvirtinti bei diferencijuoti osteogenine linkme (Lindley ir kt.,
2010; Gomar ir kt., 2007). Tokie sintetiniai peptidai, kaip ir pries tai aptarti
augimo veiksniai, prie karkasy pavirSiy gali buti prijungiami naudojant
tiesiog fizing adsorbcija ar kovalentinio imobilizavimo metoda (Curry ir kt.,
2016). Taciau pastaruoju metu vis daugiau démesio skiriama naujam ir
ganétinai nesudétingam karkasy pavirSiaus dekoravimo budui - karkaso
padengimui lasteliy kilmés ECM (1.11 pav.). Toki ECM per keleta dieny in
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vitro salygomis gali susintetinti lasteliy kulttira. Jis yra sudarytas i$ jvairiy
baltymy — fibronektino, perlekano, kolageny, hialurono raigsties,
proteoglikany bei augimo veiksniy miSinio. Tokia turtinga ECM sudétis yra
zymiai pranaSesné uz pavienius dirbtinai susintetintus ECM baltymy
fragmentus (Kutys ir kt., 2013). In vitro ir in vivo tyrimai, karkasy
padengimui naudojant lgsteliy kultros suformuota ECM, yra aktyviai
populiaréjanti sritis. Vis daugéja publikacijy, irodanéiy teigiama tokio ECM
poveikj lasteliy osteogenezei (Wu ir kt., 2019; Fu ir kt., 2018; Noh ir kt.,
2016). Taciau skirtingos kilmés lasteliy linijos gali produkuoti skirtingos
sudéties ECM, o skirtingi baltymai, esantys jame, gali inicijuoti skirtingg
lasteliy atsaka. Lasteliy gaminamo ECM sudétis gali kisti net ir nuo karkaso
topografijos, ant kurio jos auginamos. Todél, norint sukurti klinikoje
taikyting konstrukta, dekoruota lgsteliy kilmés ECM, $ioje srityje vis dar
reikia atlikti nemzai tyrimy.

=
- =5
vd

Lastelés Karkasas

Ant karkaso Lasteliy sintetinamas Nulastelintas karkasas
augandios lastelés tarplastelinis uzpildas

1.11 pav. Karkasy padengimas lasteliy kilmés ECM.

MazZos signalinés molekulés. Paskutiné grupé medziagy, kurios
naudojamos karkasy bioaktyviy savybiy pagerinimui, yra mazos signalinés
molekulés. Sias molekules pakankamai nesudétinga gauti chemingés sintezés
budu, kai kurios i$ jy gali biiti iSskiriamos i§ augaly ar gryby. Dél savo mazo
dydzio (dazniausiai jos yra mazesnés nei 1000 Da) molekulés nesukelia
organizmo imuninio atsako. Be to, jos yra ganétinai atsparios biologiniy
salygy pokyciams, tode¢l jas lengviau inkorporuoti | gaminamus karkasus.
Dél savo mazos struktiiros jos lengvai pereina per lasteliy membranos
fosfolipidy dvisluoksnj, o patekusios j lgstelés vidy jos gali inicijuoti
signaliniy keliy, atsakingy uz osteogening ir angiogening diferenciacija,
aktyvavimg (Goonoo ir Bhaw-Luximon, 2019; Wu ir kt., 2017; Zhou ir kt.,
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2015; Egusa ir kt., 2010). Didelé mazy signaliniy molekuliy grupé, placiai
tyrinéjama kaulinio audinio regeneracijos tyrimuose, yra flavonoidai. Siai
grupei priklausantys cheminiai junginiai yra iSskiriami i§ augaly (vaisiy,
darzoviy, géliy, augaly stieby ir pan.). Puikiai zinoma, kad flavonoidai
pasizymi antioksidacinémis, antivirusinémis ir prieSuzdegiminémis
savybémis. Taciau tyrimais buvo jrodytas ir jy poveikis SC osteogenezei.
Zinoma, kad jie MSC geba aktyvuoti BMP ir WNT siganlinius kelius bei
mitogeny aktyvinamas baltymy kinazes ir taip inicijuoti lasteliy
diferenciacija j osteoblastus (Song ir kt., 2013; Srivastava ir kt., 2013; Zhang
ir kt., 2010). Nustatyta, kad osteoinduktyvumu pasizymi tokie flavonoidai
kaip kvercetinas, silibininas, hesperetinas, nobiletinas, syrengetinas ir kt.
(Ying ir kt., 2013; Tominari ir kt., 2012; Hsu ir kt., 2009; Notoya ir kt.,
2004; Gao ir Yamaguchi, 1999). O angiogeneze, yra zinoma, gali indukuoti
flavonoidai - ikarinas ir kvercetinas (Wu ir kt., 2017; Zhou ir kt., 2015).
Susumavus visas teigiamas $iy mazy signaliniy molekuliy savybes, manoma,
kad jos gali tapti puikia alternatyva dabar placiai kaulo regeneracijoje
naudojamiems augimo veiksniams (Goonoo ir Bhaw-Luximon, 2019).

Norint suformuoti funkcionaly dirbtinj kaulinj audinj, reikia uztikrinti
s¢kmingg saveika tarp trijy pagrindiniy audiniy inZinerijos sudedamyjy daliy
— kamieniniy lasteliy, karkaso ir signaliniy molekuliy (C. M. Murphy ir kt.,
2013). Apjungus S$ias audiniy inzinerijos dedamagsias j vieng tikimasi gauti
dirbtinio audinio konstrukta, kuris, kaulinio audinio regeneracijos atveju,
pasizyméty puikiu biosuderinamumu, osteointegracija ar net osteo- bei
angio- indukcija (X. Chen ir kt., 2018; T. ir C., 2001). Norint tinkamai
pasirinkti kiekvieng i§ dedamyjy reikia ne tik puikiai iSmanyti kaulinio
audinio sandara, bei jo regeneracinius procesus. Taciau, taip pat svarbu, in
vitro salygomis, iki galo iSanalizuoti, dirbtinio kaulinio audinio konstrukto
kiirimui tinkamy, kamieniniy lgsteliy, karkasy bei bioaktyviy molekuliy
tarpusavio saveikas. Zinoma jog skirtingas karkasy reljefas, substrato
cheminé sudétis ar pavirSiaus praturtinimas jvairiomis bioaktyviomis
molekulémis keicia lgsteliy lemtj. Todél tik nustadius geriausiu
biosuderinamumu, osteokunduktyvumu bei osteo- ir angioinduktyvumu
pasizymin¢ius karkasus bei jy pavirSiaus modifikacijas, galima tikétis
pasiekti proverzio dirbtinio kaulinio audinio ktirime.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

GAMINTOJAS

2.1 Medziagos
2.1.1 Reagentai

REAGENTO PAVADINIMAS

Sigma-Aldrich Co.

Etilendiamintetraacto  ragstis  (EDTA);
dimetilsulfoksidas (DMSO0);
Deksametazonas;  B-glicerofosfatas;  L-
Askorbo rugsties 2-fosfatas; y-linoleiné
rugstis; Kologenazé [; Hialuronidaze;
Trinatrio citrato dihidratas; Natrio
dodecilsulfatas  (SDS); 50 wt. %
Glutaraldehidas; TWEEN 20; 1,3 % Pikriné
rigstis; 99, % lzopropanolis; Polibrenas

Thermo Scientific

50 mM EDTA; DNazé I (#EN0521); RNazé
A, 10 mg/ml (#ENO0531); Bradford
reagentas; Phosphatase Substrate  Kit
(#37620); Maxima SYBR Green/ROX gqPCR
Master Mix (2X) (#K0221); acetilinti mazo
tankio lipoproteinai (Ac LDL);
Lipofectamine 3000 Reagent

Merck Millipore

Natrio hidroksidas (NaOH)

Invitrogen UltraPure Glicinas; PureLink RNA Mini Kit
(12183018A)
Applied Biosystems High capacity cDNA Reverse Transcription
Kit rinkinys (00506262)

AppliChem GmbH

70 % perchloriné raigstis; Triton X-100;
Jaucio serumo albuminai (BSA); 96% Acto
rugstis; 37 % Druskos riigstis (HCI)

Life Technologies

Arklio serumas; TRIzol

EMSURE Natrio chloridas (NaCl); Chloroformas
Gibco Fosfatinio buferinio tirpalo (PBS) tabletés
Carl Roth, GmbH 4 % paraformaldehido tirpalas
AnalaR BDH 98 % sieros rigstis (H2SO4)

New England Biolabs, Inc.

Magnetinés dalelés, padengtos ozkos IgG
antriniais antik@inais, atpazjstanciais pelés
antiktino Fc domena (#S1431)

Valentis 10 % Amoniakas (NH4,OH)
Corning Matrigel Matrix
R&D Systems Proteome Profiler Rat Cytokine Array Kit,
Panel A rinkinys (ARY008)
Addgene Lentivirusiniai vektoriai - pLIJM1-mCherry,
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pLIM1-EGFP, pCMV-dR8.9, pPCMV-VSV-G

Nanodiagnostika

gPGR pradmenys

Decon Laboratories Limited

Decon-90

Vilniaus degtiné

212

GAMINTOJAS

96 % etanolis (EtOH)

Dazai ir antikiinai

DAZO/ANTIKUNO PAVADINIMAS

Sigma-Aldrich Co.

Kristalvioletas; Alizarinas raudonasis S
(ARS); Oil Red O; Direct Red 80

Merck Millipore

Pirminiai pelés antikiinai, atpazjstantys
CD45, CD54, CD14, CD90; Rodamino
faloidinas; Asilo 1gG (H+L) antriniai
antiklinai, atpazjstantys triusio antikino Fc
domena, konjuguoti su Cy3; Pirminiai pelés
antiktinai, atpazjstantys vinkuling; Pirminiai
triusio antikiinai, atpaZzjstantys fibronektina

Invitrogen

Ozkos IgG antriniai antiklinai, atpazjstantys
pelés antikiino Fc domeng, konjuguoti su
RPE; Ozkos IgG (H+L) antriniai antiktinai,
atpazjstantys pelés antikino Fc domena,
konjuguoti su Alexa Fluor 488

Abcam, Inc.

Pirminiai pelés antik@inai, atpazjstantys
CD31 (ab64543); Pelés IgG2a izotipiné
kontrolé (ab18413)

Life Technologies

4’ 6-diamidino-2-fenilindolo
dihidrochloridas (DAPI)

Jackson Immuno Research,

Ziurkés 1gG (H+L) antriniai antikiinai,

Europe Ltd atpazjstantys pelés antikino Fc domena,
konjuguoti su Alexa Fluor 594
Cell Signaling Technology | Pirminiai pelés antikiinai, atpaZjstantys
CD44 (#5640)
Santa Cruz Biotechnology, | Pirminiai pelés antikinai, atpaZjstantys
Inc. CD13

51



2.1.3 Lastelés, jy auginimo terpés ir komponentai

GAMINTOJAS TERPES/KOMPONENTO
PAVADINIMAS

Gibco Iskovo modifikuota Dulbeco terpé (IMDM);
Dulbeco  modifikuota  Eagle‘o  terpé
(DMEM); fetalinis verSelio serumas (FBS);
antibiotiky  penicilino ir  streptomicino
(atitinkamai  100.000 wvnt./ml ir 100.000
pg/ml) misinys

ATCC HEK293T lasteliy linija

214 Karkasy gamybai naudotos medziagos

GAMINTOJAS

MEDZIAGOS PAVADINIMAS

Ultimaker Original

PLA filamentas

STP chem solutions co., Ltd.

PLA granulés

Riga Technical University

HA milteliai

XL Sci-Tech, Inc.

BG 4585 granulés

215 Tirpalai
PAVADINIMAS SUDETIS
DPSC ir PESC auginimo IMDM, 10 % FBS, 100 VV/ml penicilinas ir
terpé 100 ug/ml streptomicinas
HEK?293T auginimo terp¢ | DMEM, 10 % FBS, 100 VV/ml penicilinas

ir 100 pg/ml streptomicinas

Transportavimo terpé

IMDM, 300 VV/ml penicilinas ir 300 pg/ml
streptomicinas

Osteogeninés diferenciacijos
terpe

DMEM, 10 % FBS, 100 VV/mlI penicilinas
ir 100 pg/ml streptomicinas, 50 nM
deksametazonas, 25 pg/ml askorbo riigstis,
10 mM B-glicerofosfatas

Miogeninés diferenciacijos

IMDM, 2 % arklio serumas, 100 VV/ml

terpé penicilinas ir 100 pg/ml streptomicinas
Adipogeninés diferenciacijos | IMDM, 10 % FBS, 100 VV/ml penicilinas ir
terpé 100 pg/ml streptomicinas, 200 pM vy-

linoleiné rugstis

DPSC-G atrankos terpé

DMEM, 10 % FBS, 100 VV/mlI penicilinas
ir 100 pg/ml streptomicinas ir 9 pg/ml
puromicinas

PESC-R atrankos terpé

DMEM, 10 % FBS, 100 VV/ml penicilinas

52



ir 100 pg/ml streptomicinas ir 5 pg/ml
puromicinas

Virskinimo fermenty
misinys

0,5 % kologenazes, 0,3 % hialuronidazes,
0,25 % tripsino ir 0,02 % EDTA miSinys;
paruostas santykiu 2:3:3:3

EDTA/tripsino tirpalas

0,02 M EDTA ir 0,025 % tripsino tirpalas;
paruostas santykiu 4:1

Kristalvioleto dazas

0,1 % kristalvioleto tirpalas, paruostas 20 %
EtOH

Eliucijos tirpalas

0,1 % acto riigstis, skiesta 50 % EtOH

ARS dazas

2 % ARS, iStirpintas dejonizuotame
vandenyje, pH = 4,1-4,3. Reikiamam pH
nustatyti naudoti NH4OH ir H,SO,4

Oil Red O tirpalas

0,5 % Oil Red O tirpalas,
izopropanolyje

paruostas

Deksametazono tirpalas

2,5-10° M deksametazonas, istirpintas 96 %
EtOH ir DMSO miSinyje; paruostas santykiu
11

Askorbo riigsties tirpalas

5 mg/ml L-Askorbo rugsties 2-fosfatas,
itirpintas PBS

B-glicerofosfato tirpalas

1 M B-glicerofosfatas; paruostas PBS

20x natrio citrato tirpalas
(SSC)

3 M NacCl ir 0,3 M trinatrio citrato tirpalas;
paruos$tas dejonizuotame vandenyje, pH =
7,0, pH privedimui naudotas 10 M NaOH

Lizés tirpalas

0,02 % SDS tirpalas, paruoStas 1x SSC
tirpale

Nulastelinimo tirpalas

0,5 % Triton X-100 ir 20 mM NH4OH;
paruostas PBS

Blokavimo tirpalas

3 % BSA ir 10 % FBS tirpalas; paruostas
PBS

Sirius Red dazas

1 mg/ml Direct Red 80, istirpintas 1,3 %
pikrinéje rugstyje

Nukleaziy tirpalas

0,5 % Triton X-100 ir 20 mM NH4OH,
paruostas PBS
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2.2 Metodai

2.2.1 Pirminiy lasteliy linijy gavimas ir charakterizavimas
2.2.1.1 Lasteliy i$skyrimas, auginimas ir piminés kulttiros gryninimas

Tyrimuose naudotos  Wistar  klono laboratoriniy  Ziurkiy  SC.
Eksperimentiniam darbui, kuriame naudoti bandomieji gyviinai, buvo gautas
LR Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos Etikos komisijos leidimas
Nr. G2-40, 2016-03-18.

DPSC ir endotelinés lgstelés-pirmtakés atitinkamai buvo iSskirtos iS
ziurkés priekiniy danty pulpos ir plauc¢iy kamieno kraujagyslés endotelio
(PESC — plau¢iy kamieno endotelio lgstelés).

Lasteliy skyrimui i§ gyvino buvo iSpreparuoti danty pulpos ir plauciy
kamieno arterijos audiniai, kurie patalpinti j transportavimo terpg, paskui 5
min. dar kartg plauti naujoje transportavimo terpéje. Po plovimo audiniy
fragmentai perkelti j sterilias stiklinaites ir mechani$kai susmulkinti. Ant
susmulkinty audiniy buvo uzpiltas 1 ml ,vir8kinimo*“ fermenty miSinio.
Kiekvieno audinio suspensija perkelta j mégintuvélius, kuriuose buvo
inkubuota 45 min 37 °C temperatiiroje, purtant 300 aps./min. greiciu
(Eppendorf Thermomixer comfort). Po numatyto laiko fermenty veikimas
buvo sustabdytas, misinj iki 10 ml praskiedZiant auginimo terpe. Po to
méginiai centrifuguoti 10 min 975 g grei¢iu (CL10 Centrifuge Thermo
Scientific). Susidargs supernatantas nupiltas, Iastelés ir audiniy gabaléliai dar
kartg praplauti 10 ml auginimo terpe ir centrifuguoti 10 min 975 g greiciu.
Gautas supernatantas nupiltas, ant nuosédy uZpilta nauja auginimo terpé ir
lasteliu suspensija kartu su likusiais audiniy fragmentais perkelta j auginimo
flakonus. Mazdaug po savaités lgstelés suformavo pirming heterogeniska
lasteliy kulttra.

Toliau Sios lagsteliy kultiros buvo gryninamos naudojant magnetines
daleles. DPSC ir PESC isgryninimui naudotos dalelés, dengtos ozkos
antriniais antiktinais, kurie geba jungtis prie pelés pirminiy antikiiny,
atitinkamai atpazjstanciy lastelés CD44 arba CD31 pavirSiaus zymenis, Fc
galo.

Prie$ gryninimo procediira magnetinés dalelés buvo gerai iSmaisytos jas
purtant 300 aps./min grei¢iu 24 val. +4 °C temperattroje. Tada jos 2x
praplautos PBS, po to - 1 % BSA (ruostas PBS) ir sukoncentruotos 50 ul 1
% BSA tirpale (Sios procediros buvo atliktos naudojant prietaisg King
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Fisher mL). Sukoncentruotos dalelés pagal gamintojo rekomendacijas
sumaisytos su CD44 arba CD31 ziurkés lasteliy pavirSiaus Zymenimis,
atpazjstanéiais pirminius antikiinus, inkubuota 45 min. +4 °C temperataroje.
Po to dalelés 4x plautos 1 % BSA tirpalu ir sukoncentruotos 500 ul 1 % BSA
tirpale.

Atliekant gryninimo procediira, anks¢iau gauty pirminiy heterogeniniy
DPSC ir PESC lasteliy monosluoksniai disperguoti naudojant 0,02 M
EDTA. Atkibusios lastelés buvo surinktos ir centrifuguotos 5 min 975 g
grei¢iu. Supernatantas nupiltas, lastelés iSmaisytos 1 ml auginimo terpés.

Gautos suspensijos maisytos su atitinkamomis magnetinémis dalelémis,
inkubuota 30 min +4 °C temperatiiroje. Tada lastelés su prie jy prikibusiomis
magnetinémis dalelémis plautos PBS. Siekiant daleles atskirti nuo
iSsgryninty lasteliy, pastarosios su prie jy prikibusiomis magnetinémis
dalelémis buvo perkeltos | EDTA/tripsino miSinj, kurio pagalba lgstelés
atskirtos nuo magnetiniy daleliy, plautos auginimo terpe ir i§sétos.

Lastelés augintos 37 °C temperatiroje, aplinkoje esant 5 % CO..
Susiformavus monosluokniui, 1asteliy kultiira buvo perséjama 1-2 kartus per
savaite, monosluoksnis disperguotas EDTA/tripsino misiniu.
Eksperimentams naudotos ne didesnio kaip 12 pasazo lastelés.

2.2.1.2 Pavirsiaus Zymeny nustatymas

DPSC ir PESC buvo charakterizuotos pagal Siuos pavirSiaus Zymenis: CD13,
CD14, CD31, CD44, CD45, CD54, CD90. Foninio fluorescencijos signalo
nustatymui lgstelés buvo Zymimos pelés izotipinés kontrolés antikiinais.

Tuo tikslu Iasteliy monosluoksnis disperguotas EDTA, kiekvieno
pavir§iaus Zymens nustatymui paruosta tiriamuyjy lasteliy suspensija, kurios
tankis 1-10° Igst./ml. Lasteliy suspensija centrifuguota 5 min +4 °C 400 g
grei¢iu (HERMLE Labortechnik Gmb), lastelés suspenduotos 0,2 % FBS
tirpale (ruostas PBS), dar kartg centrifuguotos 5 min +4 °C, 400 g greiiu ir
supenduotos 1 % BSA tirpale (ruostas PBS). | gautus méginius buvo pridéti
pagal gamintojo reikalavimus praskiesti atitinkami pirminiai antikiinai,
inkubuota 1 val. +4 °C temperatiiroje, tamsoje. Lastelés dar kartg
centrifuguotos 5 min +4 °C 400 g greiciu ir 2x plautos 1 % BSA tirpalu
centrifuguojant tokiomis pa¢iomis sglygomis. Po paskutinio plovimo lgstelés
suspenduotos 1 % BSA tirpale, j kurj buvo pridéti ir atitinkami Kiekiai
antriniy antikiiny, inkubuota 1 val. +4 °C temperatiiroje, tamsoje. Po to
lastelés vél 2x plautos 1 % BSA tirpalu centrifuguojant 5 min +4 °C 400 ¢
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grei¢iu. Po paskutinio plovimo lgstelés suspenduotos 1 % BSA tirpale ir
analizuotos tekmés citometru (BD FACSCanto I1).

2.2.1.3 Multipotenciskumo vertinimas

DPSC multipotenciskumas buvo nustatytas vertinant lasteliy galimybg
diferencijuoti osteogenine, adipogenine ir miogenine Kryptimis.

Osteogeniné diferenciacija buvo indukuota ant monosluoksnio uzpylus
pasiruosta osteogeninés diferenciacijos terpe, kuri buvo kei¢iama 2 kartus
per savait¢. Vertinta po 14 dieny nuo diferenciacijos pradzios Iasteles
fiksuojant 4 % paraformaldehido tirpalu ir dazant 2 % ARS tirpalu (ph = 4,1-
4,3). Susiformavusios kalcio sankaupos vizualizuotos §viesiniu mikroskopu
(Olympus 1X51)..

Adipogeniné  diferenciacija  indukuota  naudojant  pasiruosta
adipogeninés diferenciacijos terpe. Vertinta po 4 dieny nuo diferenciacijos
pradzios lasteles fiksuojant 4 % paraformaldehido tirpalu ir dazant 3x skiestu
Oil Red O tirpalu. Lastelése susidariusios lipidinés puslelés vizualizuotos
Sviesiniu mikroskopu.

Raumeniné diferenciacija indukuota naudojant pasiruo$ta raumeninés
diferenciacijos terpg. Vertinta po 7 dieny nuo diferenciacijos pradzios
lasteles dazant 0,1 % kristalvioleto tirpalu. Susiliejusios daugiabranduolés
lastelés vizualizuotos Sviesiniu mikroskopu.

2.2.1.4 Kraujagysliy formavimo testas

PESC savybiy vertinimui buvo atliktas kontrolinis kraujagysliy formavimo
testas.

Pries eksperimentg buvo ruoSiami Matrigeliu (paruostas gelinis ECM
baltymy miSinys, kurj sekretuoja pelés sarkomos Iastelés) dengti lasteléms
skirti auginti pavirsiai: skystas Matrigelis i$pilstytas ant pavirSiy esant 4 °C
temperatarai. Méginiai perkelti j 37 °C laipsniy termostatg, kur buvo
inkubuoti 30 min (iki sustingimo).

Kol Matrigelis stingo, auginimo terpéje be serumo buvo ruosiama 1-10°
last./ml tankio tiriamy Iasteliy suspensija. Matrigeliui sustingus lgstelés
i§sétos ant pasiruoSty pavirSiy. Po 24 valandy inversiniu S$viesiniu
mikroskopu vertintas PESC Igsteliy suformuotas kraujagysliy tinklas.
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2.2.1.5 AcLDL endocitozés testas

PESC savybiy vertinimui buvo atliktas acetilinty mazo tankio lipoproteiny
(AcLDL) pasisavinimo testas. Kadangi AcLDL pasisavinti geba tik keliy
tipy lastelés — endotelio, mikroglijos bei makrofagai, dél to tai laikoma
puikiu metodu charakterizuoti $iy tipy lasteles.

Pirmiausia buvo paruosta 7-10* Igst./cm? tankio suspensija, kuri séta j
mikroploksteliy duobutes, inkubuota 24 val. 37 °C laipsniy temperatiroje,
aplinkoje esant 5 % CO,. Po paros sena augimo terpé pakeista j nauja, Su joje
iStirpintais Alexa fluor 488 fluorescenciniu dazu zymétais AcLDL (10-15
pl/ml). Su AcLDL lastelés inkubuotos 5 val. 37 °C laipsniy temperatiiroje,
aplinkoje esant 5 % CO,, tamsoje. Lasteliy gebéjimas pasisavinti AcLDL
buvo vertintas fluorescenciniu inversiniu mikroskopu (Olympus 1X51).

2.2.2 Lasteliy genetinis modifikavimas
2.2.2.1Lentiviruso daleliy surinkimas

Lentivirusy gamyba buvo vykdyta naudojant HEK293T Iasteliy linija
(zmogaus embriono inksty lasteliy linija su T antigenu). Siy lasteliy
transfekcijai naudoti lentivirusiniai vektoriai, kurie koduoja viruso baltymus
(pCMV-VSV-G), viruso daleliy susirinkimg (pCMV-dR8.91) bei tikslinius
baltymus ( pLIM1-mCherry arba pLIM1-EGFP).

Paruosta 7-10* Iast./cm? HEK293T suspensija buvo i3pilstyta j lasteléms
auginti skirtos plokstelés duobutes. Sekanciag dieng, lgsteléms padengus 70-
80 % pavirSiaus ploto, naudojant Lipofectamine 3000 reagenta pagal
gamintojo protokolg atlikta Hek293T transfekcija. Lentivirusiniy vektoriy
misinys ruoStas masés santykiu 2:1,2:0,8 (pLIJM1-mCherry arba pLIM1-
EGFP:pCMV-dR8.91: pCMV-VSV-G). Po 18 val. nuo vektoriy pridéjimo
sena auginimo terpé buvo pakeista nauja, kurioje buvo 20% FBS. Pragjus 24
val. po terpés pakeitimo, ji kartu su pasigaminusiais virusais nuo Hek293T
lasteliy buvo nusiurbta ir perkelta j stiklinj mégintuvélj su polibrenu (8
pg/ml). Gautas miSinys prafiltruotas per 0,22 pum filtra ir laikomas -80 °C
temperataroje iki naudojimo.
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2.2.2.2 Lentiviruso transdukcija i 1asteles

Pagaminto lentiviruso transdukcija buvo vykdoma j DPSC ir PESC.

Atskirose plokstelés duobutése iSsétos DPSC bei PESC - 110 Igst./cm?.
Po 24 val. nuo s¢jimo pasiruoSta lentivirusy suspensija buvo sulasinta j
plokstelés Sulinélius (turio santykiu 1:2 (lentivirusy suspensija: auginimo
terpé)), kuriuose augo tikslinés lastelés - DPSC arba PESC. Lastelés su
virusais inkubuotos 24 val. Po to terpé pakeista jprastine auginimo terpe ir
lastelés augintos dar 24 val. Po numatyto laiko ant DPSC ir PESC uzpilta
nauja terpé su atrankos antibiotiku puromicinu, lastelés augintos 3-5 dienas.
Per §j laika atitinkamose duobutése susiformavo zaliai (DPSC-G) ir raudonai
(PESC-R) fluorescuojancios lastelés.

2.2.3 Karkasy paruosimas ir charakteristikos
2.2.3.1 Skirtingy mikrostruktiiry karkasy spausdinimas

Skirtingos mikrostruktiiros (porétiems ir vagotiems) PLA karkasams gaminti
buvo naudotas skaidrus grynas PLA filamentas, kurio diametras 2,85+0,10
mm. Karkasai spausdinti su lydyto pluosto gamybos (FFF) 3D spausdintuvu
Ultimaker Original. Spausdinimui naudoti parametrai: ekstruderio diametras
0,4 mm, 180-190 °C temperatira ir 30 mm/s greitis. Karkasy strukttiros
buvo sukurtos naudojant AutoCAD 2017 programinj paketa, gauti modeliai
iSsaugoti STL formatu. STL formato modeliai 3D spausdintuvo
programingje jrangoje konvertuoti j g-code formata.

Pagaminty poréty karkasy aukstis ir plotis buvo 500 um ir 300 pm;
vagoty - 188 pm ir 250 pm. Atspausdinti PLA lakstai véliau sukarpyti j 1x1
cm dydzio kvadratus.

Prie$ naudojimg karkasai 24 val. buvo plaunami 10 % vandeniniu
detergento Decon-90 tirpalu, po to parg laikyti 96 % EtOH ir 1 val. - po UV
spinduliais.

2.2.3.2 Kompozitinio filamento paruosimas

Kompozitiniy filamenty paruo$imui buvo naudotos 100 — 800 um dydzio
PLA granulés (Mr = 42 700 g/mol), 50 pm dydzio HA milteliai ir 38-75 pm
dydzio BG 45S5 dalelés.
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Kompozitiniy medziagy filamenty gamybai tarpusavyje buvo maiSomi
PLA ir HA arba PLA ir BG milteliai, atitinkamu masés santykiu 9:1.
Gaminant gryna PLA filamentg, buvo naudoti tik PLA milteliai. Prie§
naudojimg paruosti milteliai buvo laikomi sandarioje pakuotéje kartu su
silikagelio granulémis, kad i§ medziagos absorbuotysi drégmé.

Filamentas buvo gaminamas naudojant ekstruderj Filabot Original EX2,
Filabot HQ su 1,75 mm antgaliu. Ekstruderis i§ anksto buvo jkaitinamas iki
145° C, | vidy dedami paruosti milteliai. Filamento iSstimimo i§ ekstruderio
metu ekstruderio temperatiira buvo palaikoma tarp 140-145 °C. Vienodo
diametro ir formos filamento i§gavimui ir susukimui buvo naudota savadarbé
rité su reguliuojamu sukimosi greiciu.

Pagaminti PLA+HA (10 %), PLA+BG (10 %) ir gryni PLA filamentai,
kuriy diametras 1,28 — 1,6 mm.

2.2.3.3 Kompozitiniy karkasy gamyba

Kompozitiniai karkasai buvo spausdinami naudojant FFF 3D spausdintuva
Pharaoh XD 20, Mass Portal; spausdinimo parametrai: ekstruderio
diametras 0,4 mm, 180190 °C temperatiira ir 30 mm/s greitis.

Karkasy struktiiros buvo sukurtos naudojant AutoCAD 2017 programinj
paketa, gauti modeliai i§saugoti STL formatu. STL formato modeliai 3D
spausdintuvo programinéje jrangoje konvertuoti j g-code formatg. Poréta
karkasy mikrostruktira buvo formuota i§ 4 dvisluoksniy gijy sluoksniy,
kurios susikirsdamos tarpusavyje sudarydavo 60° kampg. Tarpai tarp gijy -
400 um, vienos gijos aukstis ~200 um. Bendras karkaso aukstis 1600 um.
Atspausdinti PLA lakstai sukarpyti j 1x1 cm dydzio kvadratus.

Pries naudojimg karkasai 24 val. buvo plaunami 10 % vandeniniu
detergento Decon-90 tirpalu, po to parg laikyti 96 % EtOH ir 1 val. po UV
spinduliais.

2.2.34PLA karkasy padengimas ECM baltymais

PLA karkasy padengimui lasteliy kilmés ECM baltymais ant jy buvo s¢jama
3-10* 13st./cm? DPSC suspensija. Lastelés 7 d. augintos terpéje, praturtintoje
100 pg/ml askorbo rugstimi, puse terpés turio pakeiciant kas 2-3 dienas.

Po 7 dieny karkasai buvo 2x plauti PBS ir pusvalandziui dedami j —20° C
Saldiklj. Isémus i§ Saldiklio uzpilta nulastelinimo tirpalo ir inkubuota 1 val.
37 °C temperatiiroje $velniai purtant ~25 aps./min. grei¢iu (Biometra WT
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17). Po to méginiai 2x plauti PBS ir uzpylus nukleaziy tirpalo inkubuoti 1
val. 37 °C temperatiiroje purtant ~25 aps./min. grei¢iu. Nusiurbus nukleazes,
karkasai vél 2x plauti PBS. Po plovimo uzpiltas 0,1 % glutaraldehido tirpalas
(ruostas PBS) ir inkubuota 4-6 val. 4° C temperariiroje. Po inkubacijos
karkasai praplauti FB tirpalu, uzpiltas 0,1 M glicino tirpalas (ruostas PBS) ir
inkubuota per naktj 4 °C temperatiiroje. Kitg dieng méginiai dar 2x praplauti
PBS ir iki naudojimo laikyti PBS saldytuve esant 4 °C.

2.2.3.5Karkasy SEM analizé

Karkasy topografijos bei morfologijos analizé buvo atlikta naudojant
skenuojantj elektroninj mikroskopa (Hitachi TM-1000). Karkasy Soniniai
pjuviai atlikti naudojant lazerio §viesos pluoSto gamybos technologijg (laser
light filament fabrication technology), pjauta 10 mm atstumu nuo
atspausdinto karkaso krasto. Naudojant programa ImageJ (ImageJ
1.8.0_112) gautose nuotraukose buvo iSmatuotas méginiy gijy aukstis, plotis
bei atstumas tarp gijy.

2.2.3.6 Karkasy hidrofobiskumo nustatymas

Prie$ pradedant eksperimentg karkasai buvo sveriami, po to 24 valandoms
merkiami | vandenj. Praéjus Siam laikui jie buvo nusausinti filtriniu
popieriumi ir vél sveriami. ApskaiCiuotas procentinis karkasy masés
padidéjimas: vandens sugertis (%)=(St-So0)/Sox100, kur S — pradinis karkaso
svoris; S;i— karkaso svoris po 24 val. inkubacijos vandenyje.

2.2.3.7 Baltymy adsorbcijos ant karkasy vertinimas

Tiriamieji karkasai buvo merkiami j FBS, inkubuota 24 val. aplinkoje esant
37 °C ir 5 % CO». Po numatyto laiko karkasai buvo 2x plaunami PBS, taip
pasalintas perteklinis FBS kiekis. Po praplovimo ant karkasy piltas
Bradfordo reagentas, jo sugertis matuota ploksteliy skaitytuvu Varioskan
Flash (Thermo Scientific) pasirinkus 595 nm bangos ilgi.
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2.24 Lasteliy sgveikos su karkasu analizé
2.2.4.1 Lasteliy morfologijos ir adhezijos vizualizavimas

Siekiant jvertinti lasteliy, auginty ant tiriamy karkasy, biisena, buvo atliktas
kokybinis ir kiekybinis Iasteliy morfologijos ir adhezijos vertinimas, dazant
lastelése esancéius F-aktino filamentus.

Tuo tikslu buvo ruosiama 5-10* lgst./cm? DPSC suspensija. Paruostos
lastelés iSsétos ant tiriamyjy karkasy, inkubuota 30 min., 2 ir 24 val. Po
numatyty laiky méginiai plauti PBS ir fiksuoti 4 % paraformaldehido tirpalu
15 min kambario temperatiiroje §velniai purtant 25 aps./min greiciu. Po to jie
vél buvo 3x po 5 min plauti 0,2 % Triton X-100 tirpalu (paruostas PBS) bei
dazyti 5 U/mL rodamino falaidino ir 12,5 pg/ml DAPI dazy miSiniu
(paruostas PBS). Su dazais méginiai inkubuoti 1 val. kambario
temperatiroje, tamsoje, Svelniai purtant 25 aps./min grei¢iu. Po inkubacijos
méginiai dar karta plauti PBS 3x po 5 min. Lasteliy citoskeletas
vizualizuotas fluorescenciniu inversiniu mikroskopu.

Kiekybiniai lgsteliy, auginty ant skirtingy pavir§iy, morfologijos
skirtumai vertinti ImageJ (ImageJ 1.8.0_112) programa skai¢iuojant lasteliy
ir jy branduoliy ilgio bei plo¢io santykius (2.1 pav.). Kiekybiniai lgsteliy
adhezijos efektyvumo rezultatai gauti ImageJ programa, skaiciuojant
adhezijos dinamikoje kintancius lasteliy plotus.

B

2.1 pav. Lasteliy ilgio ir plo¢io vertinimo schema. A — ilgio ir plocio
matavimo lasteléje pavyzdys; B — galimi, skirtingos lastelés formos nulemti,
jos ilgio ir plocio santykiy pavyzdziai.
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2.2.4.2 Fokaliniy adhezijy vertinimas

DPSC, auginty ant tiriamyjy méginiy, adhezijos stiprumas kokybiskai ir
kiekybiskai buvo jvertintas imunocitochemijos metodu vizualizuojant
lasteliy suformuotas fokalines adhezijas.

Tuo tikslu DPSC (5-10% Iast./cm?) buvo i$sétos ant karkasy, inkubuota 24
val. Po numatyto laiko méginiai su lasteléemis plauti PBS, fiksuoti 4 %
paraformaldehido tirpalu (inkubuota 15 min kambario temperatiiroje $velniai
purtant 25 aps./min greiéiu), dar kartg 3x po 5 min plauti 0,2 % Triton X-100
tirpalu (paruostas PBS) ir 1 val. blokuoti blokavimo tirpale kambario
temperatiiroje, supant 25 aps./min greiciu. Po $ios procediiros méginiai 1 val.
inkubuoti §velniai supant (25 aps./min. grei¢iu) su pirminiais pelés
antikiinais (1:50), atpazjstaniais vinkuling. Po inkubacijos karkasai su
lastelémis buvo 3x po 5 min plauti 0,05 % Tween-20 (paruostas PBS), po to
- 1 val. inkubuoti su Alexa Fluor 488 konjuguoty ozkos IgG (H+L) antriniy
antikiiny (atpaZjstanéiy pelés antikino Fc domeng) ir 12,5 pg/ml DAPI
miSiniu (paruosta PBS) kambario temperatiiroje, tamsoje, $velniai supant (25
aps./min grei¢iu). Gauti méginiai vizualizuoti fluorescenciniu inversiniu
mikroskopu.

Kiekybiniai lasteliy adhezijos stiprumo skirtumai buvo gauti ImageJ
(ImageJ 1.8.0_112) programos pagalba skaiciuojant lgstelése susiformavusiy
fokaliniy adhezijy kiekj (2.2 pav.).

2.2 pav. Lasteliy suformuoty fokaliniy adhezijy vertinimas. ImageJ
programa fluorescenciniu  mikroskopu gautose nuotraukose buvo
skaiCiuojamas fokaliniy adhezijy skaiCius kiekvienoje lasteléje. Rodyklés
paveiksle zymi fokalines adhezijas.
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2.2.4.3 Migracijos analize

Kiekybiniam DPSC ir PESC migracijos vertinimui 5-10* Iast./cm? suspensija
buvo ispilstyta j lasteléms auginti skirty ploksteliy duobutes (2.3 pav.). Po 24
val. ant susiformavusio monosluoksnio buvo uzdedami tiriamieji karkasai,
inkubuota 72 val. Po numatyto laiko méginiai su ant jy uzmigravusiomis
lastelémis buvo perkelti j S$varius Sulinélius, plauti PBS ir dazyti
kristalvioletu 30 min. supant juos 25 aps./min. grei¢iu. Po to méginiai 3x po
10 min. buvo plaunami PBS. Likes dazas tirpintas eliucijos tirpalu,
susidariusio tirpalo sugertis buvo matuota ties 590 nm bangos ilgiu
ploksteliy skaitytuvu Varioskan Flash.

Fonininés sugerties vertinimui naudoti karkasai, ant lasteliy
monosluosknio laikyti 3 val. ir paskui apdoroti taip, kaip aprasyta auks¢iau.
Pasirintas 3 val. laiko intervalas leido jvertinti ant karkaso pavirSiaus, jo
perkélimo ant Igsteliy monosluoksnio metu, galimai nespecifiskai
prisitvirtinusiy lasteliy kiekj.

Lasteliy migracija

Mitybiné terpé

Karkasas
Lasteliy monosluoksnis

2.3 pav. Vertikalios lasteliy migracijos nuo monosluoksnio aukStyn ant
karkasy vertininimo schema.

Siekiant imituoti po konstrukto implantacijos vyksianc¢ig DPSC ir PESC
saveikg paciento organizme, buvo atliktas kokybinis PESC migracijos ant
DPSC apauginty karkasy vertinimas. Siame tyrime buvo naudotos
transfekuotos, raudonai fluorescuojancios lgstelés PESC-R ir paprastos,
nemodifikuotos DPSC.

Lygiagreciai, j lasteléms auginti skirty ploksteliy duobutes buvo
iSs¢jamos PESC-R (5-10° Igst./cm?) bei ant tiriamyjy karkasy sé¢jamos DPSC
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(1-10% 1gst./cm?). Po 48 val. karkasai su DPSC buvo apverciami ir perkeliami
1 ploksteliy Sulinélius su PESC-R monosluoksniu. Po perkélimo pragjus 3 ir
72 val. méginiai buvo iSkelti j naujas duobutes ir 2x plauti PBS. Gauti
méginiai vizualizuoti fluorescenciniu inversiniu mikroskopu (Olympus
IX51).

2.2.4.4 Lasteliy dauginimosi vertinimas

Proliferacijos vertinimui, ant tiriamyjy karkasy, kurie buvo patalpinti lasteliy
auginimo ploksteliy duobutése, buvo issétos DPSC (3-10* lgst./cm?).
Lastelés ant méginiy augintos 24, 48, 72, 96 ir 120 val. Po numatyty laiky
méginiai su lastelémis buvo perkelti j $varius Sulinélius ir 2x plauti PBS, po
to jie dar kartg perkeliti } —20 °C $aldiklj, kur palikti maZiausiai valandai.
Pragjus numatytam laikui, lastelés, esancios ant méginiy, lizuotos lizés
tirpalu 30 min purtant 300 aps./min greic¢iu 37 °C aplinkoje. Gauti lizatai
skiesti 2x su SSC tirpalu ir sumaisyti (ttrio santykiu 1:1) su 4 ug/ml DAPI
(paruostas 1x SSC tirpale). Inkubuota 1 val. tamsoje, purtant 300 aps./min
grei¢iu. DAPI-DNR fluorescencija matuota (Aex = 360 nM, Aem = 460 nm)
ploksteliy skaitytuvu Varioskan Flash (Thermo Scientific).

Lasteliy skaiCius ant karkasy buvo nustatytas gautus fluorescencijos
intensyvumo rezultatus lyginant su kalibracinés kreivés duomenimis.

Kalibraciné kreivé buvo gauta naudojant tiksly 1 min DPSC lasteliy
kiekj: 8is lasteliy kiekis terpéje centrifuguotas 7 min. 975 g greiciu (Thermo
Scientific CL10 centrifuge), o lastelés praplautos PBS. Viskas dar kartg
tokiomis pac¢iomis sglygomis centrifuguota, taip siekiant nuo DPSC pasalinti
visas FBS liekanas. Supernatantas pasalintas, Igstelés padétos j Saldiklj (-20
°C), ¢ia laikytos maziausiai 1 val. I§traukus, ant lgsteliy buvo uzpilta 800 pl
lizés tirpalo ir inkubuota 30 min purtant 300 aps./min grei¢iu 37 °C
aplinkoje. Gautas lizatas gerai iSmaiSytas. Siekiant gauti kiekviena
kalibracinés kreivés taska litizatai buvo atitinkamai skieziami ir iSpilstomi j
96 duobuciy plokstelés Sulinélius. Lizatas buvo skiedziamas lizés tirpalu,
iSlaikant 50 pl bendrg tiirj. Po to lizatai buvo skiedziami 2x su SSC tirpalu ir
toliau atlickamos auksc¢iu aprastos procediros (méginiai dazomi DAPI dazu,
matuojama DAPI-DNR fluorescencija).

Karkasy fono vertinimui buvo naudoti lastelémis neapauginti méginiai,
su jais atliekant visas auksc¢iau apraSytas procediras.
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2.2.4.5Kokulturos analizé

Siekiant jvertinti PESC ir DPSC sgveika, in vitro saglygomis modeliuojancia
galimg angiogenezés procesa dirbtiniame audinyje, ant tiriamy karkasy buvo
auginta osteogeninémis ir angiogeninémis savybémis pasizyminciy lasteliy
kokultiira. Analizés metu buvo naudojamos dvi transfekuoty lasteliy
kulttiros: raudonai fluorescuojanti — PESC-R ir zaliai fluorescuojanti —
DPSC-G.

Pirmiausia j lasteléms auginti skirtos plokstelés duobutes buvo séjamos
DPSC-G (750 lgst./cm?). Po paros augimo terpé buvo pakeista nauja,
lastelés augintos dar 48 val. Po numatyto laiko ant augané¢iy DPSC-G buvo
séjamos PESC-R (1,5-10* 13st./cm?). Nuo PESC-R i8séjimo praéjus 3 ir 96
val. méginiai buvo 2x plauti PBS ir 25 min. fiksuoti 4 % paraformaldehido
tirpalu. Po fiksavimo méginiai 3x plauti 0,2 % Triton X-100 tirpalu
(paruos$tas PBS) ir 1 val. tamsoje dazyti 5 pg/ml DAPI tirpalu. Po dazymo
méginiai  3x plauti PBS. PESC ir DPSC sgveikos vizualizuotos
fluorescenciniu inversiniu mikroskopu (Olympus 1X51).

2.2.4.6 Sekretomose esanciy citokiny tyrimas

Siekiant nustatyti, kaip tiriamieji karkasai inicijuoja DPSC ekspresuojamy
citokiny raiska, buvo atliktas DPSC sekretomose esanciy citokiny tyrimas.

Ant tiriamyjy karkasy buvo iSséta 1-10° Igst./cm? DPSC suspensija.
Lastelés kultivuotos 7 dienas. Po to karkasai su lastelémis 2Xx plauti PBS ir
perkelti j naujas, lasteléms auginti skirty ploksteliy duobutes, ant méginiy
uzpilta augimo terpé be serumo. Po 48 val. terpé buvo surinkta j
mégintuvélius ir centrifuguota 4 min. 1000 g (HERMLE, Labortechnik
GmbH) grei¢iu. Supernatantai perkelti j naujus mégintuvélius ir saugoti -20
°C iki panaudojimo.

Atsildzius méginius, naudojant Rat Cytokine Array Kit, pagal gamintojo
instrukcijg buvo atlikta citokiny analizé.

Tyrimas paremtas taskinio (angl. dotblot) imunobloto principu. Surinktos
sekretomos buvo sumai$ytos su biotilintais atpazinimo antikiinais, inkubuota
1 val. kambario temperatiiroje. Po inkubacijos ant rinkinyje esanciy
membrany buvo uzpiltas sekretomos-antikiiny misinys, inkubuota per naktj 4
°C. Sekancig dieng membranos buvo plautos, uzpiltas su krieny peroksidaze
konjuguotas streptavidinas bei chemiliuminescencijos reagentai. Signalas
buvo detektuotas transiliuminatoriumi (UVP BioSpectrum, Chemi HR 410).
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Gauti duomenys kiekybiskai jvertinti ImageJ (ImageJ 1.8.0_112) programos
pagalba skaiCiuojant nuotraukose matomy skrituliuky vidutini pikseliy
Sviesumo intensyvumg (angl. mean pixel density). Gautos reikSmés
normalizuotos pagal teigiamos kontrolés vidutinj §viesumo intensyvuma.

2.25 Lasteliy osteogenezés tyrimas
2.2.5.1 Osteogeninés diferenciacijos indukcija

Analizuojant DPSC ir karkasy sgveikas buvo vertinta tiek indukuota, tiek ir
spontaniné osteogeniné diferenciacija.

Indukuotos osteogeninés diferenciacijos atveju atitinkami DPSC kiekiai
(2.1 lentelé) buvo séjami ant tiriamyjy karkasy, po 12 val. paprasta auginimo
terpé buvo keiCiama osteogeninés diferenciacijos terpe, toliau po pusg jos
tario keista kas 2-3 dienas. Diferenciacijos efektyvumas analizuotas po 12-
kos val. nuo issé¢jimo (laikyta O-line valanda, nes matavimas atliktas dar
neuzpylus diferencijuojancios terpés, bet lasteléms patikimai prisitvirtinus
prie pavirSiaus), po to - po 7, 14 ir 21 dienos, skaifiuojant nuo
diferencijuojancios terpés uzpylimo momento.

Spontaninés diferenciacijos atveju DPSC taip pat buvo séjamos ant
karkasy (2.1 lentelé), nuo Igsteliy i$séjimo praéjus 12 val., auginimo terpé
buvo kei¢iama nauja, jprastine auginimo terpe, po puse jos tirio pakeiCiant
kas 2-3 dienas. Diferenciacijos efektyvumas vertintas po 1, 7 ir 10 dieny,
analizuojant specifinius osteogeninés diferenciacijos Zymenis — fermento
ALP aktyvumg, su osteogenine diferenciacija susijusiy baltymy (Runx2,
OPN, OCN) geny raiska bei kolageno ir kalcio sankaupy kaupimgsi ECM.
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2.1 lentelé. Lasteliy skaiCius, naudotas osteogeninés diferenciacijos
eksperimentuose

Indukuota diferenciacija Spontaniné diferenciacija
Diena Lasteliy skaicius Diena Lasteliy skaicius
0 5.10* last./cm? 1 5.10% 1ast./cm?

7 1-10% last./cm? 7 1-10% last./cm?
14 1-10% last./cm? 10 1-10® last./cm?

21 1-10% last./cm?

2.2.5.2 ALP aktyvumo vertinimas

DPSC diferenciacijos eigoje ALP aktyvumas lastelése buvo vertintas
naudojant Phosphatase Substrate Kit. Po numatyty diferenciacijos laiky
augimo/diferenciacijos terpé buvo nupilta, méginiai 2x plauti PBS. Ant
kiekvieno méginio buvo uzpilta 1 mg/ml PNPP tirpalo (paruosto 1x
dietanolamino substratiniame buferyje). Inkubuota 1 val. kambario
temperatiiroje, purtant 25 aps./min greiciu. Reakcija sustabdyta pridedant 2
M NaOH, susidariusio tirpalo sugertis matuota ties 405 nm ploksteliy
skaitytuvu Varioskan Flash.

Karkasy fono jvertinimui buvo naudoti Igstelémis neapauginti méginiai,
ta¢iau su jais buvo atliekamos tokios pat procediiros kaip ir su tiriamosiomis
grupémis.

2.2.5.3 Kolageno kiekio nustatymas

Osteogeninés diferenciacijos metu DPSC sukauptas kolageno kiekis buvo
vertintas naudojant Sirius Red dazus. Po numatyty diferenciacijos laiky nuo
méginiy buvo nupilta augimo/diferenciacijos terpé, karkasai su Igstelémis 2x
plauti FBS, tada uzpiltas Sirius Red dazas (inkubuota 1 val. kambario
temperattiroje $velniai purtant 25 aps./min. grei¢iu). Po inkubacijos dazas
nupiltas, méginiai plauti 0,01 N HCI tirpalu (paruostas PBS). Po plovimo
karkasai perkelti j mégintuvélius ir cetrifuguoti 30 s 100g grei¢iu (HERMLE
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Labortechnik GmbH). Dazas buvo tirpinamas 0,1 N NaOH tirpalu (paruostas
PBS), inkubuojant 30 min. kambario temperatiiroje purtant 25 aps./min
greiiu. Gauto tirpalo sugertis matuota ties 550 nm bangos ilgiu ploksteliy
skaitytuvu Varioskan Flash (Thermo Scientific)

Karkasy fono nustatymui buvo naudoti Igstelémis neapauginti méginiai,
su jais atliekant lygiai tokias pat procediiras kaip ir su tiriamosiomis
grupémis.

2.2.5.4 Osteogeningje diferenciacijoje dalyvaujanciy baltymy geny raiskos analizé

Su osteogenine diferenciacija siejamy baltymy Runx2, OPN ir OCN geny
raiSkos pokyciai DPSC lgstelése, jas auginant ant skirtingy tiriamyjy
pavir$iy, buvo vertinami gPGR metodu.

Tuo tikslu po numatyty osteogeninés diferenciacijos analizés laiky
augimo/diferenciacijos terpé buvo pasalinta, méginiai plauti PBS ir pagal
gamintojo reikalavimus lizuoti su TRIzol Reagent. Sékmingam lizaty
gavimui karkasai buvo centrifuguojami (HERMLE, Labortechnik GmbH)
5 min 200 g greiciu.

I§ kiekvieno méginio toliau buvo isskiriama RNR, naudojant PureLink
RNA Mini Kit (pagal gamintojo reikalavimus). ISskirta RNR buvo
transkribuota j cDNR naudojant RevertAid First Strand cDNA Synthesis
Kit (procedira atlikta pagal gamintojo rekomendacija). CDNR sintezei buvo
naudojama 391 ng RNR.

gPGR buvo atliktas naudojant Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master
Mix (2X). Reakcijos tiiris buvo sumazintas iki 10 ul; naudotas 1 pul
pasiruostos cDNR, o galutiné pradmeny koncentracija reakcijoje buvo 0,2
uM. Pradmenys buvo sukurti naudojant NCBI/ Primer-BLAST (2.2 lentelé).
gPGR reakcijos buvo vykdomos termocikleryje Rotor Gene Q (Qiagen)
pagal programa: 95 °C 3 min.; 40 cikly: 95 °C 305,57 °C 30sir 72 °C 30s;
72 °C 10 min.

Gauti geny raiskos lygiai lgstelése apskaic¢iuoti naudojant 2722 metoda.
Rezultatai normalizuoti pagal GAPDH geno raiska ir standartizuoti pagal
nediferencijuoty lasteliy (auginty monosluoksninéms lasteléms skirtose
plokstelése) geny raiska pradiniu laiko momentu.
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2.2 lentelé. gPGR analizei atlikti naudoty pradmeny sekos.

Genas Pradmenys

OPN FW: 5°-CCAGCCAAGGACCAACTACA-3¢
RV: 5°-TGGCTACAGCATCTGAGTGTTT-3*

OCN FW: 5°-TGCATTCTGCCTCTCTGACC-3*
RV: 5°-CTGGGGCTCCAAGTCCATTG-3°

Runx2 FW: 5*-TGAGATTTGTAGGCCGGAGC-3¢
RV: 5-GCTTCTGTCTGTGCCTTCTTG-3’

GAPDH FW: 5‘-AGTGCCAGCCTCGTCTCATA-3¢

RV: 5--ATGAAGGGGTCGTTGATGGC-3¢

2.2.5.5TU mineralizacijos vertinimas

Kiekybinis ir kokybinis kalcio sankaupy, kurias ECM suformuoja DPSC,
vetinimas atliktas méginius dazant ARS dazu. Tuo tikslu po numatyty laiky
nuo karksy su Igstelémis buvo nupilta auginimo terpé, plauta 2x PBS ir
fiksuota 4 % paraformaldehido tirpalu $velniai purtant 25 aps./min grei¢iu 15
min kambario temperatiiroje. Po to méginiai buvo plauti PBS ir pridétas
ARS dazas (pH = 4,1-4,3), inkubuota 20 min kambario temperatiroje
Svelniai purtant (25 aps./min grei¢iu). Po inkubacijos ARS dazas buvo
pasalintas, méginiai 3x plauti dejonizuotu vandeniu ir centrifuguoti 30 s 100
g grei¢iu (HERMLE Labortechnik GmbH). Kokybinei analzei raudonai
oranzine spalva nusidaze¢ kalcio sankaupos buvo vizualizuotos Sviesiniu
mikroskopu (Olympus 1X51).

Kiekybiniam mineralizacijos vertinimui ant méginiy likes ARS dazas
buvo istirpintas 5 % perchlorinéje riigStyje. Susidariusio tirpalo sugertis
iSmatuota ploksteliy skaitytuvu Varioskan Flash (Thermo Scientific), ties
490 nm bangos ilgiu.

Karkasy fono nustatymui buvo naudoti lastelémis neapauginti méginiai,
su jais atlikus tokias pat procediras kaip ir su tiriamosiomis grupémis.

2.2.6 Statistiné duomeny analizé

Statistiné gauty duomeny analizé buvo atlikta naudojant R programy paketa
(RStudio v1.1.442), isskyrus tékmés citometrijos duomenis, kurie buvo
vertinti naudojant programa FACSCanto™, bei gPGR rezultatus, kurie buvo
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analizuoti naudojant programa Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7 ir R
programy paketa.

Duomenys pateikti kaip mediana + tarpkvartilinis regionas (IQR),
vidurkis + standartiné paklaida (SE) arba naudojant tankio pasiskirstymo
funkcija. Rezultatai gauti atlikus maziausiai tris nepriklausomus
eksperimentus ir kiekviename i§ jy naudojant maziausiai tris méginius
vienoje grupéje.

Gauty duomeny normalumas buvo vertintas naudojant Shapiro-Wilk testa
(n >5). Ne normaliai iSsibarséiusiy duomeny atveju skirtumai tarp dviejy
grupiy nustatyti naudojant Wilcoxon testa, o tarp trijy ir daugiau grupiy -
Kruskal-Wallis vieno faktoriaus analizés testa. StatistiSkai patikimi skirtumai
buvo vertinti naudojant post hoc Tukey testa. Normaliai iSsibarséiusiy
duomeny (ir kai n <5) skirtumai tarp dviejy grupiy nustatyti naudojant
Student t testa, o tarp trijy ir daugiau grupiy — vieno faktoriaus ANOVA testa.
Statistiskai patikimi rezultaty skirtumai buvo vertinti naudojant Tukey HSD
testa. Laikyta, kad tarp duomeny yra statistiSkai patikimas skirtumas, kai
p<0,05.
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3. REZULTATAI

3.1 Lasteliy charakterizavimas

3.1.1 Danty pulpos kamieninés lastelés

I§ Ziurkés danty pulpos audinio iSskirtos DPSC buvo i§grynintos panaudojant
magnetines daleles, padengtas antikiinu, atpazjstan¢iu MSC ir DPSC
budingg CD44 pavirSiaus Zymenj. Gautos lastelés toliau buvo
imunofenotipi$kai charkterizuotos tékmés citometru (3.1 pav.). Nustatyta,
kad iSgrynintos DPSC yra teigiamos MSC budingiems pavirSiaus zymenims
— CD44 (65,4 %), CD54 (55,9 %) ir CD90 (33,8 %) ir neigiamos
hemapoetinéms ir epitelinéms lgsteléms biidingiems zZymenims — CD14,
CD13 ir CD31. Tadiau nedidelis fluorescencijos intensyvumo poslinkis
DPSC kulttroje buvo detektuotas ir vienam i§ hemapoetiniy Iasteliy Zymeny
— CD45 (19 %).

Tai rodo, jog iSskirta pirminé¢ DPSC kulttira yra Siek tiek heterogeniska,
ta¢iau didzigjg jos dalj sudaro lgstelés su MSC biudingais pavirSiaus
Zymenimis.

Lasteliy skaiéius

3.1 pav. Imunofenotipiné Igsteliy charakterizacija. Tékmés citometrijos
duomenys rodo CD13, CD14, CD31, CD44, CD45, CD54 ir CD90
pavirSiaus Zymeny raiskag DPSC kultiiroje.

DPSC multipotenciskumo vertinimui lgstelés diferencijuotos miogenine,
adipogenine ir osteogenine kryptimis (3.2 pav.). Gauti rezultatai rodo, jog po
atitinkamy  diferencijuojan¢iy  poveikiy atskiruose DPSC  kulttros
méginiuose aptiktos raumeniniam audiniui budingos daugiabranduolés
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lastelés, riebalinio audinio Igstelése aptinkamos lipidinés pusleliy sankaupos
arba kauliniam audiniui baidingos kalcio sankaupos ECM.

Adipogeniné dif. Miogeniné dif.

Kontrolé

Diferencijuota

3.2 pav. DPSC multipotensiSkumo  vertinimas. Lasteliy
multipotenciskuma rodo: adipogenine linkme diferencijuotose lastelése
rastos riebaliniy ptsleliy sankaupos (dazyta Oil Red O); miogenine linkme
diferencijuotose lastelése nustatytos daugiabranduolés Iastelés (dazyta
kristalvioletu); osteogenine linkme diferencijuotose lgstelése susiformave
kalcio sankaupos (dazyta ARS tirpalu).

Gauti rezultatai rodo, kad iSskirtos ir iSgrynintos ziurkés DPSC gali bati
priskiriamos kamieninéms multipotencinéms lgsteléms, pasizyminciomis
MSC budingais pavirSiaus Zymenimis. Tolimesniuose tyrimuose didziausias
démesys skiriamas osteogeniniam jy potencialui.

3.1.2 Endotelinés lastelés pirmtakés

IS Ziurkés plauciy kamieno kraujagyslés i$skirtos PESC buvo iSgrynintos
naudojant magnetines daleles, padengtas antikinu, atpaZjstanciu
endotelinéms lasteléms biidingg CD31 pavirSiaus zymenj.

Gauta pagal CD31 Zymenj iSgryninta lasteliy kultira buvo toliau
charakterizuota, norint jsitikinti, kad gautas PESC tikrai galima priskirti
endoteliniy lasteliy tipui. Pirmiausia buvo vertinama CD13, CD14, CD31,
CD44, CD45, CD54 ir CD90 zymeny raiska. Tékmés citometru nustatyta
(3.3 pav.) teigiama endotelinéms lasteléms budingy CD54 (93,5 %) ir CD90
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(74.1 %) zymeny ekspresija ir neigiama hemapoetinéms lgsteléms budingy
CD13, CD14, CD44, CD45 zymeny raiska.
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3.3 pav. Imunofenotipiné lasteliy charakterizacija. Tékmés citometrijos
duomenys vaizduoja CD13, CD14, CD44, CD45, CD54 ir CD90 pavirsiaus
zymeny raiska PESC kultiiroje.

Patvirtinimui imunocitochemijos metodu pademonstruota, jog iSgrynintos
PESC savo pavirSiuje tikrai ekspresuoja endoteliniy Iasteliy zymenj -
baltymg - CD31 (3.4 pav. A).

Buvo jvertinta ir dar viena PESC savybé — angiogeninis jy potencialas.
Endotelinés lastelés, auginamos ant Matrigeliu dengto pavirSiaus, turi gebéti
formuoti kraujagysléms badingas struktaras (Brown ir kt., 2016). Misy
darbe, ant tokio pavirsiaus atlikus kraujagysliy formavimo eksperimenta,
gautas Siy lasteliy endotelines savybes patvirtinantis rezultatas — po 24
valandy nuo i$séjimo auksciau aprasytais metodais charakterizuotos PESC
suformavo kraujagysléms budingas struktiiras (3.4 pav. B).
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3.4 pav. PESC charkaterizavimas. A — imunocitochemijos metodu
vizualizuotas membraninis lasteliy pavirSiaus baltymas CD31 (zalia spalva,
Alexa Fluor 488) bei branduoliai (mélyna spalva, DAPI); B — po 24 valandy
nuo Iasteliy i$s¢jimo ant matrigelio suformuotos kraujagysléms budingos
struktiiros; C — lgstelés endocitavusios AcLDL (Zymétas Alexa Fluor 488).
Nuotrauka invertuota, AcLDL nuotraukoje nudazytas juodai.

Kita endotelinéms lasteléms biudinga savybé — gebéjimas endocituoti
AcLDL. Si savybé buvo patvirtinta PESC monosluoksnj paveikus terpe su
joje iStirpintais ir fluorescencine zyme zymétais AcLDL. Po 5 valandy
inkubacijos fluorescenciniu mikroskopu gautose nuotraukose matosi AcLDL
sankaupos lgsteliy viduje (3.4 pav. C). Tai jrodo, kad i$skirtos PESC geba
endocituoti modifikuotus LDL.

Visy atlikty, Sias lasteles charakterizuojanciy, tyrimy rezultatai patvirtino,
kad misy gautos ziurkés PESC kultiiros lgstelés pasizyméjo endotelinéms
lasteléms budingomis savybémis, todél tolimesniuose tyrimuose jos
vadinamos endotelinémis lgstelémis.

3.2 Substrato topografijos jtaka lgsteliy elgsenai

3.21 PLA karkasy makrostruktiira

Skirtingos makrostruktiros (> 100 um) PLA karkasai buvo pagaminti FFF
3D spausdintuvu Ultimaker Original. Vagoty karkasy pavir§ius buvo
sudarytas i§ tarpusavyje susilieianciy ~188 um PLA gijy, fomuojanciy
vagotg struktira (3.5 pav. A). Poréti karkasai buvo sudaryti i§ keturiy
sluoksniy, persiklojanciy gijy, kurios formavo poréta pavirSiy su ~300 pm
dydzio susisiekian¢iomis poromis (3.5 pav. B). Karkaso porétumas ~50 %,
todél jo pavirSiaus plotas apie 5 kartus didesnis uz vagoto karkaso.

Kontroliniu pavirS§iumi eksperimentuose laikytas Iasteliy auginimui
skirtos plokstelés pavirsius (toliau — PP).
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3.5 pav. 3D spausdintuvu pagaminty skirtingos topografijos PLA
karkasy vaizdai. A - vagota struktiira; B - poréta strukttira. Nuotraukos
gautos skenuojanciu elektrony mikroskopu.

3.2.2 PLA karkasy topografijos jtaka DPSC morfologijai ir proliferacijai

Siekiant nustatyti skirtingo PLA pavirSiaus reljefo poveikj lasteliy
morfologijai, kuri atspindi tiriamo substrato jtaka lasteliy likimui, DPSC
buvo séjamos ant dviejy tipy tiriamyjy karkasy ir po 24 valandy
imunocitochemijos metodu nudazius F-aktino filamentus kokybiSkai ir
kiekybiSkai buvo vertinami lasteliy morfologijos poky¢ciai.

Fluorescenciniu mikroskopu gautuose vaizduose (3.6 pav.) matyti, kad
lastelés, augintos tiek ant vagoty, tiek ir ant poréty karkasy, buvo orientuotos
pagal PLA gijas, t.y., DPSC, augusios ant vagoty karkasy, buvo i$sidéste
lygiagreciai PLA gijoms, o lgstelés, augusios ant poréto karkaso, buvo tarsi
iSsilenkusios ant PLA filamento. Tai rodo, kad DPSC, augusios ant skirtingy
PLA makrostruktiiry, patyré skirtingg tempima.
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PP pavirSius Vagotas pavirSius Porétas pavirsius

3.6 pav. DPSC morfologija, jas auginant ant skirtinges struktiroes PLA
pavirSiy. Imunocitochemijos metodu vizualizuotas Iasteliy F-aktinas
(raudona spalva, dazyta rodamino faloidinu) bei branduoliai (mélyna spalva,
dazyta DAPI). PP — plokstelés pavirsius.

Tiriamyjy karkasy topografijos jtaka Iasteliy morfologijai buvo
patvirtinta vienos lgstelés lygmenyje, kiekybiskai iSmatavus Vvisos lgstelés
bei jos branduolio ilgio ir plo¢io santykius (3.7 pav.). Lastelés, augusios ant
vagoty karkasy, buvo Zymiai labiau iSsitiesusios, iSsitempusios ir
isilgéjusios, lyginant su DPSC, kurios buvo augintos ant poréty karkasy
(p<0,001) bei PP (p<0,001) (3.7 pav. A). Branduolio ilgio ir plocio santykio
matavimai parodé, kad visos tirtos pavirSiy struktiros lémé skirtingos
branduolio morfologijos susiformavimg (p<0,001): ant poréty karkasy
augusiy DPSC branduoliai buvo apvaliausi, tuo tarpu PP pavirSius skatino
didziausia lasteliy branduoliy pailgéjima (3.7 pav. B). Kiekybinis DPSC
morfologijos vertinimas patvirtino, kad lastelés, augdamos ant skirtingy PLA
makrostruktiiry, patyré skirtingg tempima, kuris gali nulemti ir skirtinga
DPSC atsakg j substrata, ant kurio jos augo.
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3.7 pav. Ant skirtingy makropavirsiy auginty DPSC ir jy branduoliy
morfologijos pokyc¢iai. A — Iastelés ilgio ir plocio santykis; B — branduolio
ilgio ir ploio santykis. PP — plokstelés pavirSius. Rezultatai pateikti kaip
mediana £ IQR. StatistiSkai reikSmingi skirtumai pazyméti ,,***”, kai p <
0,001.

Norint jvertinti skirtingy PLA pavirSiaus struktiiry jtaka DPSC
proliferaciniam aktyvumui, Igstelés buvo augintos ant tiriamyjy karkasy ir po
24, 48, 72, 96 ir 120 valandy nuo i$sé¢jimo matuotas DPSC skaiéius, esantis
ant kiekvienos riisies méginiy.

Lasteliy skaicius registruotas DAPI tirpalu dazant lasteliy lizatuose esantj
DNR kiekj. DAPI fluorescencijos intensyvumui, priklausan¢iam nuo lgsteliy
skaiCiaus, yra budinga tiesiné priklausomybé (S1 pav.) pagal lygti: y =
0,0004 x, x — lasteliy skaicius; y — DAPI fluorescencijos skirtumas (atémus
fong). Rezultatai buvo normalizuoti pagal Iasteliy skaifius, gautus ant
kiekvienos riiSies pavirSiaus po 24 valandy nuo DPSC i§séjimo.

Ivertinus DPSC proliferacinj aktyvumg buvo nustatyta, kad abu tiriamieji
PLA karkasai 1émé aktyvesn¢ lasteliy proliferacija lyginant su kontroliniu PP
pavir§iumi (3.8 pav). Gauti rezultatai rodo, kad per 120 valandy lasteliy
skaiCius ant PP pavirSiaus padidéjo mazdaug 8 kartus. Tuo tarpu DPSC,
auginty ant vagoty karkasy, skai¢ius i§saugo 12 karty (p<0,05), o ant poréty -
net 14 karty (p<0,01). Patikimi Igsteliy skaiCiaus skirtumai lyginant lasteliy
kiekius ant PP pavirSiaus ir tiriamyjy PLA karkasy, buvo registruoti jau po
48 valandy nuo lasteliy i§séjimo.
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3.8 pav. DPSC , auginty ant skirtingos makrostruktiiros PLA karkasy,
proliferacinis intensyvumas. Rezultatai normalizuoti pagal lasteliy
skai¢ius, gautus auginant jas ant kiekvienos pavirSiaus risies nuo DPSC
i8séjimo praéjus 24 valandoms; PP — plokstelés pavirSius. Rezultatai pateikti
kaip mediana + IQR. Statistiskai reik§mingi skirtumai pazymeéti kaip ,,*” kai
p<0,05 ir ,,**”, kai p < 0,01.

Sie rezultatai rodo, kad struktirizuotas pavirius nuo antros auginimo
paros pradéjo skatinti DPSC lasteliy proliferacijg. Skirtumai ypatingai rySkis
5-ta auginimo dieng. Vélesni proliferacijos tyrimai nebeatliekami, nes
prasideda kiti lasteliy tarpusavio santykiai, tarp kuriy — ir diferenciacijos
procesas.

3.2.3 Pavirsiaus topografijos vaidmuo lasteliy osteogenezéje

Siekiant issiaiSkinti, kaip PLA pavirSiaus struktira veikia DPSC
osteogenezg, po lasteliy i§séjimo ant tiriamyjy meéginiy buvo vertintos tiek
indukuota, tiek ir spontaniné osteogeniné $iy lasteliy diferenciacijos.

3.2.3.1 Indukuota osteogenin¢ diferenciacija

Daugelis SC riiSiy osteogeninés diferenciacijos keliu pasuka tik po poveikio
specialiais osteogenezés induktoriais. Todél Siame darbe pirmiausia buvo
atlikti indukuotos osteogeninés diferenciacijos eksperimentai.
Diferenciacijos indukcijai buvo naudotas vienas labiausiai paplitusiy budy -
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SC auginimo terpés praturtintinimas deksametazonu, [B-glicerofosfatu ir
askorbo riig§timi.

Indukuota diferenciacija buvo vykdoma ant tiriamyjy meéginiy,
osteogeninéje diferenciacijos terpéje 21 dieng auginant lasteles. Po DPSC
i8s¢jimo pragjus 12 valandy jprasta lgsteliy auginimo terpé buvo keiciama
diferenciacijos terpe. Indukuotos osteogeninés diferenciacijos efektyvumui
nustatyti buvo pasirinkta jvertinti specifinius osteogeninés diferenciacijos
Zymenis — fermento ALP aktyvuma, su osteogenine diferenciacija susijusiy
geny (koduojan¢iy Runx2, OPN, OCN baltymus) raiskag ir ECM
mineralizacijg. Siekiant jvertinti diferenciacijos efektyvumo pokycius laike,
méginiai buvo analizuojami 0-ng, 7-3ja, 14-gja ir 21-aja diferenciacijos
diena.

Osteogeniné diferenciacija tai pakopinis procesas. Jo pradZioje yra
stebimas Runx2 bei OPN baltymy kiekio didéjimas lgstelése. Vélesnése Sio
proceso stadijose lastelése didéja ALP aktyvumas, baltymo OCN kiekis bei
pradedamas mineralizuoti ECM (Burr ir Allen, 2014). Todél aptariant
osteogeninés diferenciacijos rezultatus buvo stengiamasi islaikyti §iy procesy
eiliskuma.

Pradiniame osteogenezés etape stebimi geny, koduojanciy Runx2 bei
OPN baltymus, raiskos lygio padidéjimai lgstelése. Todél qPGR metodu,
buvo vertinta §iy geny raiSka. Rezultatai parodé, kad DPSC indukuotos
osteogeninés diferenciacijos metu abu (vagoti ir poréti) PLA karkasai
inicijavo geny, koduojan¢iy Runx2 ir OPN baltymus, raiskos padidéjima
(3.9 pav.). Runx2 mRNR raiskos pikas nustatytas diferenciacijos pradzioje,
lasteléms augant ant abiejy tiriamyjy karkasy, taciau didesnis §j baltyma
koduojancio geno raiSkos lygis nustatytas DPSC, augintose ant vagoty
karkasy (p<0,01). OPN baltymg koduojanc¢io geno raiska Iastelése, augusiose
ant abiejy tirtyjy karkasy, buvo vir§ bazinio lygio visais diferenciacijos
vertinimo laikais. Taciau, lyginant vagotus ir porétus karkasus, ankstesnis
§io geno raiskos pikas buvo gautas lagstelése ant vagoto karkaso, tai
registruota 7-aja diferenciacijos dieng (p<0,05). Ant poréty karkasy OPN
MRNR raiskos pikas registruotas 14-3ja diferenciacijos dieng (p<0,001).
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3.9 pav. Su osteogenine diferenciacija susijusiy geny (koduojanciy
Runx2, OPN, OCN baltymus) raiskos lygiai DPSC, augintose ant vagoty
ir poréty PLA karkasy, indukuotos osteogeninés diferenciacijos metu.
Rezultatai normalizuoti pagal GAPDH geno raiska ir standartizuoti pagal
nediferencijuoty lasteliy, augusiy ant PP pavirSiaus, geny raiSka pradiniu
laiko momentu. Rezultatai pateikti kaip mediana + IQR. Statistiskai
reikSmingi skirtumai tarp skirtingy karkasy grupiy pazymeti kaip ,,**” kai
p<0,01. Tuo tarpu ,,#” rodo toje pacioje karkasy grupéje esancias statistiskai
patikimas reikSmes lyginant su 0 diena — ,,#” — p<0,05,, ir ,,#” - p < 0,01. ,,
A” rodo toje pacioje karkasy grupéje esancias statistiSkai patikimas reik§mes
lyginant su 7 diena — ,, A” - p<0,05. ,, 0” rodo toje pacioje karkasy grupéje
esancias statistiSkai patikimas reikSmes lyginant su 14 diena —,, 0” - p<0,05.
,,®" pazymétos isskirtys.

ALP aktyvumo padidéjims yra sekantis osteogenezés zingsnis lgstelése.
Misy darbe, atlikus Sio fermento aktyvumo vertinima nustatyta, kad
lastelése, augusiose ant abiejy tiriamyjy PLA karkasy, ALP fermentinis
aktyvumas nuo O-nés iki 21-mosios diferenciacijos dienos augo palaipsniui
(3.10 pav. C), taciau statistiS$kai reik§mingi skirtumai buvo gauti tik po 21-
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nos diferenciacijos dienos, lyginant su 0-ne (vagoti — p<0,05; poréti —
p<0,01), 7-ta (vagoti — p<0,05; poréti — p<0,01) ir 14-ta (poréti — p<0,05)
dienomis. StatistiSkai patikimo ALP aktyvumo skirtumo tarp lasteliy,
augusiy ant abiejy tiriamyjy karkasy (vagoty ir poréty), nebuvo nustatyta.

Kaip  vélyvesnis osteogenezés indikatorius buvo  vertinamas
mineralizuoto ECM formavimasis. ECM mineralizacija analizuota ant
karkasy augintas DPSC dazant ARS. Sviesiniu mikroskopu gautose
nuotraukose (3.10 pav. A) galima matyti, kad daugiausiai kalcio sankaupy
vagotuose karkasuose buvo vagose, kurias suformavo tarpusavyje
susilietusios PLA gijos. Lygiai taip pat ir porétuose karkasuose - daugiausiai
kalcio sankaupy matoma ten, kur tarpusavyje susikerta skirtingi PLA
filamentai. ECM mineralizacija buvo vertinama ir kiekybiSkai, istirpinus
ARS perchlorinéje riigstyje (3.10 pav. B). Gauti rezultatai rodo, kad jau po
7-niy DPSC diferenciacijos dieny ant abiejy tiriamyjy karkasy galima matyti
padidéjusia ECM mineralizacija, taCiau statistiSkai patikimi kalcio sankaupy
kiekio skirtumai ant abiejy karkasy grupiy buvo fiksuoti po 14-0s (vagoti —
p<0,001; poréti — p<0,05) ir 21-0s (vagoti — p<0,001; poréti — p<0,01)
diferenciacijos dieny. Taipogi, po 21 diferenciacijos dienos didesnis kalcio
sankaupy kiekis buvo nustatytas ECM, kurj sukaupé DPSC, augintos ant
poréty karkasy (p<0,05), lyginant su vagotais.

Kaip paskutinis osteogenezés zingsnis, qPGR metodu buvo vertinta OCN
baltyma koduojancio geno raiSka. StatistiSkai patikimy jo raiskos lygio
skirtumy lastelése nebuvo nustatyta (3.9 pav.).

Akivaizdu, kad indukuotos diferenciacijos metu abi PLA makrostruktiiros
(vagota ir poréta) vienodai gerai atliko substrato vaidmenj DPSC
osteogeninés diferenciacijos procese.
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3.10 pav. Indukuotos osteogeninés DPSC diferenciacijos vertinimas. A —
kokybinis ECM mineralizacijos vertinimas, kalcio sankaupos dazytos ARS ir
vizualizuotos Sviesiniu mikroskopu; B — kiekybinis ECM mineralizacijos
vertinimas, atliktas matuojant istirpinto ARS S$viesos sugertj; C — fermento
ALP aktyvumo tyrimas, atliktas matuojant p-nitrofenolio Sviesos sugert;.
Duomenys standartizuoti pagal lasteliy skaiciy kiekvienu laiku momentu ant
atitinkamo karkaso. Rezultatai pateikti kaip mediana + IQR. Statistiskai
reikSmingi skirtumai tarp skirtingy karkasy grupiy pazyméti kaip ,,*” kai
p<0,05. Tuo tarpu ,,#” rodo toje pacioje karkasy grupéje esancias statistiskai
patikimas reikSmes lyginant su 0 diena — ,#” - p<0,05; ,#” - p < 0,01,
S - p < 0,001, ,, A” rodo toje pacioje karkasy grupéje esancias
statistiSkai patikimas reikSmes lyginant su 7 diena — ,, A” - p<0,05; ,, AA” - p
<0,01.,, 0” rodo toje pacioje karkasy grupéje esancias statistiskai patikimas
reikSmes lyginant su 14 diena —,, 0” - p<0,05. ,,®* paZymétos iSskirtys.

3.2.3.2 Spontaniné osteogeniné diferenciacija

Zinoma, jog pavirsiaus mikrostruktiira gali inicijuoti spontaning osteogening

SC diferenciacija (Glatt ir kt, 2017). Siame darbe tolimesniais

eksperimentais buvo vertinama, ar masy tiriamos PLA makrostruktiros
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(vagota ir poréta, kuriy reljefas yra didesnis uz lastelés skersmenj) geba
indukuoti spontaning DPSC osteogeneze.

Spontaniné DPSC diferenciacija buvo registruota lasteles auginant 10
dieny jprastinéje auginimo terpéje (pus¢ jos keiciant kas 2-3 dienas) ant
tiriamyjy PLA karkasy. Spontaninés osteogeninés diferenciacijos
efektyvumas registruotas vertinant tokius pat osteogeninés diferenciacijos
Zymenis, kaip ir indukuotos diferenciacijos atveju (fermento ALP aktyvuma,
su osteogenine diferenciacija susijusiy geny (koduojanéiy Runx2, OPN,
OCN baltymus) raiska bei ECM mineralizacija). Siekiant palyginti
skirtingomis salygomis augusiy lasteliy diferenciacijos dinamika, méginiai
buvo analizuoti 1-ma, 7-ta ir 10-ta dieng po DPSC i$sé¢jimo. Rezultatai
aptariami vadovaujantis ta pacia jvykiy eiliSkumo seka, stengiantis islaikyti
osteogeninés diferenciacijos metu vykstanéiy procesy tvarka (Burr ir Allen,
2014).

[vertinus geny, koduojanc¢iy Runx2 ir OPN baltymus, raiska lgstelése
buvo pastebéta, kad abu tirtieji pavirSiai (vagotas ir porétas) inicijavo
padidéjusig Siy geny raiska (3.11 pav.). Kaip ir indukuotos diferenciacijos
atveju, transkripcijos veiksnio Runx2 mRNR raiskos pikas ant vagoty ir
poréty karkasy augusiose DPSC nustatytas diferenciacijos registracijos
pradzioje. Lyginant ant vagoto ir poréto pavirSiaus augusias lasteles
akivaizdu, kad didesné $io geno raiska nustatyta lgstelése, kultivuotose ant
vagoto pavirsiaus (p<0,01). Vélesnémis dienomis Igstelése, augusiose ant
abiejy PLA pavirSiy, buvo registruotas geno, koduojanc¢io Runx2 baltyma,
raiskos sumazéjimas (7-ta (vagoti — p<0,001; poréti — p<0,01) ir 10-tg
(vagoti — p<0,001; poréti — p<0,001) dieng). Spontaninés diferenciacijos
metu OPN baltymo mRNR raiska palaipsniui didéjo visais fiksuotais
diferenciacijos laikais DPSC auginant ant abiejy tiriamy PLA pavirsiy.
Taciau diferenciacijos registracijos pradzioje (1-mg ir 7-t3 dienomis) Sio
geno raiska buvo didesné Iastelése, augusiose ant poréty karkasy (1-ma dieng
- p<0,05; 7-tg dieng — p<0,01).

Analizuojant ALP aktyvuma lastelése spontaninés diferenciacijos metu
buvo nustatyta, kad po 10-ties DPSC kultivavimo ant karkasy dieny
padidéjes fermento aktyvumas buvo registruotas tiek ant vagoty, tiek ir ant
poréty karkasy auganciose lastelése lyginant su 1-ma (vagoti — p<0,001;
poréti — p<0,05) ir 7-ta (vagoti — p<0,001; poréti — p<0,05) dienomis (3.12
pav., C). Taip pat pastebéta, kad po 10-ties diferenciacijos dieny didziausiu
ALP aktyvumu pasizyméjo lgstelés, augintos ant poréty PLA karkasy
(p<0,07).
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3.11 pav. Su osteogenine diferenciacija susijusiu geny (koduojanciy
Runx2, OPN, OCN baltymus) raiskos lygiai DPSC, augusiose ant vagoty
ir poréty PLA karkasuy, spontaninés osteogeninés diferenciacijos metu.
Rezultatai normalizuoti pagal GAPDH geno raiska ir standartizuoti pagal
nediferencijuoty lgsteliy, augusiy ant PP pavirSiaus, geny raiSka pradiniu
laiko momentu. Rezultatai pateikti kaip mediana + IQR. Statistiskai
reikSmingi skirtumai tarp skirtingy karkasy grupiy pazyméti kaip ,,*” kai
p<0,05 ir ,,**” kai p<0,01. Tuo tarpu ,,#” rodo toje pacioje karkasy grupéje
esancias statistiSkai patikimas reik§mes lyginant su 1 diena — ,,#” — p<0,05,
SHE - p<0,01 ir ####” - p<0,001. ,, A” rodo toje pacioje karkasy grupéje
esancias statistiSkai patikimas reik§mes lyginant su 7 diena —,, A” - p<0,05.
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Spontaninés diferenciacijos tyrimo metu jvertinus besiformuojantj
mineralizuotg ECM buvo pastebéta, kad DPSC, lygiai taip pat kaip ir
indukuotos diferenciacijos atveju, buvo linke susitelkti PLA karkasy vagose
bei gijy susikirtimo vietose. Siose srityse buvo stebéta ir intensyviausia ECM
mineralizacija (3.12 pav. A). ECM mineralizacijg jvertinus kiekybiskai,
matyti, kad net po 7-niy dieny kalcio sankaupy kiekis, susidares uz lasteliy,
augusiy ant abiejy tiriamyjy karkasy, riby yra didesnis nei pirma
diferenciacijos dieng (vagoti — p<0,01; poréti — p<0,05) (3.12 pav. B). Taip
pat pastebéta, kad po 7-niy kultivavimo dieny didesnis kalcio sankaupy
kiekis nustatytas ECM uzpilde, kurj suformavo DPSC, augusios ant poréty
karkasy (p<0,05), Sis skirtumas buvo matomas ir po 10-ties dieny (p<0,05).

Jvertinus geno, koduojan¢io OCN baltyma, raiskg lastelése, augusiose
tiek ant vagoty, tiek ir ant poréty PLA karkasy, pastebéta, kad ji palaipsniui
mazéjo viso tyrimo metu (3.11 pav.).

Gauti rezultatai patvirtino, kad abi PLA makrostruktiros (vagota ir
poréta) geba inicijuoti DPSC spontaning osteogenine diferenciacijg. Tokios
makrostruktiiros gali biiti naudojamos kaip substratas dirbtinio kaulinio
audinio formavimui.
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3.12 pav. Spontaninés DPSC osteogeninés diferenciacijos vertinimas. A
— kokybinis ECM mineralizacijos vertinimas, ECM susidar¢ kalcio
sankaupos dazytos ARS ir vizualizuotos Sviesiniu mikroskopu; B —
kiekybinis ECM mineralizacijos vertinimas, atliktas matuojant istirpinto
ARS S§viesos sugertj; C — ALP aktyvumo tyrimas, atliktas matuojant p-
nitrofenolio Sviesos sugertj. Duomenys standartizuoti pagal lasteliy skaiciy
kiekvienu registravimo laiko momentu ant atitinkamos karkaso grupés.
Rezultatai pateikti kaip mediana = IQR. StatistiSkai reikSmingi skirtumai
tarp skirtingy karkasy grupiy pazymeti kaip ,,*” kai p<0,05. Tuo tarpu ,,#”
rodo toje pacioje karkasy grupéje esancCias statistiSkai patikimas reikSmes
lyginant su 1 diena — ,#” - p<0,05; ,,##” - p < 0,01; ,,##” - p < 0,001. ,, A”
rodo toje pacioje karkasy grupéje esancCias statistiSkai patikimas reikSmes
lyginant su 7 diena —,, A” - p<0,05; ,, AA” - p < 0,01, ,, AAA” - p < 0,001.
,,®" pazymétos isskirtys.
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3.3 Karkaso cheminés sudéties jtaka lgsteliy likimui
3.3.1 Kompozitiniy karkasy fizinés savybés

Skirtingos cheminés sudéties (kompozitiniams) karkasams pagaminti Filabot
Original EX2 ekstruderiu buvo paruosti filamentai, sudaryti i§ PLA ir 10 %
HA priemaisy (PLA+HA) bei PLA ir 10 % BG priemaisy (PLA+BG).
Atsizvelgiant | lagsteliy elgsenos ant auks¢iau aprasyty skirtingos
makrotopografijos pavirSiy rezultatus, poréty karkasy modelis buvo
patobulintas (3.13 pav.). Sukurta naujg karkaso architektiirg sudaré keturi
sluoksniai, kuriuose tarpusavyje susikirsdamos gijos formavo 60° kampa.
Kiekvienas sluoksnis buvo sudarytas i§ dviejy gijy sluoksniy, kurioms
susilieCiant yra suformuojama vaga. Pagal tokia, patobulinta karkaso
architektlira, 1§ gauty polimero-biokeramikos filamenty FFF 3D
spausdintuvu Pharaoh XD 20 buvo spausdinami poréti karksai, kurie ir
naudoti tolimesniuose tyrimuose. Kontroliniu pavirS$iumi buvo laikomi i§
gryno PLA filamento pagaminti analogiski (naujos architekttiros) méginiai.

Vaizdas i$ Sono Vaizdas i$ virSaus
400 pm »
8

X A AN AN AN AN
X 2K AX AX AX AX )
X A AN A AN AN
AN A A AN AX AN
X AKX AX AKX AX AKX )

X AN AN AN AX AN
X 2K AKX AN AX AX )
AN AN AN AN AN AN

400 pm

3.13 pav. Poréto karkaso, skirto jvertinti cheminés sudéties jtakg lasteliy
likimui, modelis. Karkasg sudaro keturi sluoksniai, kuriy kiekvieng
formuoja dvi tarpusavyje susilieian¢ios gijos. Kiekvieno sluoksnio gijos
susikirsdamos tarpusavyje suformuoja 60° kampa.

SEM pagalba buvo gautos karkasy nuotraukos (3.14 pav. A), kuriose
buvo ismatuoti karkasy pory dydziai bei gijy aukséiai ir plociai (3.14 pav.
B). Vidutinis PLA karkasy pory dydis buvo 414,43£23.4 um, gijy aukstis
219,4+8,4 pum, o plotis - 387,9+10,8 um. Kompozitinio PLA+HA karkaso
vidutinis pory dysis buvo 412,3+10,9 um, gijy aukstis - 224+9,5 um, o plotis
- 407,6£17,9 um. Kompozitinio PLA+BG karkaso atveju 218+10,2 pm
aukscio ir 384,4+13 um plocio gijos formavo 396,9+25,5 um dydzio poras.
Be to, gautuose SEM vaizduose galima matyti, jog suformuotuose
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kompozitiniuose filamentuose HA ir BS dalelés pasiskirsté tolygiai (aiskiau
matosi vaizduose i§ $ono) (3.14 pav. A).

PLA PLA+HA PLA+BG

Vaizdas i$ virSaus >

Vaizdas iS Sono

PLA PLA + HA PLA + BG
Pory dydis, mm 414.4£23.4 412.3%£10.9 396.9 £25.5
Gijos aukstis, mm 219.4%+84 224.0%£9.5 218.0£10.2
Gijos plotis,mm 387.9+10.8 407.6 £17.9 384.4+£13.0

3.14 pav. 3D spausdintuvu pagaminti kompozitiniai karkasai. A - SEM
nuotraukos, kuriose matyti karkasy vaizdai i§ virSaus ir i§ Sono; B —
kompozitiniy karkasy charakteristikos.

Siekiant nustatyti, ar po implantacijos kompozitiniai karkasai lengvai
integruosis j organizma, buvo tiriamos jy vandens absorbcinés bei baltymy
adsorbcijos savybés. Vertinant karkasy vandens sugertj, tiriamieji méginiai
buvo sveriami prie$ ir po 24 valandy inkubacijos vandenyje, o i§ gauty
duomeny skaidiuotas procentinis jy svorio prieaugis (3.15 pav. A). Sie
rezultatai parode, kad tiek gryni PLA, tiek ir kompozitiniai PLA+HA
karkasai buvo linke absorbuoti maziau vandens nei PLA+BG méginiai (p
<0,01).

Vertinant baltymy adsorbcija ant kompozity, tiriamieji méginiai 24
valandas buvo inkubuojami FBS. Po inkubacijos méginiai plauti ir matuotas
ant karkasy pavirSiaus nusédusiy baltymy kiekis (3.15 pav. B). Matyti, kad
PLA+BG karkasai baltymus adsorbavo geriausiai.
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3.15 pav. Kompozitiniy karkasy fizinés savybés. A — karkasy vandens
absorbcija, isreiksta procentiniu svorio prieaugiu po 24 valandy inkubacijos
vandenyje; B — baltymy adsorbcija ant karkasy pavirSiaus, atlikta matuojant
Bradford reagento $viesos sugertj. Rezultatai pateikti kaip mediana £ IQR.
Statistiskai reikSmingi skirtumai tarp skirtingy karkasy grupiy pazymeéti, kaip
¢ kaip p<0,05 ir ,,**” kai p<0,01.

Rezultatai parodé, kad biokeramikos (HA arba BG) i§ esmés nepakeité
3D budu spausdinamy karkasy struktiiros, tac¢iau BG dalelés patikimai
pagerino karkaso vandens absorbcija bei padaré karkaso pavirsiy tinkamesnj
serume esanciy baltymy prisitvirtinimui.

3.3.2 Biokeramikos priedy poveikis lasteliy adhezijai

Monosluoksniu auganciy lasteliy prisitvirtinimas prie substrato yra biitinas
norint uztikrinti sékmingg jy proliferacija bei diferenciacija (Di Benedetto ir
kt., 2015). Siekiant jvertintinti, ar skirtingos biokeramikos kei¢ia DPSC
adhezijos efektyvuma, lastelés buvo séjamos ant tiriamyjy karkasy, 0 nuo
i§s¢jimo praéjus 0,5, 2 ir 24 valandoms buvo vizualizuoti DPSC F-aktino
filamentai (S2 pav.) bei skaiciuotas lastelés uzimamas plotas (3.16 pav. B).

Zinoma, kad $ioms lasteléms tvirtinantis prie pavirsiaus keiciasi jy forma.
Iskart po i8séjimo, suspensijoje, jos yra apvalios. Véliau, pradéjus tvirtintis
prie substrato, jy forma tampa vis plokstesné (Khalili ir Ahmad, 2015;
Pierres ir kt., 2002). Todél galima teigti, kad patraukliausi lastelés adhezijai
yra tie pavir$iai, ant kuriy ji grei¢iausiai uzima didZiausia plotg, t.y.,
greiciausiai tampa plokscia.
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Misy rezultatai parodé, kad po pirmojo pusvalandzio lgstelés greiciau
tvirtinosi prie kompozitiniy méginiy - atitinkamai didesni DPSC uzimami
plotai, lyginant su grynos PLA karkasais, buvo registruoti ant PLA+HA
(p<0,01) ir PLA+BG (p<0,05) substraty. Vélesnis lgsteliy ploto vertinimas
(po 24 valandy) parodé, kad lyginant su pirmuoju pusvalandziu, ant visy tirty
pavir$iy lasteliy uzimti plotai padidéjo, taciau paaiskéjo, kad kompozitinis
PLA+BG pavirsius lasteliy adhezija uztikrino praséiausiai (lyginant su PLA
(p<0,01) ir PLA+HA (p<0,001) karkasais).

Norint jsitikinti, ar tikrai kompozitinis PLA+BG karkasas yra maziausiai
patrauklus DPSC adhezijai, po 24 valandy, nuo lasteliy iSsé¢jimo ant
tirlamyjy pavirSiy, buvo vizualizuotos ir kiekybiskai jvertintos jy
susiformuotos fokalinés adhezijos (sutelktinio sglycio taskai) (3.16 pav. A ir
C). Suformuoty fokaliniy adhezijy kiekis lasteléje gali bti siejamas su jos
prisitvirtinimo prie substrato stiprumu (McGrail ir kt., 2015). Kuo lastelé ant
substrato suformuoja daugiau fokaliniy adhezijy, tuo ji stipriau prie jo
prisitvirtina, o toks pavirSius, atitinkamai, yra laikomas tinkamesniu ir
patrauklesniu jos islikimui.

Tyrimai patvirtino, kad maziausiai fokaliniy adhezijy suformavo DPSC,
augusios ant PLA+BG karkasy, todél, lyginant su PLA (p<0,05) ir PLA+HA
(p<0,05) pavirsiais, PLA+BG kompozitas buvo nepatraukliausias $iy Igsteliy
prisitvirtinimui. Abu DPSC adhezijos vertinimo tyrimai patvirtino, kad
prasciausiai lgsteliy adhezijg uztikrino kompozitiniai PLA+BG karkasai.
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3.16 pav. DPSC adhezija ant kompozitiniy karkasy. A -
imunocitochemijos metodu vizualizuotos lasteliy suformuotos fokalinés
adhezijos (zalia spalva, dazyta Alexa Fluor 488) bei branduoliai (mélyna
spalva, dazyta DAPI). Rodyklés nuotraukose zZymi fokalines adhezijas; B —
lastelés ploto matavimai po 0,5, 2 ir 24 valandy auginimo ant tiriamyjy
méginiy. Rezultatai pateikti kaip mediana + IQR; C — kiekybinis fokaliniy
adhezijy vertinimas po 24 val. nuo DPSC isséjimo. Rezultatai pateikti
lasteliy pasiskirstymo tankio funkcijos histograma. StatistiSkai reikSmingi
skirtumai tarp skirtingy karkasy grupiy pazyméti kaip ,,*” kai p<0,05, ,,**”
kai p<0,01 ir ,,***” kai p<0,001. Tuo tarpu ,,#” rodo toje pacioje karkasy
grupéje esancias statistiSkai patikimas reikSmes lyginant su 0,5 val. — ,.#” —
p<0,05, ,##’ ir ,###” - p<0,001. ,, A” rodo toje pacioje karkasy grupéje
esanCias statistiSkai patikimas reikSmes lyginant su 2 val. — ,AAA” -
p<0,001. ,,@“ pazymétos isskirtys.
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3.3.3 Kompozitiniy PLA karkasy jtaka DPSC migracijai ir proliferacijai

Vertinant kaip skirtingi kompozitiniai karkasai inicijuoja lgsteliy judéjimg jy
linkme buvo atliekamas vertikalios DPSC migracijos testas. Tuo tikslu
tirlamieji méginiai 72 valandas buvo inkubuojami ant DPSC monosluoksnio.
Po numatyto laiko registruotas ant karkasy uzmigravusiy lasteliy skaiéius
(3.17 pav. A). Is gauty rezultaty galima matyti, kad patraukliausi DPSC buvo
PLA+BG méginiai. Ant Sios riiSies karkasy, lyginant su grynais PLA
(p<0,01) ir kompoziniais PLA+HA (p<0,01), ,,uzlipo* daugiausiai lasteliy.
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3.17 pav. DPSC migracija ir proliferacija ant kompozitiniy karkasy. A —
vertikali DPSC migracija ant tiriamyjy méginiy, atlikta matuojant
kristalvioleto sugertj; B — lasteliy, auginty ant skirtingos cheminés sudéties
karkasy, proliferacijos rezultatai, normalizuoti pagal lasteliy kiekius, gautus
ant kiekvienos rasies pavirsiaus po 24 val. nuo i§s¢jimo. Duomenys pateikti
kaip mediana + IQR. StatistiSkai reikSmingi skirtumai tarp skirtingy karkasy
grupiy pazyméti kaip ,,*” kai p<0,05, ,,**” kai p<0,01 ir ,,***” kai p<0,001.
,,®" paZymétos isskirtys.

Vertinant  biokeramikos priedy kompozituose poveiki DPSC
proliferacijai, lastelés buvo augintos ant tiriamyjy kompozitiniy struktiiry. Po
numatyty laiko momenty (24, 48, 72, 96 ir 120 valandy) DAPI dazant DNR
buvo registruotas uzaugusiy lasteliy skai¢ius. DPSC kiekis buvo nustatomas
pagal kalibracing kreive (S1 pav.). Rezultatai parodé, kad tiriamos
biokeramiky priemaiSos néra toksiSkos lagsteléms, proliferacija vyksta (3.17
pav. B), taCiau, beveik visais analizuotais laiko momentais efektyviausiai
DPSC dauginosi ant grynos PLA karkasy, lyginat su kompozitiniais
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PLA+HA ir PLA+BS méginiais. Léc¢iausiai dauginosi DPSC, augintos ant
PLA+BG substrato.

Po DPSC migracijos ir proliferacijos tyrimo gauti priestaringi rezultatai -
lasteliy migracijai patraukliausias buvo kompozitinis PLA+BG pavirSius,
taciau ant jo auginant lgsteles, fiksuota pras¢iausia DPSC proliferacija. Beje,
Sis kompozitas pasizyméjo ir pras¢iausiomis adhezinémis sgvybémis. Tokie
rezultatai leidzia daryti prielaidg, kad BG priemaiSos, kurios SEM
nuotraukose matomos kaip mazi ,,spygliukai® (3.14 pav. A), gali padéti
lasteléms ,,uzlipti“ ant $iy pavirSiy. Taciau lieka neaisku, kod¢l véliau Sis
kompozitinis pavir§ius yra nebepatrauklus DPSC prisitvirtinimui ir
dauginimuisi.

3.3.4 Kompozity poveikis osteogeninei lasteliy diferenciacijai

Ankstesniy eksperimenty rezultatai, gauti vertinant skirtingg pavirsiy
topografija, parodé, jog makroreljefa turintys PLA méginiai geba inicijuoti
spontaning DPSC osteogening diferenciacijg. Todél, siekiant nustatyti
karkasy cheminés sudéties jtaka DPSC osteogenezei, buvo pasirinkta dar
kartg atlikti spontaninés osteogeninés diferenciacijos eksperimentus. Tuo
tikslu nuo lasteliy i§séjimo pragjus 1, 7 ir 10 dieny buvo vertinamas ALP
aktyvumas, nustatoma su osteogenine diferenciacija susijusiy baltymy geny
raiSka bei analizuojamas biidingo kauliniam audiniui ECM susiformavimas.
Rezultaty déstymas paremtas osteogeninés diferenciacijos metu vykstanciy
procesy eiliskumu (Burr ir Allen, 2014). Todél pirmiausia vertinti su
osteogenine diferenciacija siejamy geny, koduojanéiy Runx2 ir OPN
baltymus, raiska bei ALP aktyvumas, véliau kauliniam audiniui budingo
ECM suformavimas (kalcio sankaupy bei kolageno kaupimasis ECM) ir
galiausiai geno, koduojan¢io OCN baltyma, raiskos lygis lastelése.
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3.18 pav. Su osteogenine diferenciacija susijusiu genuy (koduojanciy
Runx2, OPN, OCN baltymus) raiS§kos lygiai DPSC, augintose ant
skirtingy kompozitiniy karkasy. Rezultatai normalizuoti pagal GAPDH
geno raiska ir standartizuoti pagal nediferencijuoty lasteliy, auginty ant PP
pavirSiaus, geny raiS$ka pradiniu laiko momentu. Rezultatai pateikti kaip
mediana + IQR. StatistiSkai reikSmingi skirtumai tarp skirtingy karkasy
grupiy pazyméti kaip ,,**”, kai p<0,01. Tuo tarpu ,#” rodo toje pacioje
karkasy grupéje esancias statistiSkai patikimas reikSmes lyginant su 1 diena
- # — p<0,05 ir ,,###” - p<0,01. ,, A” rodo toje pacioje karkasy grupéje
esancCias statistiSkai patikimas reikSmes lyginant su 7 diena — ,,AA” - p<0,01.

Vertinant pirmuosius lgstelés osteogenezés Zymenis pastebéta, kad
spontaninés diferenciacijos metu visi tirtieji karkasai inicijavo geny,
koduojan¢iy Runx2 ir OPN baltymus, raiskos padidé¢jima lastelése (3.18
pav.). Visi pavirsiai 10-gja DPSC diferenciacijos dieng inicijavo didziausig
baltymo Runx2 mRNR raiska, taciau lastelése, augintose ant grynos PLA
(p<0,27) bei PLA+HA (p<0,09) karkasy, $io geno raiska buvo mazesné nei
DPSC, augintose ant PLA+BG kompozito. Vertinant geno, koduojancio
OPN baltyma, raiska matoma panasi tendencija kaip ir Runx2 atveju - 1-gja
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ir 7-aja lasteliy auginimo ant karkasy dieng $io geno raiskos lygis DPSC
kultirose nekito. Padidéjgs Sio geno raiskos lygis registruotas tik 10-aja
diferenciacijos diena, lasteléms augant ant PLA+BG (p<0,01) karkasy. Nors
geny, koduojanciy abu baltymus, raiSkos padidéjimas yra siejamas su
osteogenezés pradzia, taciau misy tyrimo metu jy raiskos lygio didéjimas
fiksuotas tik 10-aja diferenciacijos dieng. Lastelése aktyvuojami jvairiis
signaliniai keliai tarpusavyje gali persidengti ir persipinti, priklausomai nuo
to, kaip jie yra aktyvuojami. Kartais biologiniy procesy aktyvacijai pakanka
ir nedideliy signaliniy baltymy kiekio lgstelése. Manome, kad ir $iuo atveju,
pradiniais laiko momentais, bazinio geny, koduojanc¢iy Runx2 ir OPN
baltymus, raiskos lygio pakako tam, kad DPSC bity inicijuota osteogeniné
diferenciacija.

ALP aktyvumo matavimai parodé, kad jau 1-agja dieng po i$séjimo
lastelése, augintose ant kompozitiniy PLA+BG karkasy, buvo fiksuotas
rySkus Sio fermento aktyvumo padidéjimas, lyginant su lgstelémis,
augintomis ant grynos PLA (p<0,01) bei PLA+HA (p<0,01) substraty (3.19
pav. A). Vélesnémis dienomis ALP aktyvumas ant PLA+BG pavirSiaus
augintose lastelése palaipsniui mazéjo, tuo tarpu DPSC, kultivuotose ant
PLA ir PLA+HA karkasy, $io fermento aktyvumas pikg pasieké tik 10-aja
diena.

Analizuojant kauliniam audiniui biidingo ECM susiformavima buvo
vertinami diferenciacijos metu DPSC susintetinti kolageno ir Kkalcio
sankaupy kiekiai. Matyti, kad wvisi tirti pavirSiai inicijuoja kolageno
kaupimasi DPSC formuojamame ECM, taciau kolageno kiekio skirtumai
tarp skirtingy karkasy grupiy nebuvo nustatyti (3.19 pav. B). [vertinus ECM
mineralizacijg akivaizdu, jog jau po 1-0sios diferenciacijos dienos daugiau
kalcio sankaupy susidaré aplink Iasteles, augusias ant kompozitiniy
PLA+HA (p<0,001) ir PLA+BG (p<0,001) karkasy, lyginant su grynos PLA
méginiais (3.19 pav. C). Vélesnémis diferenciacijos dienomis (7-gja ir 10-
aja) intensyviausia ECM mineralizacija registruota DPSC augant ant
PLA+BG méginiy.
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3.19 pav. Osteogeninés diferenciacijos vertinimas DPSC auginant ant
skirtingy kompozitiniy karkasy. A —ALP aktyvumo tyrimas, atliktas
matuojant p-nitrofenolio $viesos sugertj. Duomenys standartizuoti pagal
lasteliy skaiciy kiekvienu vertinimo laiku ant atitinkamos grupés karkasy; B
— kiekybinis kolageno kaupimosi ECM vertinimas, atliktas kolageno
sankaupas dazant Sirius Red ir matuojant istirpinto dazo $viesos sugertj; C —
kiekybinis ECM mineralizacijos vertinimas, atliktas matuojant iStirpinto
ARS Sviesos sugertj. Rezultatai pateikti kaip mediana + IQR. Statistiskai
reikSmingi skirtumai tarp skirtingy karkasy grupiy pazyméti kaip ,,*”, kai
p<0,05; ,,**” kai p<0,01 ir ,,***” kai p<0,001 . Tuo tarpu ,,#” rodo toje
pacioje karkasy grupéje esancias statistiskai patikimas reikSmes lyginant su
1-ma diena — ##” - p < 0,01; ,###” - p < 0,001. ,, A” rodo toje palioje
karkasy grupéje esancias statistiSkai patikimas reikSmes lyginant su 7-ta
diena—,, AA” -p<0,01,,, AAA” - p <0,001. ,,@“ pazymétos iSskirtys.
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Paskutinis osteogeninés diferenciacijos Zymuo, baltymo OCN mRNR
raiSka, visomis DPSC diferenciacijos dienomis, lasteléms augant ant visy
tirtyjy karkasy, nepadidéjo (3.18 pav.). Taciau lyginant su PLA (p<0,61) ir
PLA+HA (p<0,84) karkasy grupémis, 10-gja Igsteliy auginimo dieng buvo
registruotas nezymus Sio geno raisSkos lygio padid¢jimas DPSC, augintose
ant PLA+BG méginiy.

Gauti rezultatai rodo, kad visi trys karkasai (PLA, PLA+HA ir PLA+BG)
inicijavo spontaning DPSC diferenciacija, taCiau stipriausia osteogenezés
indukcija pasizyméjo kompozitinis PLA+BG substratas.

3.4 PavirSiaus dekoravimo jtaka lgsteliy likimui

34.1 Lasteliy kilmés ECM baltymais padengty karkasy fizinés savybés

Siekiant jvertinti, ar pavirSiaus padengimas ECM baltymais keis substrato
jtaka lastelés likimui, buvo kuriami DPSC suformuotu ECM dengti PLA
karkasai.

Sie karkasai ruoti DPSC auginant ant grynos PLA méginiy askorbo
rigstimi praturtintoje terpéje. Naudojant tokia terpe buvo siekiama, kad
ECM susikaupty didesnis kolageno kiekis (Kutys ir kt., 2013). Nuo DPSC
i8s¢jimo praéjus 7 dienoms, lastelés buvo paSalintos nuo 3D struktiiros
(atlikta ,,nulastelinimo* procedira, angl. decellularization). Tokiu btudu ant
PLA karkasy buvo siekiama palikti tik DPSC susintetintus ECM baltymus
(fibronekting, kolageng ir kt.). ,Nulastelinimo“ efektyvumas buvo
vertinamas kokybiSkai - vizualizuojant ant PLA karkaso likusius baltymus
(dazant fibronekting ir akting) bei DNR (daZant DAPI dazais), ir kiekybiskai
—matuojant po nulastelinimo likusius lasteliy DNR pédsakus (3.20 pav.).
Nulastelinimo efektyvumo vertinimo metu kontroliniu pavirS§iumi buvo
laikomas paprastas PLA karkasas, ant kurio lastelés nebuvo augintos.

Gautose nuotraukose (3.20 pav. A) galima matyti, kad naudota lIgsteliy
pasalinimo metodika yra efektyvi. Procediros metu buvo iSlaikytas
nepazeistas DPSC suformuotas ECM, tai rodo ant karkasy islikes
fibronektino tinklas, bet pasalinti visi Iasteliy citoskeleto baltymai ir DNR -
po procediiros ant karkasy neliko nei aktino tinklo, nei DNR likuéiy. Siuos
rezultatus patvirtino ir kiekybinis DNR kiekio matavimas méginiuose (3.20
pav. B). Matyti, kad nulastelinamy karkasy grup¢je (PLA+ECM) DNR
kiekis ant Siy substraty yra praktiskai toks pat kaip ir ant kontrolinio
pavirSiaus. Taip paruo$ti méginiai buvo laikomi Igsteliy kilmés ECM
baltymais dengtais karkasais (PLA+ECM) ir toliau naudoti analizuojant
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tokio natiiralaus dekoravimo poveikj DPSC likimui, lyginant jj su
nedekoruoto PLA pavirSiaus jtaka Sioms lgsteléms.
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3.20 pav. PLA karkaso “nulastelinimo” efektyvumas. A — vizualizuoti
fibronektino ir aktino filamentai (raudona spalva, dazyta Alexa Fluor 594)
bei DNR likuéiai (mélyna, dazyta DAPI); B — po “’nulgstelinimo” procediiros
kiekybiskai iSmatuota DAPI fluorescencija. Rezultatai pateikti kaip mediana
* IQR. PLA - kontrolinis pavirSius, ant kurio lgstelés nebuvo augintos.
PLA+ECM — "nulgstelintas” karkasas.

Vertinant ECM reik8me karkaso integracijos j organizma kontekste, buvo
tiriamos PLA+ECM méginiy vandens absorbcinés bei baltymy adsorbcinés
savybés. Analizuojant vandens absorbcija, Karkasai buvo 24 val. inkubuoti
vandenyje, jy svoris buvo registruotas prie§ ir po panardinimo. I§ gauty
duomeny skai¢iuotas procentinis méginiy svorio prieaugis (3.21 pav. A).
Rezultatai parodé, kad PLA+ECM méginiai buvo linke geriau absorbuoti
vandenj nei karkasai, pagaminti i§ grynos PLA. Taciau statisti§kai patikimas
skirtumas tarp abiejy karkasy grupiy nustaytas nebuvo.

Vertinant baltymy adsorbcija ant tiriamyjy méginiy, jie 24 val. buvo
inkubuojami FBS. Po numatyto laiko méginiai plauti, matuotas ant karkasy
pavirsiaus nusédusiy baltymy kiekis (3.21 pav. B). Rezultatai rodo, kad abi
tirtos karkasy grupés gebéjo uztikrinti vienodg baltymy adsorbcija, skirtumas
tarp jy nustatytas nebuvo.

Taigi, gauti rezultatai parodé, kad pavirSiaus padengimas ECM kilmés
baltymais nekeicia karkaso fiziniy savybiy.
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3.21 pav. ECM baltymais dekoruoty karkasy fizinés savybés. A —
karkasy vandens absorbcijos vertinimas, iSreikStas procentiniu svorio
prieaugiu po 24 valandy inkubacijos vandenyje; B — baltymy adsorbcija ant
karkasy pavir$iaus, matuota Bradford reagento $viesos sugertis. Rezultatai
pateikti kaip mediana + IQR.

3.4.2 ECM baltymy jtaka lasteliy adhezijai

Biodekoravimo ECM baltymais jtaka DPSC adhezijos efektyvumui tirta
lasteles auginantant PLA ir PLA+ECM pavirsiy ir po 0,5, 2 ir 24 val
vizualizuojant F-aktino filamentus (S3 pav.). Fluorescencinio mikroskopo
pagalba gautose nuotraukose kiekvienu laiko momentu buvo skaiciuoti
lasteliy uzimami plotai (3.22 pav. B). Jau po pirmojo pusvalandzio, kaip ir
Kitais tirtais laiko momentais, lastelés geriau tvirtinosi prie ECM baltymais
padengty karkasy, tai rodo atitinkamai didesni DPSC uZzimami plotai
lyginant su lagstelémis, augintomis ant grynos PLA substraty (p<0,001).
Norint nustatyti ar pavirSiaus padengimas ECM baltymais uztikrina ir
stipresng DPSC adhezijg, po 24 valandy nuo jy iSs¢jimo kokybiskai ir
kiekybiskai vertintos lasteliy suformuotos fokalinés adhezijos (3.22 pav. A ir
C). Gauti rezultatai rodo, kad lyginant su grynos PLA méginiais, PLA+ECM
(p<0,001) pavirsius lémé didesnj fokaliniy adhezijy skaiCiy lastelése, t.y.
ECM baltymais padengti karkasai buvo patrauklesni DPSC prisitvirtinimui.
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3.22 pav. DPSC adhezija ant ECM baltymais padengty karkasy. A —
imunocitochemijos metodu vizualizuotos lasteliy suformuotos fokalinés
adhezijos (zalia spalva, dazyta Alexa Fluor 488) bei branduoliai (mélyna
spalva, dazyta DAPI). Rodyklés nuotraukose zymi fokalines adhezijas; B —
lastelés ploto matavimai po 0,5, 2 ir 24 valandy auginimo ant tiriamyjy
meéginiy. Rezultatai pateikti kaip mediana + IQR; C — kiekybinis fokaliniy
adhezijy vertinimas nuo DPSC i$s¢jimo pra¢jus 24 valandoms. Rezultatai
pateikti lasteliy pasiskirstymo tankio funkcijos histograma. StatistiSkai
reikSmingi skirtumai tarp skirtingy karkasy grupiy pazyméti kaip ,,***” kai
p<0,001. Tuo tarpu ,#’ rodo toje pacioje karkasy grupéje esancias

statistiSkai patikimas reikSmes lyginant su 0,5 valandomis — ,###° -
p<0,001. ,, A” rodo toje pacCioje karkasy grupéje esancias statistiSkai
patikimas reik§mes lyginant su 2 valandomis — ,,AAA” - p<0,001. , e

pazymétos iSskirtys.

Abu DPSC adhezijos vertinimo tyrimai patvirtino, kad lasteliy kilmés
ECM baltymai zymiai pagerino DPSC prisitvirtinima prie substrato.
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3.4.3 Biodekoravimo ECM baltymais poveikis lasteliy migracijai ir proliferacijai

Norint nustatyti, ar ECM baltymai skatina ir inicijuoja lasteliy judéjima,
buvo atliekamas DPSC migracijos testas, kurio metu tiriamieji méginiai 72
val. inkubuoti ant DPSC monosluoksnio. Po numatyto laiko buvo vertintas
ant karkasy ,,uzmigravusiy“ lasteliy skai¢ius (3.23 pav. A). Rezultatai rodo,
kad DPSC aktyviau judéjo ant ECM baltymais dengty pavirsiy, lyginant su
grynos PLA Kkarkasais, t.y., ant PLA+ECM grupés méginiy lasteliy ,,uzlipo®
daugiau (p<0,05).
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3.23 pav. Lasteliy migracija ir proliferacija ant ECM baltymais
dekoruoty PLA karkasu. A — DPSC migracija ant tiriamyjy méginiy,
lasteliy skaiGius vertintas matuojant kristalvioleto Sviesos sugertj; B —
lasteliy proliferacija ant skirtingy karkasy, rezultatai normalizuoti pagal
lasteliy kiekj, registruota ant kiekvienos pavirSiaus rusies 24-t3 DPSC
auginimo valandg. Duomenys pateikti kaip mediana = IQR. Statistiskai
reikSmingi skirtumai tarp skirtingy karkasy grupiy pazyméti kaip ,,*” kai
p<0,05 ir ,,***” kai p<0,001.

Siekiant iSanalizuoti pavirSiaus padengimo ECM baltymais jtakg DPSC
proliferacijai, naudotas lasteliy DNR dazymo DAPI metodas, o lasteliy
skaiciaus vertinimui pasitelkta kalibraciné kreivé S1 pav. Vertinimas atliktas
po 24, 48, 72, 96 ir 120 val. lgsteliy auginimo ant tiriamyjy méginiy.
Rezultatai parodé (3.23 pav. B), kad po lasteliy i$sé¢jimo praéjus 24, 48 ir 72
valandoms registruotas DPSC skaicius ant abiejy tirty pavirSiy buvo beveik
vienodas, t.y. lastelés proliferavo vienodai gerai tiek ant PLA, tiek ir ant
PLA+ECM karkasy. Taciau jvertinus DPSC kiekj po 96 ir 120 valandy
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pastebéta, kad Siais laiko momentais rezultatai i$siskyré, matyti, kad Igstelés
efektyviau dauginosi ant ECM baltymais dengty méginiy (p<0,001).

Abu DPSC migracijos ir proliferacijos testaipatvirtino, kad ECM
baltymai skatino migracijg, o po ilgesnio inkubacinio periodo — ir $iy lgsteliy
proliferacija.

344 ECM baltymais dengty PLA karkasy jtaka osteogeninei lasteliy diferenciacijai

Osteogenezés intensyvumo vertinimui lastelés buvo augintos ant PLA ir
PLA+ECM Kkarkasy, o nuo séjimo praéjus 1, 7, ir 10-¢iai dieny buvo
vertintas ALP aktyvumas, nustatyta su osteogenine diferenciacija susijusiy
geny (koduojanéiy Runx2, OPN ir OCN baltymus) raiska bei atlikta badinga
kauliniam audiniui ECM susiformavimo analizé.

Jvertinus ankstyvyjy osteogenezés Zymeny, geny, koduojanéiy Runx2 ir
OPN baltymus, raiska, buvo pastebéta, kad diferenciacijos metu tiek PLA,
tieck ir PLA+ECM karkasai inicijavo $iy abiejy geny raiskos padidéjimus
lastelése (3.24 pav.). DPSC augant ant abiejy tirty pavirSiy didziausia Runx2
MRNR raiska fiksuota 10-3ja diena, taciau statistiSkai patikimas Sio geno
raiSkos lygio skirtumas tarp abiejy grupiy karkasy nustatytas jau 1-3ja diena,
t.y., 24 val po s¢jimo (p<0,05). Vertinant geno, koduojané¢io OPN baltyma,
raiSkg pastebéta, kad abiem atvejais ji ilga laikg svyravo apie bazinj lygj, o
padidéjimas registruotas tik 10-gja diferenciacijos diena, Igsteléms augant
ant PLA+ECM karkasy. Statistiskai patikimi OPN mRNR raiskos skirtumai
tarp PLA ir PLA+ECM grupiy nebuvo nustatyti.

102



Runx2 Osteopontinas

6 4- A
Y
(1] (/]
- — A — 3_
£ 4 e £
£ g
@ 02
5 * 5
X2 — i
[} [+] 1-
a [ ¢ N o
— —
0 i i i 0+
1 7 10 1 7 10
Diferenciacijos diena Diferenciacijos diena
Osteokalcinas
L ]
o0
'S 4-
t
g B PLA
2 ES PLA+ECM
=y .
-
=]
s TTTTTTE l
——
0 —

1 7 10

Diferenciacijos diena
3.24 pav. Su osteogenine diferenciacija susijusiu genuy (koduojanciy
Runx2, OPN, OCN baltymus) raiskos lygiai DPSC, augintose ant ECM
baltymais dengty karkasy. Rezultatai normalizuoti pagal GAPDH geno
raiSkg ir standartizuoti pagal nediferencijuoty lasteliy, auginty ant PP
pavirSiaus, geny raiska pradiniu laiko momentu. Rezultatai pateikti kaip
mediana + IQR. StatistiSkai reikSmingi skirtumai tarp skirtingy karkasy
grupiy pazyméti kaip ,,*”, kai p<0,05. Tuo tarpu ,#’ rodo toje pacioje
karkasy grupéje esancias statistiSkai patikimas reikSmes lyginant su 1-ma
diena — ,##” - p<0,01. ,, A” rodo toje pacioje karkasy grupéje esancias
statistiskai patikimas reik§mes lyginant su 7 diena — “A” — p<0,05 ir ,,AAA” -
p<0,001. ,,0“ pazymétos isskirtys.

ALP aktyvumo rezultatai rodo (3.25 pav. A), kad pirmosiomis
diferenciacijos dienomis lastelése, augintose ant PLA ir PLA+ECM karkasy,
ALP fermento aktyvumo skirtumy nebuvo. Abiejose tiriamosiose grupése
fermento aktyvumas pika pasieké tik 10-aja diena, didesnis jis buvo DPSC,
augintose ant ECM baltymais padengty (PLA+ECM) karkasy (p<0,05)
lyginant su lastelémis, augintomis ant grynos PLA méginiy.
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Norint nustatyti, ar PLA+ECM karkasai inicijuoja efektyvesnj DPSC
vykdoma kauliniam audiniui biidingo ECM formavimasi, buvo vertinami ant
tiriamyjy pavir$iy susidar¢ kolageno ir kalcio sankaupy kiekiai. Remiantis
gautais rezultatais galima teigti, kad abu pavirSiai inicijavo kolageno
kaupimasi ECM, taciau kolageno kiekio skirtumai tarp PLA ir PLA+ECM
karkasy grupiy nebuvo nustatyti (3.25 pav. B). Panasi tendencija stebéta ir
vertinant ECM mineralizacija - abi méginiy grupés skatino DPSC formuoti
kalcio sankaupas ECM (3.25 pav. C), taciau jau po 7-0sios diferenciacijos
dienos galima matyti, kad DPSC daugiau kalcio sankaupy suformavo
augdamos ant PLA+ECM (p<0,001) karkasy, lyginant su grynos PLA
pavirsiais. Sis skirtumas isliko ir po 10-ties dieny (p<0,05).

Analizuojant vélyvaja osteogeneze, geno, koduojanc¢io OCN baltyma,
raiSkos padid¢jimas, tiek Igsteléms augant ant PLA, tiek ir ant PLA+ECM
karkasy, nebuvo fiksuotas (3.24 pav.).

Misy rezultatai rodo, kad abu méginiai (PLA ir PLA+ECM) inicijavo
spontaning osteogening DPSC diferenciacijg, taCiau stipresne indukcija
pasizyméjo DPSC kilmés ECM baltymais padengtas PLA substratas.

104



A B
1.25e-06 125
w ¥ e E 844
£.2 1.00e-06 © 1.00 Jrv—
F R n
o'" 0 it
i ,,, =
0 0 750007 aaa £ 0.75-
O ##
=un 7]
o © g’ .
5= 5.00e-07 @ 0.50 .
SE ' : ;
£ v 2.50e-07 0.251 i i
18 — = =
0.00e+00 - * ® 0.00-
1 7 10 1 7 10
Diferenciacijos diena Diferenciacijos diena
Cc
0.6
E *
c (|
8 *hx
$0.4' P
w ##EH#
£ B PLA
) E3 PLA+ECM
= 0.2 #ih BE#
w
4
< S L
0.0- ——
1 7 10

Diferenciacijos diena

3.25 pav. Osteogeninés diferenciacijos vertinimas DPSC auginant ant
ECM baltymais dengty karkasy. A —ALP aktyvumo tyrimas, atliktas
matuojant p-nitrofenolio $viesos sugertj; duomenys standartizuoti pagal
lasteliy skaiciy kiekvienu laiku momentu ant atitinkamos grupés karkaso; B
— kiekybinis kolageno kaupimosi ECM vertinimas, atliktas kolageno
sankaupas daZant Sirius Red ir matuojant iStirpinto dazo §viesos sugertj; C —
kiekybinis ECM mineralizacijos vertinimas, atliktas matuojant iStirpinto
ARS Sviesos sugertj. Rezultatai pateikti kaip mediana + IQR. Statistiskai
reikSmingi skirtumai tarp skirtingy karkasy grupiy pazyméti kaip ,,*” kai
p<0,05 ir ,,***” Kkai p<0,001. Tuo tarpu ,#” rodo toje pacioje karkasy
grupéje esancias statistiSkai patikimas reikSmes lyginant su 1-ma diena —
S - p < 0,01; ###” - p < 0,001. ,,A” rodo toje pacCioje karkasy grupéje
esancias statistiskai patikimas reikSmes lyginant su 7-ta diena — ,,AA” - p <
0,01, ,,AAA” - p <0,001. ,,0*“ pazymétos iSskirtys.
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3.5 Tikétinas organizmo atsakas j skirtingus dirbtinio kaulinio
audinio konstruktus

Norint regeneruoti pazeista audinj daznai yra kuriami SC-karkaso
konstruktai. Tikimasi, kad toks karkaso ir SC apjungimas uztikrins dar
efektyvesng pazaidos regeneracija (Diomede ir kt., 2016; EIl-Backly ir kt.,
2008). Todél siame darbe, in vitro salygomis, buvo sickiama iSsiaiskinti
galimag paciento organizmo atsaka j skirtingus dirbtinio kaulinio audinio
konstruktus: DPSC-PLA, DPSC-PLA+HA, DPSC-PLA+BG ir DPSC-
PLA+ECM.

35.1 Konstrukto (DPSC-karkasas) siuntiamas signalas organizmui

Norint nustatyti, ar karkasy cheminé sudétis bei pavirSiaus dekoravimas
ECM baltymais inicijuoja skirtingus lasteliy siunciamus signalus, buvo
iSanalizuota DPSC, auginty ant tiriamyjy substraty (PLA, PLA+HA,
PLA+BG ir PLA+ECM), sintetinamy citokiny, chemokiny bei augimo
veiksniy raiska.

Citokiny, chemokiny bei augimo veiksniy analiz¢ buvo nuspresta atlikti
po 7-iy DPSC augimo ant karkasy dieny. Septyniy dieny intervalas
pasirinktas ne atsitiktinai. I§ anks¢iau miisy gauty spontaninés osteogeninés
diferenciacijos rezultaty matyti, kad butent po 7-iy Sio proceso dieny DPSC
osteogenezé jau aktyvuota, todél toks konstruktas, jj perkélus j organizma,
kontaktuos su greta esan¢iomis lgstelémis ir taip pazaidos vietoje inicijuos
naujo kaulinio audinio formavimasi. Kyla klausimas, kokius signalus
aplinkinéms lasteléms toks konstruktas siys?

Taskinio imunobloto principu sekretomose, surinktose nuo visy keturiy
méginiy (DPSC-PLA, DPSC-PLA+HA, DPSC-PLA+BG bei DPSC-
PLA+ECM), buvo ieskota 29 molekuliy (S4 pav), i$ jy 11 buvo detektuota.
Aptikti sie citokinai, chemokinai bei augimo veiksniai: citokiny-
indukuojamy neutrofily chemoatraktanty Seimos baltymai (CINC) (CINC-1,
CINC-2a/B, CINC-3), chemokino (C-X-C motyvo) ligandas 1 (CXCL1),
interleukinas 1ra (IL-1ra), interleukinas 6 (IL-6), tirpi tarplasteliné adhezijos
molekul¢e 1 (sICAM-1), C-X-C motyvo chemokinas 1 (CXCL10),
chemokino (C-C motyvo) ligandas 5 (CCL5), TIMP metalopeptidazés
slopiklis 1 (TIMP-1) ir VEGF (3.26 pav.). Patikimi Siy molekuliy kiekio
skirtumai, priklausantys nuo skirtingos karkaso cheminés sudéties ar
pavirSiaus ,,dekoravimo® ECM baltymais, nebuvo nustatyti. Taciau buvo
pastebéta, kad DPSC, augusios ant visy keturiy karkasy (PLA, PLA+HA,
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PLA+BG arba PLA+ECM) aktyviausiai sintetino augimo veiksnj VEGF.
Lyginant su kitomis molekulémis, identifikuotas VEGF kiekis sekretomose
buvo didziausias (3.26 pav.). Tai gera Zinia dirbtinio audinio konstravimo
kontekste, kadangi Sis veiksnys yra siejamas su angiogenezés indukcija
(McColl ir kt., 2004), todél galima teigti, kad visi tirti konstruktai po jy
implantacijos | organizma naujai besiformuojanciame kauliniame audinyje
inicijuos kraujagyslio tinklo formavimasi.

Kitos sekretomose aptiktos signalinés molekulés pasizymi osteogeniniu
aktyvumu bei skatina osteoklasty migracija, todél greiciausiai, po konstrukto
perkélimo j organizma, jos bus signalu, inicijuojaniu regeneracinius
kaulinio audinio procesus.

;0.3'
30.2- u
50.1-

CCL5 |

CINC-1]

CINC-2a/b |
CINC-3
CX3CL1
CXCL10
IL-1ra
IL-6
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TIMP-1
VEGF

Bl DPSC-PLA E3 DPSC-PLA+HA E3 DPSC-PLA+BG E3 DPSC-PLA+ECM

3.26 pav. Citokinai, chemokinai bei augimo veiksniai, aptikti DPSC-
PLA, DPSC-PLA+HA, DPSC-PLA+BG arba DPSC-PLA+ECM
konstrukty sekretomose. Signaliniy molekuliy analizé atlikta taskinio
imunobloto principu. Duomenys normalizuoti pagal teigiamos kontrolés
vidutinj Svytéjimo intensyvumg. Rezultatai pateikti kaip mediana £ IQR.
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3.5.2 Konstrukto (DPSC-karkasas) jtaka angiogenezés indukcijai

Sukonstruotas dirbtinio audinio fragmentas neuztikrins sékmingos pazeisto
audinio regeneracijos jeigu jame ir aplink jj nesiformuos naujas kraujagysliy
tinklas. Dél Sios priezasties norima, kad kuriami konstruktai, pasizyméty ne
tik puikiu biosuderinamumu bei SC stimuliacija diferencijuotis tikslinio
audinio linkme, bet taip pat inicijuoty ir angiogenezés procesa (J. Chen ir kt.,
2018; Krishnan ir kt., 2014).

Darbe buvo analizuotos skirtingy dirbtinio kaulinio audinio konstrukty
(DPSC-PLA, DPSC-PLA+HA, DPSC-PLA+BG arba DPSC-PLA+ECM)
angioindukcinés savybés. Angiogenezés analizei buvo sukurtos ir naudotos
dvi transfekuoty lgsteliy kultiiros: raudonai fluorescuojanti — PESC-R bei
zaliai fluorescjuojanti — DPSC-G.

Tiriami konstruktai buvo formuojami i§ skirtingy rusiy karkasy bei
DPSC. Tikimasi, jog po implantacijos j organizma, link sukurto konstrukto,
migruos endotelinés kamieninés lastelés, kurioms saveikaujant su
osteogenine linkme besidiferencijuojan¢iomis DPSC, bus pradedamas
formuoti kraujagysliy tinklas.

IS pradziy buvo jvertinta, kaip 2D aplinkoje tarpusavyje saveikauja DPSC
ir PESC kultary Igstelés. Siekiant in vitro sglygomis imituoti realig situacijg
organizme, pirmiausia buvo séjamos DPSC-G lastelés. Po 3-jy pary ant jy
papildomai buvo iSsétos PESC-R. Nuo pastaryjy lasteliy iSs¢jimo pragjus 3 ir
96 val. DPSC-G ir PESC-R kokultiros buvo vizualizuotos. Gautose
nuotraukose (3.27 pav.) matyti, kad po 3 val. nuo i$séjimo, PESC-R lastelés
yra pavienés, taciau prisitvirtinusios prie plokstelés pavirSiaus. Po 96 val.
nuo PESC-R isséjimo, matyti, kad endotelinés lastelés iSsidésto ne
atsitiktinai, o ima formuoti pailgas, j kraujagysles panaSias struktiras. Tai
rodo, kad konstrukto kiirimui pasirinkta lasteliy rasis (DPSC) sékmingai
sgveikauja su endotelinémis lastelémis (PESC), leisdamos joms formuoti
kraujagysliy tinkla.

Siekiant, kad j paZeista kaulo vieta migruoty endotelinés Igstelés, svarbu,
kad kuriamas konstruktas inicijuoty §j procesg. Miisy atveju norint tai
patikrinti in vitro salygomis, analizuota tiek karkasy be lasteliy (PLA,
PLA+HA, PLA+BG, PLA+ECM), tiek ir jy deriniy su DPSC (konstrukty)
jtaka angiogenezei. Tuo tikslu ant tiriamy substraty buvo auginta dviejy tipy
— DPSC ir PESC - kokultiira ir analizuoti joje vykstantys procesai.
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3.27 pav. DPSC ir PESC kokultiira 2D aplinkoje. A — lgsteliy sgveika po
3 val. augimo kokultiiroje; B — DPSC ir PESC saveika po 96 val. augimo
kokultiroje. Zalia spalva, lentivirusiniu vektoriumi pLJM1-EGFP
transfekuotos DPSC (DPSC-G); raudona spalva, lentivirusiniu vektoriumi
pLIM1-mCherry transfekuotos PESC (PESC-R); mélyna spalva, lasteliy
branduoliai dazyti DAPI.

Vertinant PESC migracija ant tiriamy karkasy buvo atliktas kiekybinis,
vertikalios migracijos testas. Jo metu tiriamieji méginiai 72 valandas buvo
inkubuoti ant PESC monosluoksnio. Po numatyto laiko registruotas ant
karkasy uzmigravusiy lasteliy skaicius (3.28 A pav.). IS gauty rezultaty
matyti, kad patraukliausi PESC buvo PLA+BG ir PLA+ECM méginiai. Ant
Siy karkasy rasiy, lyginant su grynais PLA (PLA:PLA+BG - p<0,01, bei
PLA:PLA+ECM - p<0,001) ir kompozitiniais PLA+HA (PLA:PLA+BG -
p<0,05, bei PLA:PLA+ECM - p<0,01), ,,uzlipo* daugiausiai lasteliy.

PESC migracija ant konstrukty (DPSC-PLA, DPSC-PLA+HA, DPSC-
PLA+BG bei DPSC-PLA+ECM) buvo vertinta kokybiskai. Tuo tikslu jie 3
ir 72 valandas laikyti ant PESC-R monosluoksnio. Po numatyto laiko, ant
méginiy ,,uzlipusios“ PESC-R vizualizuotos fluorescenciniu mikroskopu.
Gautose nuotraukose (3.28 B pav.) galima matyti, kad per pirmas 3 valandas
lastelés uzmigruoti nesuspéjo nei ant vienos riiSies konstrukto. Ta¢iau po 72
val. ant visy méginiy buvo registruotos ,,uzlipusios” PESC-R. Nuotraukose
net galima jzitréti PESC formuojamas j kraujagysles panasias struktaras.

Sie rezultatai rodo, kad PESC migravo ant visy tirty karkasy ir
konstrukty, tadiau geriausiai angiogenezés procesg inicijavo PLA+BG bei
PLA+ECM méginiai. Pastebéta, kad endotelinés lastelés saveikavo su
DPSC, saveikos metu formuodamos j kraujagysles panasias struktiiras.
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3.28 pav. PESC migracijos ant karkasy ir konstrukty vertinimas. A —
kiekybinis PESC migracijos ant PLA, PLA+HA, PLA+BG ir PLA+ECM
karkasy vertinimas, atliktas matuojant kristalvioleto sugertj. Rezultatai
pateikti kaip mediana + IQR. Statistiskai reikSmingi skirtumai tarp skirtingy
karkasy grupiy pazymeéti kaip ,,*”, kai p<0,05, ,,**”, kai p<0,01 ir “***” kai
p<0,001; B — kokybinis PESC migracijos ant konstrukty (DPSC-karkasas)
vertinimas. Raudona spalva, lentivirusiniu vektoriumi pLJM1-mCherry
transfekuotos PESC (PESC-R).

Maisy atlikti darbai leidZia teigti, kad, sprendziant i$ tirty lasteliy sgveiky
su substratu bei PESC ir DPSC tarpusavio sgveiky, naudota polimeriné
medziaga ir jos struktiirizavimas FFF 3D spausdintuvu yra tinkami dirbtinio
kaulinio audinio formavimui. Tokio polimero praturtinimas cheminiais
priedais ar biodekoravimas gali padéti valdyti lasteliy diferenciacija, bei
regulivoti sukurto konstrukto (lastelés-karkasas) integracijos j organizma
efektyvuma.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Audiniy inZzinerija - tarpdisciplininé mokslo $aka, jungianti tiksliuosius ir
gyvybés mokslus. Pagrindinis jos tikslas - sukonstruoti dirbtinius gyvy
audiniy pakaitalus, kurie galéty atkurti, sutvirtinti ar pagerinti pazeisto
audinio funkcijas (Castells-Sala Cristina, Alemany-Ribes Mireia, 2015;
Howard ir kt., 2008). Funkcionalus audinys gaunamas tada, kai uztikrinama
kokybiska sgveika tarp trijy pagrindiniy audiniy inzinerijos dedamyjy —
lasteliy, karkaso ir bioaktyviy molekuliy. Tik tinkamai suderinus Siuos
komponentus bus gautas konstruktas, kuris gebés inicijuoti efektyvia
pazeisto audinio regeneracijg (C. M. Murphy ir kt., 2013). Yra zinoma, kad
substratas, su kuriuo saveikauja lastelé, daro didelg jtaka jos likimui, todél
gaminant audiniy konstruktus siekiama, kad karkasai savo struktiira ir
sudétimi uztikrinty optimaliag SC proliferacija, migracija bei inicijuoty jy
diferenciacija norima kryptimi (Urrutia ir kt., 2017); (Krishna ir kt., 2016).
Sis darbas nagringja lasteliy ir karkaso saveikas, o gauti rezultatai turéty
pasitarnauti dirbtinio kaulinio audinio kiirimui ir tobulinimui.

Darbe buvo tirta suaugusio organizmo SC, iSskirty i§ danty pulpos,
sgveika su pavirSinémis struktiromis, analizuoti Siy lasteliy savybiy
pokyciai, priklausantys nuo substrato pavirSiaus reljefo, cheminés sudéties
bei pavirSiaus biodekoravimo. Be to, in vitro salygomis buvo siekiama
modeliuoti galima recipientinio organizmo atsaka j sukurtus konstruktus -
potencialius dirbtinio audinio implantus.

Tyrimo modeliu buvo pasirinktos i§ Wistar klono laboratorinés Ziurkés
priekiniy danty pulpos i§skirtos DPSC, priskiriamos MSC tipui. Zvelgiant i§
zmogaus pozicijy, danty pulpos lgstelés yra gana lengvai prieinamos ir gali
biti nesudétingai gaunamos Salinant dantis. Be to, kaip misy ir kity autoriy
darbai parodé, jos geba lengvai diferencijuoti adipogenine, miogenine ir
osteogenine kryptimis, todél savo plastiSkumu nenusileidzia placiai audiniy
inzinerijos tyrimuose naudojamoms BMSC, kuriy gavimo procedira yra
labai skausminga pacientams. Atsizvelgiant | DPSC charakteristikas bei
salyginai lengva, nereikalaujancia papildomos intervencijos j paciento
organizmg iSskyrimo procediira, manome, jog Sios lastelés gali buti
sékmingai naudojamos dirbtinio kaulinio audinio ktirimui (Mori ir kt., 2011;
Pierdomenico ir kt.,, 2005)(Tamaki ir kt., 2013). Yra zinoma, kad
priklausomai nuo to, i§ kokio Saltinio MSC yra i$skirtos, jos biina linkusios
spontaniskai diferencijuoti to audinio linkme (Naruse ir kt., 2004). Todél,
auginant DPSC ant joms patrauklaus substrato, buvo galima tikétis pasiekti
Siy lgsteliy spontaning osteogening diferenciacijg (Du ir kt., 2019).
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PavirSiaus topografijos vaidmuo lastelés likime. Yra Zinoma, kad
mikro- ir nanostruktiirizuotas pavirSius gali nulemti lIgsteliy diferenciacija
(Saberianpour ir kt., 2018; Ohashi ir kt., 2017; Anselme ir kt., 2010).
Nustatyta, kad toks reljefas veikia lasteliy citoskeleto persitvarkymus,
fokaliniy adhezijy formavimasi bei signaliniy keliy aktyvacija, o kartu su
Siais vyksmais keiciasi ir lastelés morfologija (S. Zhang ir kt., 2018; Zhu ir
kt., 2018; Yao ir kt., 2017; Niu ir kt., 2017; Abagnale ir kt., 2015; Kim ir kt.,
2013; Watari ir kt., 2012; Kim ir kt., 2011; Chaubey ir kt., 2008; Hamilton ir
kt., 2008; Deligianni ir kt., 2001). Taciau tokiy mikro- ir nanostruktiirizuoty
pavirSiy gamyba yra brangi, reikalaujanti dideliy finansiniy ir laiko sgnaudy.
Sios gamybos problemos gali biti sprendziamos naudojant 3D spausdinima.
3D spausdinimas leidzia nebrangiai ir greitai pagaminti kontroliuojamo
reljefo, susisiekian€io porétumo bei tiksliai paciento kaulinj defekta
atitankanc¢ius karkasus. Nepaisant §iy privalumy, 3D spausdinimo budu,
naudojant FFF technologija, galima pasiekti tik makrotopografijos (>100
um) strukttras (Shanjani ir kt., 2011; Klammert ir kt., 2010; Leukers ir kt.,
2005; Lam ir kt., 2002), o tokio grubumo substrato vaidmuo kamieniniy
lasteliy likimui dar néra pakankamai iStirtas. Todé¢l Siame darbe vienas i$
uzdaviniy kaip tik ir buvo jvertinti makrostruktiirizuoto (gijy ir vagy
skersmuo >100 um) pavirSiaus jtaka kamieniniy lasteliy elgsenai bei
osteogeninei diferenciacijai.

Siuo tikslu buvo suprojektuoti ir 3D spausdintuvu atspausdinti dviejy tipy
grynos PLA karkasai, turintys skirtinga pavirSiaus makroreljefa. Pirmojo
tipo méginiai buvo poréti. Juose 500 um PLA gijos formavo 300 um dydzio
poras, kurios, susijungdamos tarpusavyje, sudaré 50 % porétuma. Tokj
pasirinkimg 1émé Zinios, jog 100-500 um dydzio poros labiausiai primena
natiiralig kaulo ECM struktiirg bei geriausiai skatina angiogenezés procesus,
todél yra tinkamiausios kaulinio audinio regeneracijai in vivo. Visgi
optimaliausia karkaso, skirto kaulinio audinio konstravimui, architekttra yra
laikoma 300-400 pum dydzio susisiekiancios poros, sudarancios 50 %
porétumg. Tokioje karkaso struktiroje sékmingai geba formuotis naujas
kraujagysliy tinklas, bet dél per didelio pory dydzio ar porétumo nenukencia
ir karkaso mechaninés savybés (Wall ir Board, 2014; Hannink ir Arts, 2011;
Karageorgiou ir Kaplan, 2005). Antrosios riisies méginiai buvo vagoti. Juose
188 um susilie¢ian¢ios PLA gijos formavo plokscig i§ makrovagy sudarytg
pavir$iy. Miisy duomenys rodo, kad abiejy tipy pavirSiaus makrotopografija,
kaip ir placiai tyrinéjami mikro- ar nanonelygumai, geba paveikti DPSC
morfologija. Vagoti pavirSiai nulémé labiau iSsitempusig ir iSsilgéjusia
lasteliy forma, tuo tarpu DPSC, augusios ant poréty karkasy, buvo
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plokstesnés, tarsi i$silenkusios ant PLA filamento gijy. Todél tikétina, kad
misy sukurti, makrostruktiirizuoti  substratai, inicijuodami DPSC
morfologijos poky¢ius, turéjo poveikj iy lasteliy likimui.

Kamieniniy Igsteliy gebéjimas augti prisitvirtinus ant naujai kuriamo
karkaso yra svarbus kriterijus, vertinantis galimg konstrukto pritaikomuma
audiniy inZinerijoje (Baksh ir kt., 2004). Proliferacijai jtakg gali daryti ne tik
jvairios aplinkos salygos, bet ir dél pavirSiaus topografijos pakitusi lgstelés
morfologija (Janvikul ir kt., 2013; Loh ir Choong, 2013). Iki $iol didesni
kaip 100 um pavirSiaus makronelygumai Igsteliy gyvybiniams procesams
buvo mazai tirti (Gregor ir kt., 2017). Bet kaip tik tokios struktfros yra
sukuriamos 3D spausdinimo biidu, todél svarbu suprasti, ar jos turi jtakos ant
ju auginamy lasteliy likimui. Siame darbe buvo nagrinéta makrovagy ir
makropory jtaka DPSC proliferacijai ir, nors skirtumai tarp vagoto ir poréto
reljefo poveikio Igsteléms nebuvo nustatyti, bet buvo patvirtinta, jog DPSC,
augintos ant abiejy tiriamyjy karkasy, dauginosi Zymiai sparc¢iau, lyginant su
kontroliniu PP pavir§iumi. Sie lasteliy skai¢iaus augimo skirtumai tikétini
dél pavirsiy erdviniy struktury (2,5-3D). Tokios struktiiros, lyginant su 2D
substratu, turi zymiai didesnj pavirSiaus plota, su kuriuo turi galimybe
sgveikauti lastelés, o tai ir gali nulemti efektyvesnj jy dauginimasi (Zhu ir
kt., 2015; Bhat ir Kumar, 2012; Sasmazel ir kt., 2008). Be akivaizdZiai
didesnio tirty karkasy pavirSiaus ploto, reikéty atsizvelgti ir i kitus aspektus,
kurie galéjo lemti geresng DPSC, augusiy ant §iy méginiy, proliferacija.
Pavyzdziui, pavirSiaus SiurkStumas ar topografija. Déka integrino receptoriy
lastelés geba jausti jvairius pavirSiaus nelygumus, kurie skatina jas keisti
savo morfologija, o informacija apie Siuos stimulus signaliniais keliais
perduoti j branduolj (Ohashi ir kt., 2017; Abagnale ir kt., 2015). Musy
tyrimo metu lastelése, augintose ant makrovagoty bei makroporéty pavirsiy,
buvo stebimas skirtingas citoskeleto i$sidéstymas, kuris 1émé ir skirtinga
DPSC issitempima, susispaudimg ar issilenkimg. Literatiiros duomenimis,
pasikeitusios citoskeleto tempimo jégos aktyvuoja YAP signalinj kelia, kuris
yra labai svarbus lgsteliy migracijos, proliferacijos ir iSgyvenamumo procesy
reguliavimui (Mascharak ir kt., 2017).

Lasteles supanti aplinka veikia ir jy diferenciacijg (Lien ir kt., 2009).
Nustatyta, kad poréti karkasai, kurivos sudaro mikro- arba
nanostruktiirizuotos gijos, skatina MSC osteogenez¢ (Niu ir kt., 2017;
Kuboki ir kt., 2001) Taciau, vélgi, néra duomeny, jrodanciy, kad ir
makrostruktiiros geba atlikti tg patj. Yra priimta, kad ankstyvaisiais
osteogeninés diferenciacijos zymenimis yra laikomi geny, koduojanc¢iy OPN
bei Runx2 baltymus, raiskos padidéjimas lastelése. Sie zymenys rodo MSC
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apsisprendimg pasukti osteogeninés diferenciacijos keliu. Tuo tarpu ALP
aktyvumas, kauliniam audiniui specifinio ECM formavimas ir geno,
koduojan¢io OCN baltyma, raiskos padidéjimas yra traktuojami kaip
vélyvieji lgsteliy osteogenezés pozymiai (Q. Chen ir kt., 2018; Xu ir kt.,
2015; Mihaila ir kt., 2014; Roberts ir kt., 2011; Huang ir kt., 2007; Lian ir
kt., 1993). Misy rezultatai rodo, jog abu makrostruktirizuoti PLA pavir$iai
ankstyvosiomis DPSC diferenciacijos dienomis inicijavo transkripcijos
veiknsnio Runx2 mRNR raiskos lygio padidéjima lastelése. Tuo tarpu, geno,
koduojan¢io OPN baltyma, raiska, ALP aktyvumas bei ECM mineralizacija
palaipsniui  didéjo visais tirtais DPSC indukuotos ir spontaninés
diferenciacijos laikais. Jdomu tai, kad ARS dazu nudazius ECM esancias
kalcio sankaupas pastebéta, jog ECM mineralizacija buvo labiau isreiksta
PLA gijy susilietimo ir susikirtimo vietose, kur lastelés buvo labiau
susispaudusios. Geno, koduojan¢io OCN baltyma, raiskos padidéjimas
nebuvo nustatytas nei indukuotos, nei spontaninés osteogeninés
diferenciacijos metu DPSC auginant tiek ant vagoty, tiek ir ant poréty
karkasy. Tikétina, kad musy eksperimenty metu Sioms lgsteléms nepakako
laiko, kad jos pasiekty vélyvaja diferenciacijos stadija, kai lastelés visiskai
diferencijuoja j osteoblastus. Kaip tik tada ir turéty biti stebimas OCN
MRNR raiSkos padid¢jimas (Huang ir kt., 2007). Nepakites geno,
koduojan¢io OCN baltyma, raiskos lygis rodo, kad indukuotos (po 21
dienos) ir spontaninés (po 10 dieny) osteogeninés diferenciacijos metu
DPSC jau ima brandinti mineralizuota ECM, taciau tai vis dar néra pilnai
subrende osteoblastai.

Misy rezultatai rodo, kad abi tirtos pavirSiaus makrostruktiros turéjo
beveik vienoda, osteoindukcinj poveiki DPSC. Manome, kad tokius
rezultatus 1émé lasteliy reakcija j gana panaSiy matmeny gijas ir poras, todél
ir atsakas ] tirtas makrostruktiiras pasireiské panasiu citoskeleto
persitvarkymu. Taigi, Siuo atveju, vagos ar poros didelés jtakos
diferenciacijai neturéjo. Poros, tikétina, turi didesn¢ prasme kalbant apie
karkasa, kaip funkcionaly audinj, i kurj jsiterpia naujai besiformuojancios
kraujagyslés.

Indukuotos ir spontaninés diferenciacijos palyginimo rezultatai parodé,
kad net be papildomy osteogenezés induktoriy DPSC auginant ant
makrostruktarizuoty pavirsiy buvo fiksuotas ALP aktyvumo, su osteogenine
diferenciacija susijusiy baltymy (Runx2 ir OPN) geny raiskos bei ECM
mineralizacijos didéjimas. Todél galima teigti, jog spontaninés osteogeninés
DPSC diferenciacijos indukavimui nereikia daug laiko ir pinigy
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reikalaujan¢iy mikro- ir nanopavirSiy struktiirizacijos, tam visiskai uztenka ir
makroreljefinio (sudaryto i§ struktiiry, didesniy nei 100 um) pavirSiaus.

Karkaso cheminés sudéties jtaka lastelés likimui. Substrato cheminés
sudéties jtakos lasteliy likimui tyrimui buvo naudojami kompozitiniai
karkasai, pagaminti i§ PLA+HA ir PLA+BG. Kadangi Sio darbo rezultatus
buvo siekiama pritaikyti dirbtinio kaulinio audinio kirimui, todél Sie
kompozitai buvo pasirinkti neatsitiktinai, o i§samiai jvertinus literatliroje
pateikiama informacija. Siuolaikinés audiniy inZinerijos specialistai siekia,
kad pazeisty audiniy regeneracijai kuriami karkasai kuo labiau imituoty
natiiraly audinio ECM, o jy gamyba biity pigi, nasi ir personalizuota.
Norima, jog galutinis produktas biity kuo labiau prieinamas pacientui. Todél
viena perspektyviausiy kaulinio audinio karkaso gamybos technologijy yra
3D spausdinimas, o labiausiai tam tinkanti medziaga — kompozitas,
imituojantis kaulo ECM (Qi ir kt., 2018; B. Huang ir kt., 2018; Burgio ir kt.,
2018; Kuss ir kt., 2018; J.-W. Kim ir kt., 2017; Zhang ir kt., 2016). 3D
spausdinimui tinkantys kompozitai daZniausiai yra kuriami HA ir BG
biokeramikas maiSant su placiai spausdinimui naudojamais PLA ar PCL
polimerais.  Biokeramiky  pridéjimas | polimerg pagerina jo
biosuderinamuma, osteokonduktyvuma  bei osteo- ar netgi
angioinduktyvumg (Motealleh ir kt., 2017; Zhang ir kt., 2016). Taciau iki
Siol vis dar néra atlikti tyrimai, lyginantys 3D spausdinimo biidu pagaminty
kompozitiniy PLA+HA ir PLA+BG karkasy osteokonduktyvigsias bei osteo-
ir angioinduktyvigsias savybes. Norédami tai jvertinti, atlikome in vitro
tyrimus, kuriy metu lyginome 3D spausdinty PLA+HA (PLA su 10 % (w/w)
HA) ir PLA+BG (PLA su 10 % (w/w) BG) méginiy jtaka DPSC likimui.

Atsizvelgiant | pavirSiaus topografijos rezultatus, kurie rod¢, jog abi tirtos
makrostruktiiros turéjo panasiag jtaka DPSC osteogenezei, sukiiréme
patobulintos makrostruktiiros susisiekianc¢io porétumo karkaso modelj, kuris
ir buvo naudotas tiriamy kompozitiniy karkasy gamybai. Siekiant i§saugoti
teigiamas vagy ir pory osteoindukcines savybes, kiekvienas karkaso
sluoksnis buvo formuojamas i§ dvisluoksniy gijy, taip paliekantt vagota
topografija. Pati karkaso architektiira buvo sudaryta i§ 4 tokiy dvisluoksniy
gijy sluoksniy, kurie susikirsdami sudaré 60° kampa, o kartu ir 400 pm
dydzio poras. Taip suformuotos poros daro karkasa atsparesnj mechaniniy
jéguy poveikiui (Ji ir kt., 2018).

Kita butina dirbtiniam audiniui biidinga savybé — hidrofiliSkumas. |
organizmg implantuotas konstruktas nuolat sgveikaus su kiino skysciais,
kuriuose gausu mitybiniy medZziagy. Sias medZziagas konstruktas turi
pasisavinti, nes tik tokiu biidu jis isliks gyvybingas ir integruosis j organizma
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(Ma ir kt., 2007). Jvertinus misy pagaminty kompozitiniy karkasy, savo
sudétyje turinCiy hidrofiliniy biokeramikos daleliy, vandens absorbcijg
matome, kad BG vandens sugérimg pagerino 15,5 % lyginant su grynos PLA
ir kompozitiniais PLA+HA karkasais. Pasteb&jome, jog hidrofilinés BG
granulés buvo labiau i$sikiSusios i§ PLA filamento nei HA dalelés, dél to ant
kompozitinio PLA+BG karkaso galéjo susiformuoti didesnis hidrofilinio
pavirSiaus plotas, kuris galéjo lemti geresnes PLA+BG vandens absorbcines
savybes.

Skirtinga medziagy cheminé sudétis nulemia ir lastelés prisitvirtinimag
prie jos pavirSiaus (Murphy ir kt., 2014). Lastelés-substrato arba lastelés-
lastelés saveika yra biitina lasteliy i§gyvenimui bei funkcionalaus audinio
homestazés palaikymui naujai formuojamame audinyje (Ohashi ir kt., 2017;
Kutys ir kt., 2013). Viena i§ svarbiausiy pradiniy kuriamo dirbtinio audinio
karkaso salygy — patrauklumas lgsteliy prisitvirtinimui. Ta¢iau prie sintetinio
polimero pavirSiaus lastelés tiesiogiai tvirtinasi sunkiai. Jy pavirSinés
molekulés, tokios kaip integrinai, lengviau sgveikauja su uzlasteliniy
baltymy aminoriig§¢iy sekomis, negu su polimero pavirSiumi. Tod¢l svarbu,
kad organizmo skys¢iuose esantys baltymai, tokie kaip albuminas, 02-HS-
glikobaltymas ir pan., galéty lengvai adsorbuotis ir kauptis ant karkaso
pavirSiaus (Aiyelabegan ir Sadroddiny, 2017; Allen ir kt., 2006). Misy
atveju ant visy tirty meéginiy pavir§iy (PLA, PLA+HA bei PLA+BG)
baltymai pakankamai gerai adsorbavosi, taciau geriausius rezultatus Sioje
srityje demonstravo kompozitiniai PLA+BG karkasai.

Vertinant lasteliy adhezija nustatéme, kad DPSC tvirtinosi prie visy
tiriamyjy meéginiy - tai rodo plokscia lasteliy forma, registruota nuo i§sé€jimo
praéjus 24 valandoms. Siuo laiku visais atvejais lasteliy morfologija buvo
pastebimai pakitusi lyginant su lgstelémis po 0,5 ir 2 valandy. Jdomu tai, jog
palyginus DPSC, auginty ant skirtingy grupiy karksy, adhezijos stipruma
nustatyta, kad prasciausiai DPSC tvirtinosi ant kompozitiniy PLA+BG
méginiy. Siuo atveju per 24 valandas buvo rasti maziausi DPSC pavirsiaus
ploto pakitimai bei fiksuotas maziausias fokaliniy adhezijy skaicius lgstelése.
Kaip minéta, Igstelés su sintetiniu pavirSiumi sgveikauja lengviau, kai ant jo
i§ organizmo skysCiy ar Igsteliy auginimo terpés yra nusédusiy baltymy.
Saveikg tarp tokiy baltymy ir PLA+HA ar PLA+BG pavirSiy pirmiausia
lemia koordinaciniai kovalentiniai bei elektrostatiniai rySiai. PavyzdZziui,
elektrostatinés saveikos atsiranda tarp neigiamai jkrauty jony (esanciy BG)
ar fosforo grupiy (esanciy HA) bei protonizuoty baltymy amino grupiy (—
NH:), todél HA ir BG esantis didelis neigiamai jkrauty jony ir fosforo gupiy
kiekis inicijuoja stiprig baltymy adsorbcija (Srinivasan ir kt., 2012; Lobel ir
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Hench, 1996; Gorbunoff ir Timasheff, 1984). Matyt dél to, karkasai, savo
sudétyje turintys BG granuliy, gal¢jo lemti geresn¢ ar bent tokig pat DPSC
adhezija kaip ir PLA+HA pavirSius. Taciau miisy atveju per pirmasias 24
valandas nuo lgsteliy i§sé¢jimo BG dalelés nepadéjo DPSC prisitvirtinimui.

Substrato cheminé sudétis gali buti kaip chemoatraktantas lasteliy
migracijai, ji gali inicijuoti ir proliferacija (Tamburaci ir Tihminlioglu, 2018;
Anselme, 2000). Tokios pavirSiaus savybés yra labai svarbios audiniy
inZinerijoje, nes organizme link konstrukto turi atmigruoti aplink pazaida
esanCios SC. Atsidiirusios Siame zidinyje, lastelés turéty proliferuoti,
diferencijuotis bei sintetinti audiniui budingg ECM. Taip palaipsniui
dirbtinis konstruktas biity pakei¢iamas funkcionuojanciu, naujai suformuotu
audiniu (Su ir kt., 2018). Miusy darbe, analizuojant DPSC migracijg
pastebéta, kad lastelés aktyviau judéjo ant kompozitiniy PLA+BG karkasy,
lyginant su PLA ir PLA+HA méginiais. Tokius rezultatus gal¢jo lemti i$
4585 BG daleliy istirpe jonai, kurie, yra zinoma, stimuliuoja lasteliy judruma
(Li ir kt., 2016; Yu ir kt., 2016). Spartesné DPSC migracija ant PLA+BG
karkasy galéty paaiskinti ir prastesn¢ Siy lasteliy adhezijg ant pastaryjy
méginiy. Zinoma, jog vykstant efektyviai lasteliy adhezijai, jos prie
pavirSiaus pristvirtina vidutinio stiprumo jéga (DiMilla ir kt., 1991). Lastelei
prilipus per silpnai, neuztikrinamas pakankamas sukibimas su substratu,
todél migracija vyksta létai. Jeigu lgstelé prisitvirtina per daug stipriai, jai
tampa sunku judéti (Huttenlocher ir kt., 1995). Kadangi DPSC ant PLA+BG
karkasy migravo geriausiai, todél ir jy prisitvirtinimas prie $io pavirSiaus
neturéjo biti toks stiprus.

Proliferacijos tyrimai parodé, kad palyginus su lgstelémis, augintomis ant
kompozitiniy PLA+HA ir PLA+BG méginiy, geriausiai DPSC dauginosi ant
grynos PLA pavirsiy. Toks létesnis DPSC augimas ant kompozity gali bati
siejama su lgsteliy osteogenezés pradzia. Zinoma, kad SC, apsisprendusios
pasukti diferenciacijos keliu, iSeina i§ lastelés ciklo, jy viduje inicijuojami
diferenciacijos procesai, o dél to sulétéja dauginimasis (Rutkovskiy ir kt.,
2016; Li ir Kirschner, 2014; Cooper, 2000; Janners ir Searls, 1970).

Siuos teiginius patvirtino ir miisy DPSC osteogenezés tyrimas, kurio
metu buvo siekiama palyginti biokeramiky priedy (HA ar BG)
osteoindukcinj aktyvuma. Analizuojant ankstyvaja ant tiriamyjy karkasy
auganc¢iy DPSC osteogenezg buvo vertinamas jose esantis geny, koduojanciy
Runx2 ir OPN baltymus, raiskos lygis (Xu ir kt., 2015; Huang ir kt., 2007).
Nustatyta, kad lgstelése, augintose ant abiejy tirty kompozity, Runx2 mRNR
kiekiai buvo panaSts. Ta¢iau geno, koduojan¢io OPN baltymg, raiskos
tyrimas parodé, kad didziausia jo mRNR kiekio did¢jima inicijavo
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kompozitiniai PLA+BG karkasai. Tokig pat tendencija demonstravo ir
velesnése DPSC osteogeninés diferenciacijos stadijose dalyvaujancio
fermento ALP aktyvumo matavimai. PLA+BG kompozitas lastelése
inicijavo anksCiausig ir didziausig Sio fermento aktyvumo padidéjima,
lyginant su grynos PLA ir PLA+HA meéginiais.

Nagringjant vélyvaja DPSC osteogeneze, specifiniais dazais buvo dazomi
ir kiekybiskai vertinami DPSC ECM besikaupiantys kalcis bei kolagenas
(Rutkovskiy ir kt., 2016; Langenbach ir Handschel, 2013). Rezultatai
parodé, kad, lyginant su grynos PLA ir PLA+HA karkasais, efektyviausia
tiriamy lgsteliy ECM mineralizacijg inicijavo PLA+BG méginiai. Tuo tarpu
kolageno kaupimasi ECM skatino visi tirti karkasai, skirtumy tarp atskiry
grupiy neregistruota. Kaip paskutinis osteogeninés diferenciacijos rodmuo
buvo vertinamas geno, koduojan¢io OCN baltyma, raiskos lygis lastelése.
OCN baltymas yra aptinkamas kaulinio audinio ECM ir yra laikomas
subrendusiy osteoblasty Zymeniu (Lee ir kt., 2015). Misy tyrimo metu,
geno, koduojancio $j baltyma, raiskos padidéjimas lgstelése, augintose ant
visy tiriamyjy grupiy kompozity, nebuvo registruotas. Manome, kad kaip ir
vertinant skirtingg pavirSiaus topografija, taip ir tiriant cheminés sudéties
itaka osteogenezés procese, lasteléms nepakako laiko, kad jos pasiekty
vélyvaja diferenciacijos stadija, kai Sis baltymas aptinkamas, o lgstelés pilnai
diferencijuoja j osteoblastus.

Osteoinduktyvumas yra svarbi kuriamo dirbtinio kaulinio audinio
konstrukto savybé. Vienas i§ pagrindiniy audiniy inZinerijos tiksly yra
sukurti tokj Sio audinio karkasa, kuris vien tik savo pavirSiaus geometrija bei
chemine sudétimi inicijuoty spontaning SC diferenciacija osteogenine
linkme (Gbémez-Cerezo ir kt., 2019; Jaidev ir Chatterjee, 2019; Alizadeh-
Osgouei ir kt., 2019; Jiang ir kt., 2012b). Apibendrinus visus misy gautus
osteogeninés diferenciacijos rezultatus galima teigti, kad abu kompozitai
(PLA+HA bei PLA+BG) inicijavo spontaning lgsteliy osteogeneze, taciau
PLA+BG karkasai pasizymégjo stipresniu osteoinduktyvumu. Tikétina, kad
tokius rezultatus galéjo nulemti BG daleliy cheminé sudétis, nes yra Zinoma,
kad 18 skysCiuose tirpstan¢io BG atsipalaiduoja kalcio, fosforo ir silicio
jonai, kurie stimuliuoja SC metabolinj aktyvuma, proliferacija ir osteogeneze
(Qi ir kt., 2018; Valerio ir kt., 2004; Xynos ir kt., 2001; Silver ir kt., 2001).
Matyt, kad ir miisy atveju Sie cheminiai komponentai turéjo lemiamos jtakos
tirty lasteliy likimui.

Substrato padengimo ECM baltymais jtaka lastelés likimui. Zinoma,
kad pavirSiaus, ant kurio auga lgstelé, padengimas baltymais moduliuoja jos
likimg (Li ir kt., 2019; Salvay ir kt., 2008), todé¢l kuriant karkasus, skirtus
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dirbtiniy audiniy konstravimui, jie yra papildomai dekoruojami jvairiais
baltymais (kolagenu, elsatinu ir pan.) bei signalinémis molekulémis
(melatoninu, RGD sekomis ir pan.) (Miao ir kt., 2019; Soriente ir kt., 2018;
Vilair kt., 2016).

Siame darbe buvo i$bandytas gana naujas karkasy dekoravimo bidas —
pavirSiaus padengimas lasteliy suformuotu, natiralios kilmés ECM. Toks
ECM yra zymiai sudétingesnés struktiiros nei vienos rusies baltymai ar
signalinés molekulés, todel geba uZztikrinti efektyvesne pazeisto audinio
regeneracijg (Kim ir kt., 2019; B. Kim ir kt., 2018). Karkasy dengimas
lasteliy suformuotu ECM yra sparciai populiaréjanti tyrimy sritis. Kuriant
dirbtinio kaulinio audinio konstruktus, tokiu ECM yra dengiami jvairis
polimery (PCL, PLGA), kompozity (PCL+PLGA+TCP ir pan.) ar gryny
biokeramiky (HA, bifazinio kalcio fosfato ir pan.) karkasai, pagaminti FFF
3D spausdinimo, elektrospiningo ar pan. gamybos metodais (Burgio ir kt.,
2018; B. Kim ir kt., 2018; Noh ir kt., 2016; Kumar ir kt., 2016; Pati ir kt.,
2015; Liao ir Guo ir Grande-Allen ir ir kt., 2010; Liao ir Guo ir Nelson ir ir
kt., 2010). 3D spausdinimas yra laikomas viena perspektyviausiy dirbtinio
kaulinio audinio konstrukty gamybos technologija, o tam labiausiai tinkanti
medziaga - PLA polimero ir biokeramikos kompozitas (Kuss ir kt., 2018;
Burgio ir kt., 2018; B. Huang ir kt., 2018; Scaffaro ir kt., 2016). Todél i§
tokio kompozito 3D spausdinimo biidu pagaminus karkasg bei jj dekoravus
lasteliy kilmés ECM buty galima tikétis gauti iSties geromis
osteoregeneracinémis savybémis pasiZymincius, salyginai nebrangiai
pagaminamus karkasus. Daugiausia literatiroje randama darby, kuriuose
analizuotas pirminiy BMSC arba osteoblasty pastoviy linijy Iasteliy
suformuoto ECM jtaka lasteliy likimui (B. Kim ir kt., 2018; Burgio ir kt.,
2018; Liao ir Guo ir Grande-Allen ir ir kt., 2010; Liao ir Guo ir Nelson ir ir
kt., 2010). Kadangi, kaip zinia, BMSC i$skyrimo procediira yra sudétinga ir
skausminga pacientui, todél j klinikinius tyrimus stengiamasi pereiti
naudojant kitokias sauaugusio organizmo SC rasis, pavyzdziui, DPSC,
kurios gaunamos sglyginai paprastu ir neskausmingu btidu. Norint kaulo
regeneracijai taikyti DPSC suformuotu ECM padengtus konstruktus, svarbu
i$siaiskinti tokio ECM poveikj Igstelés likimui. Tuo tikslu, Siame darbe ant
3D spausdintuvu pagaminty poréty PLA karkasy 7-nias dienas buvo
auginamos DPSC. Po numatyto laiko Igstelés buvo pasalintos, o ant naujai
gautos ECM padengtos PLA karkasy grupés, kurie toliau vadinami
PLA+ECM, i§ naujo buvo sé¢jamos DPSC ir analizuojamas jy likimas.

Norint kuriamg karkasg padaryti osteokonduktyviu bei osteo- ir
angioinduktyviu, jis turi buti patrauklus lgsteliy prisitvirtinimui,
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dauginimuisi ir migracijai. Atitinkamai, toks konstruktas turéty kuo labiau
imituoti nattiralaus audinio fizines ir mechanines savybes (Aiyelabegan ir
Sadroddiny, 2017; Ohashi ir kt., 2017; Ma ir kt., 2007). Zinoma, kad karkaso
padengimas ECM pagerina tokias jo mechanines savybes, kaip lankstumas ir
elastingumas. Karkaso Jungo modulis did¢ja, kai ant pavirSiaus susiformuoja
tankus ECM tinklas, kuris ir didina karkaso lankstuma (Burgio ir kt., 2018).
Duomeny apie ECM jtaka karkasy fizinéms savybéms (vandens absorbcijai
ir baltymy adsorbcijai) néra, nors jos, kaip minéta, yra labai svarbios
sé¢kmingai dirbtinio konstrukto integracijai j organizma (Aiyelabegan ir
Sadroddiny, 2017; Ma ir kt., 2007; Allen ir kt., 2006). Todél Siame darbe
analizavome, ar PLA karkasy padengimas lasteliy kilmés ECM kei¢ia PLA
vandens sugertj bei baltymy adsorbcija. Nustatéme, kad PLA padengimas
ECM netur¢jo jtakos nei karkaso vandens absorbcijai, nei kraujo serumo
baltymy prisitvirtinimui ant jo pavirSiaus. Abi tirtos méginiy grupés (PLA ir
PLA+ECM) demonstravo vienodai geras fizines savybes, kuriy pakako tiek
s¢kmingam lgsteliy prisitvirtinimui, tiek ir jy proliferacijai.

Vis délto, palyginus adhezijg, proliferacija ir migracija DPSC auginant
ant grynos PLA ir ECM dengty PLA+ECM karkasy - skirtumai buvo gauti.
DPSC, augusios ant PLA+ECM méginiy, greiCiau ir stipriau prie jy
prisitvirtino bei Zymiai aktyviau ant jy dauginosi ir judéjo. Siuos adhezijos,
proliferacijos ir migracijos skirtumus tarp tiriamyjy grupiy greiciausiai
nulémé ant PLA+ECM pavirsiy lik¢ DPSC sukaupti ECM baltymai (Noh ir
kt., 2016; Pati ir kt., 2015; Cheng ir kt., 2014; Chen, 2010). Natdraliai
audiniuose aptinkamas ECM yra sudarytas i§ tankaus jvairiy baltymy
(kolageny, fibronektino, vitronektino ir pan.) ir proteoglikany (versikanas,
dekorinas, biglikanas ir pan.) tinklo, kuris ir uztikrina aplinka, tinkama
audinio lasteliy gyvenimui ir dauginimuisi (B. Kim ir kt., 2018) (Thibault ir
kt., 2011). Todél ant nulgstelinty pavirSiy auginamos MSC per jy
membranose esancius integriny receptorius ima sgveikauti su ECM
baltymuose ir proteoglikanuose esan¢iomis amino rugsciy signalinémis
sekomis. Atitinkamai i §iy sgveiky vietas lgstelése bus pritraukiami adhezijos
ir citoskeleto formavimo procesuose dalyvaujantys baltymai, tokie kaip
vinkulinas, aktinas (Kumar ir kt, 2016; Humphries ir kt., 2007). Sie
baltymai toliau aktyvuoja signalinius kelius, inicijuojanius MSC
iSgyvenima, proliferacija ar diferenciacija (Holle ir kt., 2016; Kumar ir kt.,
2016; Provenzano ir Keely, 2011).

Mums buvo svarbu nustatyti ir tai, ar 3D spausdinty PLA karkasy
padengimas DPSC kilmés ECM gerina méginiy osteoindukcines savybes.
Tuo tikslu Iasteles auginant ant PLA bei PLA+ECM karkasy buvo
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analizuojami skirtingy MSC osteogenezés stadijy Zymenys. ISanalizavus
ankstyvai osteogenezei bidingy geny, koduojanciy Runx2 ir OPN baltymus,
raiskg nustatyta, jog abi tirtos méginiy grupés (PLA bei PLA+ECM)
lastelése inicijavo vienoda S$iy baltymy mMRNR sintezés intensyvuma.
Ivertinus vélesnei SC osteogenezei biidingg ALP aktyvinimg pastebéta, kad
padengimas ECM skatina ankstesng ir intensyvesng $io fermento aktyvacija
DPSC. Analizuojant vélyvaja lasteliy osteogeneze buvo vertinamas lgsteliy
formuojamame ECM besikaupiantis kalcio bei kolageno kiekis. Gauti
rezultatai parodé, kad karkasy padengimas lasteliy kilmés ECM inicijavo
pastebimai efektyvesne DPSC ECM mineralizacija, lyginat su grynos PLA
grupe. Taciau DPSC susintetinto kolageno kiekio skirtumy tarp Siy grupiy
méginiy nebuvo nustatyta. Tiek PLA, tiek ir PLA+ECM karkasai inicijavo
§io baltymo kaupimgsi naujai besiformuojanc¢iame ECM. Kaip galutinis
osteogeninés diferenciacijos rodiklis buvo vertinamas subrendusiuose
osteoblastuose aptinkamas padidéjes geno, koduojancio OCN baltyma,
raiskos lygis (Lee ir kt., 2015). Taciau ir §j kartg $ito baltymo mMRNR raiskos
lygio padidéjimas DPSC, augintose ant abiejy grupiy karkasy, nebuvo
registruotas. Tikétina, jog kaip ir ankstesniy tyrimy metu, DPSC nepakako
laiko tam, kad pasiekty paskutinigja diferenciacijos stadija, kai lastelés
visiSkai diferencijuoja j osteoblastus.

Apibendrinus osteogeninés diferenciacijos rezultatus galima teigti, kad
lyginant su grynos PLA méginiais, PLA padengimas ECM neinicijavo
didesnés su osteogenine diferenciacija siejamy geny, koduojanciy Runx2 ir
OPN baltymus, raiskos, ta¢iau, tokio $iy baltymy mRNR raiskos lygio
pakako tam, kad DPSC, augintose ant PLA+ECM karkasy, biity fiksuotas
aukstesnis ALP aktyvumo lygis bei spartesné naujojo ECM mineralizacija,
lyginant su grynos PLA méginiais. Toks greitesnis mineralizuoto uzpildo
fomavimasis galéjo pasireiksti dél ant PLA+ECM pavirsiaus likusiy kalcio
sankaupy, prie kuriy zymiai lengviau geba prisijungti nauji kalcio jonai
(Liao ir Guo ir Nelson ir ir kt., 2010). Taipogi, formuojantis mineralizuotam
ECM, svarby vaidmenj vaidina fosfatazé ALP. Ji ECM esancius pirofosfatus
hidrolizuoja iki fosfaty, tik tada gali susiformuoti kalcio fosfatai, kurie ECM
ir kaupiasi kaip HA kristalai (Mitton-Fitzgerald ir kt., 2016; Rosen, 2013;
Orimo, 2010). Kadangi DPSC augant ant PLA+ECM karkasy buvo stebima
aktyvesné naujojo ECM mineralizacija, tai lastelése buvo fiksuotas ir
didesnis ALP aktyvumas.

Galimas organizmo atsakas j skirtingus Kkonstruktus. Pazeistus
audinius, kurie savaime regeneruoti nebegali, daznai bandoma gydyti kuriant
SC-karkaso konstruktus (toliau konstruktu bus vadinamas karkasas su SC).
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Toks in vitro pagalba sukurtas SC ir karkaso darinys dar néra pilnai
funkcionuojantis dirbtinis audinys, taciau parodyta, kad jis gali uztikrinti
efektyvia, pazeistos audinio vietos regeneracija (Diomede ir kt., 2016; EI-
Backly ir kt., 2008). Tyrimy metu pasitaiko, kad net detaliai iSanalizavus
konstrukta sudaran¢io karkaso ir kamieniniy lasteliy sgveikas in vitro, po
perkélimo | organizma jis vis tiek sukelia uzdegiming reakcija (Lock ir kt.,
2019). Todél siame darbe, in vitro salygomis buvo siekiama istirti galima
recipiento organizmo atsakg ] skirtingus (DPSC-PLA, DPSC-PLA+HA,
DPSC-PLA+BG ir DPSC-PLA+ECM) misy sukurtus dirbtinio kaulinio
audinio konstruktus.

Siekiant jvertinti, kokius signalinius kelius organizme gali aktyvinti
implantuoti konstruktai, buvo analizuojami jy produkuojami citokinai,
chemokinai bei augimo veiksniai. Vertinta 29 signaliniy molekuliy raiska, i§
ju 11 buvo aptikta visose analizuotose sekretomose: CINC-1, CINC-2a/p,
CINC-3, CXCL1, IL-1ra, IL-6, SICAM-1, CXCL10, CCL5, TIMP-1 ir
VEGF. Didzioji dalis detektuoty citokiny, chemokiny bei augimo veiksniy
yra sigjami su uzdegiminiy procesy aktyvavimu (pvz.: IL-6, CINC Seimos
baltymai ir kt.) arba stabdymu (pvz.: interleukinas 10, interleukinas 13 ir kt.)
(Su ir kt., 2012; Cavaillon, 2001). Tadiau dalis jy, priklausomai nuo to,
kokios lastelés juos sintetina, gali inicijuoti ir su imuniniu atsaku
nesusijusius procesus. Pavyzdziui, zinoma, jog uzdegiminiu aktyvumu
pasiZymintis citokinas IL-6 bei CINC Seimos baltymai MSC geba aktyvuoti
osteogeninés diferenciacijos signalinius kelius (Yang ir kt., 2018; Xie ir kt.,
2018; R. L. Huang ir kt., 2018; Chung ir kt., 2006). Lygiai taip pat,
imuninius procesus moduliuojantys chemokinai gali prisidéti prie kaulinio
audinio regeneracijos procesy. Vieni jy (CXCL10, CCLS ar CX3CL1), kaip
ir citokiny atveju, inicijuoja signaliniy keliy, atsakingy uz lasteliy
osteogening diferenciacija, aktyvavima (Liu ir kt., 2014; Xiao ir kt., 2009;
Lisignoli ir kt., 2003), o kiti (SICAM, CX3CL1 ir TIMP-1) yra tarsi
chemoatraktantai osteoklastams, kuriy atlickama kaulinio audinio ECM
rezorbcija yra bitina sékmingai kaulo regeneracijai (Egea ir kt., 2012;
Koizumi ir kt., 2009; Fernandes ir kt., 2008).

Todél galima teigti, kad in vitro salygomis patvirtinome, kad visi tirti
konstruktai organizme turéty inicijuoti kaulinio audinio regeneracija bei
neturéty sukelti imuninés reakcijos ir uzdegimo.

Atliekant konstrukty sekretomose esanciy citokiny, chemokiny bei
augimo veiksniy analiz¢ pastebéta, kad DPSC, augusios ant visy keturiy
karkasy (PLA, PLA+HA, PLA+BG arba PLA+ECM) aktyviausiai sintetino
augimo veiksnj VEGF. Lyginant su kitomis signalinémis molekulémis,
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identifikuotas VEGF kiekis sekretomose buvo didziausias. Organizme Sis
veiksnys yra siejamas su angiogenezés indukcija (McColl ir kt., 2004), jis
yra laikomas endoteliniy SC chemoatraktantu, kuris traukia lgsteles judéti
link jo (Pellet-Many, 2015). Tai reiSkia, jog darbo metu buvo sukurti
konstruktai, pasizymintys angioindukcinémis savybémis. Sig hipoteze
patvirtino ir endoteliniy lasteliy migracijos tyrimai. Kiekybiskai jvertinus
PESC migracijg ant tirty karkasy (PLA, PLA+HA, PLA+BG ir PLA+ECM)
nustatyta, jog sparciausiai $ios lgstelés migravo ant PLA+BG bei PLA+ECM
grupiy méginiy. Tikétina, kad PLA+BG atveju geresng PESC migracijg taip
pat inicijavo i§ 45S5 BG daleliy, esananciy kompozite, iStirpg ir j augimo
terpe atsipalaidave jonai, kurie, kaip Zinoma, teigiamai stimuliuoja tiek
lasteliy migracija, tiek ir angiogeneze. PLA+ECM méginiy atveju PESC
judéjima, greiGiausiai paskatino DPSC kilmés ECM tinklas, kuriuo buvo
padengtas Siy karkasy pavirSius. ECM esantys baltymai geba inicijuoti
lasteliy migracijg bei angiogeneze (Noh ir kt., 2016; Pati ir kt., 2015; Moore
ir kt., 2015; Cheng ir kt., 2014; Chen, 2010). Taciau, atlikus kokybinj PESC
migracijos ant DPSC-PLA, DPSC-PLA+HA, DPSC-PLA+BG ir DPSC-
PLA+ECM konstrukty vertinimg pastebéta, kad endoteliniy lasteliy
migracijai buvo patraukliis visi tirti méginiai. Manome, kad skirtumas tarp
konstrukty grupiy nebuvo nustatytas dél kokybinio migracijos vertinimo
specifikos. Siuo metodu analizuojant Iasteliy judéjima gali isrysketi tik labai
zymus ir akyvaizdis skirtumai. Taciau yra parodyta, kad po konstrukto
implantacijos | organizma, angiogenezés procesai jame yra skatinami tiek
konstrukta sudarancio karkaso angioindukciniy savybiy, tiek ir konstrukta
formuojanciy lasteliy (Liu ir kt., 2011). Todél organizme efektyviausiai
kraujagyslio tinklo formavimasi turéty inicijuoti DPSC-PLA+BG bei DPSC-
PLA+ECM konstruktai.

Substrato makrotopografijos (>100 pum) jtakos DPSC likimui analize
parodé, jog spontaninés DPSC osteogenezés uztikrinimui nereikia itin tiksliy
ir sudétingai iSgaunamy pavir§iy nano- ir mikromodifikacijy. DPSC
diferenciacijos osteogenine linkme inicijavimui pakanka 3D spausdintuvu,
FFF metodu gaminti susisiekian¢io porétumo karkasus, kuriy kiekvienas
sluoksnis buty formuojamas i§ dvisluoksniy gijy. [vertinus pavirSiaus
cheminés sudéties jtaka lasteliy elgsenai pastebéta, jog efektyviausiai SC
osteogenezg indukuoja PLA ir BG kompozitas. Parodyta, kad ir PLA
pavirsiaus padengimas DPSC kilmés ECM tinklu zymiai pagerino pavirSiaus
osteoindukcines savybes. In vitro salygomis iSanalizavus i§ karkasy (PLA,
PLA+HA, PLA+BG ir PLA+ECM) bei DPSC pagaminty konstrukty

123



gebéjimg inicijuoti angiogeneze¢ nustatyta, kad labiausiai $io proceso
indukcijai organizme bty tinkami DPSC-PLA+BG bei DPSC-PLA+ECM
konstruktai. Todél tikétina, kad tarpusavyje apjungus DPSC lasteles,
kompozitini PLA+BG porétos makrostruktiros karkasa bei DPSC
susintetinta ECM tinklg galima tikétis pasiekti sékmingos kaulinio audinio
regeneracijos in vivo.

Sio darbo rezultatai prisideda prie sékmingo dirbtinio kaulinio audinio
suktirimo, kuris padaryty didziulj proverzj Siuolaiking¢je medicinoje.
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ISVADOS

1. Parodyta, kad pavirSiaus makrotopografija (>100 um) keicia ziurkés
danty pulpos kamieniniy lasteliy (DPSC) morfologija; dél formos pokycio
atsirade citoskeleto jtempimai inicijuoja Siy lasteliy proliferacija bei
spontanine osteogening diferenciacijg.

2. Nustatyta, kad kompozitas, sudarytas i§ polilaktinés riigsties ir 10 %
45S5 biostiklo (PLA+BG), yra patrauklesnis DPSC migracijai, lyginant su
PLA ir 10 % hidroksiapatito (PLA+HA) pavirS$iumi, bet lgsteliy
prisitvirtinimui bei dauginimuisi labiau tinka PLA+HA substratas.

3. Rezultatai rodo, kad abi tirtos kompozitiniy karkasy riiSys inicijuoja
osteogenezés procesus lastelése, taCiau anksciausiai ir stipriausiai Sarminés
fosfatazés fermentinj aktyvuma, tarplastelinio uzpildo mineralizacija bei su
osteogenine diferenciacija siejamy geny, koduojanc¢iy Runx2 ir OPN
baltymus, rai$kg skatina PLA+BG kompozitai.

4. Parodyta, kad PLA karkasy pavirSiaus padengimas tarplastelinio
uzpildo (ECM) baltymais pagerina DPSC prisitvirtinimg, $is substratas yra
patrauklesnis lgsteliy migracijai ir proliferacijai lyginant su nedengtu
polimeru.

5. Nustatyta, kad lasteliy suformuotas ECM baltymy tinklas padidina
polimerinio karkaso osteoinduktyvuma; lgsteléms augant ant tokio substrato
jose stipriau aktyvuojama Sarminé fosfatazé bei stebima efektyvesné ECM
mineralizacija.

6. Visy tirty konstrukty (DPSC-PLA, DPSC-PLA+HA, DPSC-PLA+BG
bei DPSC-PLA+ECM) produkuojamose sekretomose buvo aptikti tik
citokinai, chemokinai bei augimo veiksniai (CINC-1, CINC-20/B, CINC-3,
CXCL1, IL-1ra, IL-6, sSICAM-1, CXCL10, CCL5, TIMP-1 ir VEGF),
skatinantys osteoregeneracinj procesa, uzdegima skatinanciy signaliniy
molekuliy nebuvo nustatyta. Ivertinus konstrukty inicijuojama angiogeneze
pastebéta, kad §j procesa stipriausiai indukavo DPSC-PLA+BG bei DPSC-
PLA+ECM méginiai. Gauti rezultatai leidzia teigti, kad DPSC-PLA+BG bei
DPSC-PLA+ECM  konstruktai yra tinkamiausi kaulo regeneracijai
organizme.
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PLA+HA PLA+BG

- - 100 um

S2 pav. DPSC morfologija ant kompozitiniy karkasy. Po 0,5, 2 ir 24
valandy nuo lgsteliy iSséjimo imunocitochemijos metodu vizualizuotas
lasteliy F-aktinas (raudona spalva, rodamino faloidinas) bei branduoliai
(mélyna spalva, DAPI).

0.5 val.

2 val.

24 val.

160



0.5 val. 2 val. 24 val.

--
100 um
—

S3 pav. DPSC morfologija ant lasteliy kilmés ECM dengty PLA
karkasy. Po 0.5, 2 ir 24 valandy nuo lgsteliy i§séjimo imunocitochemijos
metodu vizualizuotas lgsteliy F-aktinas (raudona spalva, rodamino
faloidinas) bei branduoliai (mélyna spalva, DAPI).
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Citokiny, chemokiny ir augimo veiksniy idsidéstymas membranoje
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S4 pav. Konstrukty sekretomose esanciy citokiny, chemokiny bei
augimo veiksniy analizé. A — kokybinai signaliniy molekuliy vaizdai, gauti
taskinio imunobloto principu; B — tirty molekuliy bei kontroliniy tasky
koordinatés.
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