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Santrauka

Zandikaulio osteonekrozé yra bisfosfonaty, kurie skiriami gydyti per didele kaulinio audinio
rezorbcija, hiperkalcemija, ilgalaikio vartojimo komplikacija. Taip pat yra ir kity rizikos veiksniy,
skatinanc€iy Sios ligos vystymasi, tokiy kaip danty ar periodonto ligos, gliukokortikoidy terapija,
chemoterapija, rikymas. Vis délto ligos patogenezé néra visiskai aiski, 0 vieno veiksmingo gydymo
néra. Dél to svarbu atlikti mokslinius tyrimus, siekiant geriau suprasti su bisfosfonatais susijusius
zandikaulio osteonekrozés vystymosi mechanizmus. Todél projekte nagrinéjamas zymiai maziau
iStirtas, lyginant su osteoklastais, osteoblasty vaidmuo ligos modelyje, nes yra zinoma, kad su
bisfosfonatais susijusi zandikaulio osteonekrozé yra susijusi su apoptozés indukcija osteoblastuose.
Tai gali buti svarbus ankstyvo osteonekroziniy procesy nustatymo zymuo. Toliau projekte nagrinéta
nelasteliné regeneracijos terapija — veikimas egzosomomis, kurios isskirtos i§ riebalinio tipo
kamieniniy Igsteliy. Taikant spektrofotometrinius, dvigubo branduoliy dazymo metodus, buvo istirtas
osteoblasty gyvybingumas veikiant juos skirtingy koncentracijy bisfosfonaty ir iSskirty egzosomy
preparatais. Taip pat buvo nustatytas bisfosfonaty ir egzosomy paveikty osteoblasty energetinis
profilis. Atlikus eksperimentus, apibendrinus gautus rezultatus, nustatyta, kad osteoblastams
statistiSkai reik§mingg gyvybingumo pokytj sukelia 5, 50 ir 100 uM bisfosfonatai lyginant su
neveiktomis lgstelémis. Taip pat bisfosfonaty inkubacijos laikai po 48, 72 val. irgi buvo statistiskai
reikSmingi osteoblasty gyvybingumui. Tuo tarpu lgsteliy gyvybingumas paveikus kartu ir
bisfosfonaty, ir egzosomy méginiais statistiSkai reikSmingai padidéjo lyginant su tik bisfosfonaty
paveiktais osteoblastais, o geriausig apsauginj poveikj parodé — 10 ug / ml koncentracijos egzosomy
preparatas. Be to tiriant osteoblasty energetinj profilj nustatyta, kad bisfosfonatai Zenkliai sumazino
mitochondrinj ir glikolitinj aktyvumg. Tuo tarpu kamieniniy Igsteliy egzosomos i§ dalies sumazino
mitochondrijy pazaidas, 0 glikolizei jtakos neturéjo. Gauti rezultatai jrodo, kad riebalinés kilmés
kamieniniy lgsteliy egzosomos turi teigiamos jtakos kauly regeneracijos procese.
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Summary

Osteonecrosis of the jaw is a complication of long-term use of bisphosphonates which are used for
the treatment of excessive bone resorption, hypercalcaemia. Also, there are other risk factors which
stimulates the development of this disease, such as dental or periodontal diseases, glucocorticoid
therapy, chemotherapy, smoking. However, pathogenesis of the disease is still not completely clear
and there is no single effective treatment. Therefore, it is important to perform scientific research in
order to better understand bisphosphonate-related mechanisms for osteonecrosis of the jaw
development. That is what this project through addresses the role of osteoblasts in the disease model,
which has been significantly less studied compared to osteoclasts, as bisphosphonate-related
osteonecrosis of the jaw is known to be associated with induction of apoptosis in osteoblasts. This
may be an important marker of early detection of the processes of osteonecrosis. The project further
examined non-cellular regeneration therapy — the operation of exosomes that are isolated from
adipose-type stem cells. The viability of osteoblasts treatment with different concentrations of
bisphosphonates and isolated exosomes was investigated using spectrophotometric double-core
staining methods. After executing experiments and summarizing the results, it was found that 5, 50
and 100 uM bisphosphonates cause statistically significant change for osteoblasts in terms of viability
when compared to inactive cells. Also, incubation times of bisphosphonates after 48 and 72 hours
were also statistically significant for osteoblast viability. Meanwhile, co-treatment of cells with both
bisphosphonates and exosome samples showed a statistically significant increase compared to
osteoblasts treated with bisphosphonates alone, with exosomes at a concentration of 10 pg / ml
showing the best protective effect. In addition, studies of the energy profile of osteoblasts found that
bisphosphonates markedly reduced mitochondrial and glycolytic activity. Meanwhile, stem cell
exosomes partially reduced mitochondrial damage and did not affect glycolysis. The obtained results
prove that fat-derived stem cell exosomes have a positive effect on the process of bone regeneration.
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Santrumpy sgrasas

ATP — adenozino trifosfatas;

BRONJ — su bisfosfonatais susijusi zandikaulio osteonekroze;

DMEM - Iasteliy mitybiné terpé (angl. Dulbecco's Modified Eagle Medium);
DNR - deoksiribonukleornigstis;

EDTA — etilendiamintetraacto riigstis;

FBS — embrioninis verselio serumas (angl. fetal bovine serum);

PBS - fosfatinis drusky buferis (angl. phosphate buffered saline);

RNR - ribonukleino ragstis.
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Ivadas

Osteoporoze yra létiné, su senéjimu susijusi kauly retéjimo liga, kuri dazniausiai aptinkama, kai jau
jvyksta kaulinis lazis. Vieni i§ dazniausiai skiriamy Siai ligai gydyti vaistiniy preparaty yra
bisfosfonatai. Sie vaistai stipriai slopina osteoklasty aktyvuma ir padidina kauly mineralinj tankj, taip
sumazindami kauly laziy rizika. Taip pat bisfosfonatai skirti hiperkalcemijai, atsirandanciai dél
piktybinio naviko, daugybinés mielomos, Pedzeto ligos, osteosklerozés, pluostinés displazijos ir kity
kauly ligy, kurioms budinga kauly rezorbcija, gydyti [1]. Taciau Siy vaistiniy preparaty ilgalaikis
vartojimas susijes su nepageidaujamais Salutiniais poveikiais, i§ kuriy dazniausiai pasitaiko
7andikauliy osteonekrozé. Si liga nustatoma, jei veido, kaklo srityse nebuvo taikoma spinduliné
terapija, 0 pacientui atsiranda burnos kaulo atsivérimas, negyjantis ilgiau nei astuonias savaites [2].
Zandikaulio osteonekrozé iki $iol neturi veiksmingo gydymo, todél labai svarbu ie$koti gydymo
strategijy $iai problemai i$spresti [3].

Moksliniai tyrimai rodo, kad zandikauliy osteonekrozés priezastis gali biiti bisfosfonaty slopinantis
poveikis kauly kamieninéms lgsteléms osteoblastams [4]. IKiklinikiniuose tyrimuose efektyviai
zandikauliy osteonekrozés simptomus sumazino kamieniniy Igsteliy terapija [5]. Taciau kamieniniy
lasteliy taikymas praktikoje susijes su jvairiais i$$tkiais, tokiais, kaip dozavimo, jvedimo ir ilgalaikio
lokalizavimo sunkumais, imuninio atmetimo reakcijomis ir naviky augimo skatinimu [6]. Kamieniniy
lasteliy poveikis didele dalimi priklauso nuo jy iSskiriamy egzosomy. Tai nuo keliasdeSimt iki
mazdaug dviejy Simty hanometry dydzio membraninés pusleles, kuriose yra baltymy, nukleortigséiy,
lipidy bei kity biomolekuliy, svarbiy tarplasteliniame bendravime [7]. Jas i$skiria jvairios organizmo
lastelés, taip pat ir mezenchiminés kamieninés lgstelés. Kamieniniy Igsteliy egzosomos stimuliuoja
Ivairiy audiniy regeneracija, o tai leidZzia manyti, kad jos gali sumaZinti bisfosfonaty sukeliama
zandikaulio osteonekrozés mastg ir paskatinti kaulinio audinio atsinaujinimg [8]. Kadangi egzosomos
néra imunogeniskos ir pasizymi gera skvarba j audinius, jy pateikimas, dozavimas biity gerokai
paprastesnis, nepageidaujamy poveikiy rizika mazZesné nei kamieniniy lagsteliy. Mano Ziniomis,
kamieniniy lasteliy egzosomy preparatai BRONJ gydymui iki Siol néra iSbandomi nei klinikiniuose,
nei ikiklinikiniuose tyrimuose.

Projekto tikslas — istirti riebalinés kilmés mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy egzosomy apsauginj ir
regeneracinj poveikj in vitro su bisfosfonatais susijusios osteonekrozés modelyje.

Projekto uzdaviniai:

1. sukurti osteonekrozés modelj in vitro.

2. 1isskirti riebalinés kilmés kamieniniy lgsteliy egzosomas ir jas identifikuoti.

3. jvertinti kamieniniy lgsteliy egzosomy poveikj osteoblasty metaboliniam aktyvumui ir
gyvybingumui.

4. nustatyti kamieniniy Igsteliy egzosomy poveikj osteoblasty mitochondrijy kvépavimui ir
glikolitiniam metaboliniam aktyvumui.
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1. Literatiros apZvalga
1.1. Kaulinis audinys

Kaulas yra standus organas, kuris sudaro stuburiniy gyviiny griau¢ius. Kaulai saugo jvairius kiino
organus, gamina raudonuosius ir baltuosius kraujo kiinelius, kaupia mineralus, suteikia kiinui
struktiirg ir atramg, suteikia judrumo. Kaulinj audinj sudaro jvairiy tipy kaulinés lgstelés: osteoblastai
ir osteocitai, kurie dalyvauja formuojant ir mineralizuojant kaulg, o osteoklastai dalyvauja kaulinio
audinio rezorbcijoje (zr. 1 pav.). Taip pat kaulg sudaro ir tarplasteliné terpé, kurioje yra organiné
dalis, sudaryta daugiausia i$ I tipo kolageno, bei neorganiné — daugiausia i$ hidroksiapatito [9].

Fibronektinas

I tipo kolagenas

B Hidroksiapatitas

Kauly ¢iulpai & Metaloproteinazes
Lk Lizilo oksidazé
(RS 3 A %7 Osteoblastai

)~( Osteocitai

@ Osteoklastai

Kaulas

1 pav. Kaulo sandara susideda i§ kauliniy lasteliy ir tarplastelinio uzpildo, kuriame yra I tipo kolagenas, ne
kolageno tipo baltymai, tokie kaip fibronektina, lizilo oksidaze (LOX),
metaloproteinazes (MMP), bei hidroksiapatito kristalai. Pritaikyta pagal [10]

Kad kaulai buty tvirti, kiinas suskaido seng kaulg ir pakeicia jj nauju kauliniu audiniu. Mazdaug nuo
30 mety amziaus kauly masé nustoja augti, o0 mazdaug nuo 40-50 mety, gali buti suskaidyta daugiau
kaulinio audinio nei pakei¢iama. Kaulo suskaidyma lemia osteoklasty aktyvumas, kuris apima bent
tris etapus. IS pradziy osteoklastai migruoja ir tvirtai prisitvirtina prie kaulo pavir$iaus, pazyméto
degradacijai ir pasalinimui. Kaulo pavir§ius pazymimas suformavus sandarig ,,izoliavimo zong®,
kurioje gausu sitlinio aktino (F-aktino). Aktinas atskiria rezorbcing erdve nuo aplinkinio kaulo
(zr. 2 pav.).

Y
Yo & | Itin didelio pralaidumo
membrana

Rezorbcijos vekimo vieta (pH apie 4.5)
2 pav. Osteoklasty sukelta kaulinio audinio resorbcija. Pritaikyta pagal [11]

Po to vyksta plazminés membranos poliarizacija, kuri suformuoja rezorbcing organelg — padidinto
pralaidumo membrang, Kuri yra arti kaulinio pavirSiaus [11]. Per Sig labai pralaidzia membrang j
rezorbcijos veikimo vietg i$leidziamas matricg ardanciy fermenty, vandenilio (H"), chlorido (CI")
jony kokteilis“. Resorbcijos veikimo vietos parigStinamos iki pH 4,5, veikiant

12



V-ATPazés protony siurbliui ir chlorido jony bei protony antiporteriui CIC-7 [12]. Sis
nenutriikstamas H* ir CI” i§metimas padeda itirpinti kauly mineralinj komponentg ir kartu sustiprinti
fermenty, kurie virSkina organing matrica, aktyvumg. Galiausiai suskaidyta kauly matrica
endocituojama, transportuojama j sekrecinj domeng ir issiskiria j tarplasteling aplinkg [13].

1.2. Osteoporozé

Kai vyksta per didelé kauly demineralizacija ir rezorbcija, galima susirgti su senéjimu susijusia liga
— osteoporoze. Tai yra liga, kurios pozymiai maza kauly masé ir kaulinio audinio trapuma
salygojantys poky¢iai, zenkliai padidinantys kauly laziy rizikg [14]. Osteoporozé yra dar vadinama
»tyligja liga®, nes dazniausia, kol neltizta kaulas, zmogus net nezino, kad serga, nes kity pastebimy
simptomy néra. Sios ligos rizika didinantys veiksniai yra alkoholizmas, anoreksija, endokrininiai,
virskinimo trakto ar tulZies taky sutrikimai, inksty ligos, organy transplantacijos [15]. Taip pat, kai
kurie vaistai padidina kauly nykimo greitj, pavyzdziui, chemoterapija, protony siurblio slopikliai,
selektyviy serotonino receptoriy slopikliai, gliukokortikoidai [16]. Riukymas, per mazas fizinis
aktyvumas taip pat yra rizikos veiksniai [17].

Nustatyta, kad moterys kelis kartus dazniau serga osteoporoze nei vyrai. Kauly retéjima didina po
menopauzés susidarantis vis mazesnis estrogeno lygis [15]. Apskai¢iuota, kad osteoporoze serga
viena i$ keturiy motery, vyresniy kaip 50 mety. Rizika per gyvenimag patirti bent vieng osteoporozinj
kauly 1izj kiekvienai moteriai yra 17,4 procento, o susirgti kriities véziu — 10,6 procento, tai yra kone
perpus mazesné [18]. Tad tai gan paplitusi kauly liga, 0 senstant visuomenei sergamumas auga.
Pavyzdziui, Lietuvoje, pagal gyventojy sergamumo rodiklius per dvylika mety (nuo 2006 iki 2018
mety) osteoporozés susirgimo atvejy uzfiksuota daugiau (nuo 13386 iki 17121 atvejy per metus)
[19].

1.2. Bisfosfonatai

Svarbiausias osteoporozés gydymo tikslas — apsaugoti pacienta, padéti iSvengti osteoporozinio kaulo
luzio. Klinikiniais tyrimais jrodyta, kad geriamieji ar intraveniniai bisfosfonatai yra labai veiksmingi
vaistai nuo osteoporozés. Sie vaistai ne tik sulétina kauly rezorbcija, juos vartojant kaulo tankis
ilgainiui padidéja, sumazéja stuburo slanksteliy ir Slaunikaulio ltZiy rizika [20].

1.2.1. Bisfosfonaty atradimas

Nuo 1930-yjy buvo zinoma, kad nedideli kiekiai polifosfaty gali veikti kaip vandens minkstikliai,
slopindami kalcio drusky, tokiy kaip kalcio karbonatas, kristalizacija. Septintojo deSimtmecio
pradzioje Fleicas ir kiti mokslininkai tyré kolageno sukeltos kalcifikacijos mechanizmus ir parode,
kad kiino skysciuose, pavyzdziui, plazmoje ir §lapime, yra kalcifikacijos slopikliy. Tad mokslininkai
pasitile, kad tokio tipo junginiai gali biiti natiralGs kalcifikacijos reguliatoriai fiziologinémis
salygomis [21].

Fleicas ir jo kolegos parodé, kad neorganinis pirofosfatas (natiraliai atsirandantis polifosfatas,
zinomas daugelio organizmo biosintetiniy reakcijy Salutinis produktas) yra serume, Slapime ir gali
uzkirsti kelig kalcifikacijai, prisijungdamas prie naujai susidaranc¢iy hidroksiapatito kristaly (Zr. 3
pav.). Todél buvo postuluojama, kad pirofosfatas (PPi) gali baiti medziaga, kuri paprastai uzkerta
kelig minkstyjy audiniy kalcifikacijai ir reguliuoja kauly mineralizacija [22].
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3 pav. Pirofosfaty struktiira. Pritaikyta pagal [23]

Bandymai su laboratoriniais gyvinais, naudojant pirofosfatg ir polifosfatus, sickiant uzkirsti kelig
kalcifikavimui kraujagyslése, odoje ir inkstuose, buvo sékmingi tik tada, kai preparatai buvo
suSvirksti. Geriamieji preparatai buvo neaktyviis dél pirofosfato hidrolizés virSkinimo trakte. IeSkant
stabilesniy pirofosfato analogy, buvo istirtos kelios skirtingos cheminés klasés. Tarp tirty buvo ir
bisfosfonaty (tuo metu vadinamy difosfonaty) (zr. 4 pav.).

H R OH

0 o)
o=F|'—<|:—F|'=o
bid b

H R, OH

4 pav. Bisfosfonaty struktira. Pritaikyta pagal [24]

Kaip ir pirofosfatas, bisfosfonatai turéjo didelj gimininguma kauly mineralams ir buvo nustatyta, kad
jie apsaugo nuo Kalcifikacijos tiek in vitro, tiek in vivo [25]. Taciau, skirtingai nei pirofosfatas, Sis
preparatas néra hidrolizuojamas virskinimo trakte. Tyrimas jrodes, kad bisfosfonatai slopina
hidroksiapatito kristaly tirpima, galutinai nulémé bisfosfonaty panaudojima medicinoje, tad tolimesni
tyrimai jau buvo skirti nustatyti iy preparaty efektyvuma stabdant kaulo rezorbcija [26].

1.2.2. Vaistinés molekulés struktiiriniai aktyvumo rysiai

Bisfosfonatai yra struktiriniai pirofosfato analogai, kuriuose fosforo-deguonies-fosforo
(P-O-P) dalyje deguonies atomas yra pakeistas anglies atomu, gaunant fosforo-anglies-fosforo
(P-C-P) sandarg molekuléje [27]. Visi biologiskai aktyviis bisfosfonatai turi biidingg P-C-P struktiirg
(zr. 5 pav.) buting biologiniam aktyvumui uztikrinti — kauly rezorbcijai slopinti [28]. Gimininguma
kauly mineralui lemia R1 padétyje esanti cheminé grupe, o prieSrezorbcinio poveikio stiprumg
suteikia R2 padétyje esanti grupé [29].

0

R \\Pi‘('jO'_'H
\C/

RQ/ \P/OH
o7 SoH

5 pav. Bisfosfonato molekulés branduolys. Pritaikyta pagal [30]

Vieni pirmyjy bisfosfanaty — etidronatas, Soningje grandingje turintis chloro (-Cl) grupe ir
klodronatas, Soninéje grandinéje turintis metilo (-CH3) grupe [27]. Bet Sie junginiai turéjo riboto
efektyvumo antirezorbcinj poveikj, todél po jy seké naujy, veiksmingesniy kauly rezorbcijos slopikliy
sintezé. Pavyzdziui, zoledronatas yra tukstantj karty aktyvesnis uz klodronatg ir deSimt tukstanciy
karty — uz etidronata [31].
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R1 ir R2 Soniniy grandiniy modifikacija lemia fizikochemines, biologines, terapines ir toksikologines
vaisto savybes. Vaistinéje molekuléje R1 padétyje esanti hidroksilo (-OH) grupé suteikia didziausig
giminingumg molekulei su kaulu, tad visi naujesni bisfosfonatai R1 padétyje turi OH grupe. Tokia
struktira leidzia bisfosfonatams tvirtai jungtis prie kauly mineraliniy pavirSiy osteoklasty veiklos
vietose [29].

Reikia paminéti, kad R2 padéties grupé ir toliau modifikuojama, siekiant gerinti antirezorbcinj
poveikj (zr. 1 lentelg). Keitimas apima alkilo grandinés prailginimg, pirminio (alendronato,
pamidronato) ar tretinio (ibandronato) azoto jjungima arba heterociklinio Ziedo (risedronatas,
zoledronatas) pridéjima [29]. R2 grupés modifikacija padidino vaisto efektyvumag bei vaisto
tolerancijg. Nustatyta, kad bisfosfonatai, R2 padétyje turintys azoto atoma, pasizymi didele
antirezorbcine galia [30] ir tai susije¢ su atstumu nuo P—-C—P grupés [32].

1 lentelé. Bisfosfonaty cheminés struktiiros. Pritaikyta pagal [33]

Vaistas R1 Soninés grandinés R2 Soninés grandinés
Etidronatas —OH —CH,
Klodronatas —C —

Pamidronatas
—C——C——NH,

—OH H, H,
Alendronatas
—O0H —EIC_|Z23NH2
Ibandronatas /CHE,
e (e ]
—CH Hy. T ct-ch.
H24 -
Zoledronatas H
SN
N N
- QOH 4 \ c/
CcC=
H H

1.2.3. Vaisto-taikinio sgveikos

Vienas i§ ankstyviausiy klinikiniy bisfosfonaty panaudojimy — kauly vaizdinimas, nustatant
metastazes ir kitus kauly pazeidimus. Tai priklausé nuo vaistiniy molekuliy stipraus giminingumo
kauly mineralams ir nuo jy gebé&jimo prijungti gama spinduliuote skleidZiantj technecio izotopa [34].
Dabartingje klinikinéje medicinoje bisfosfonatai yra naudojami jvairioms ligoms, Susijusioms su per
didele kauly rezorbcija, gydyti, pavyzdziui, Pedzeto, osteoporozés ligoms [35]. Sioms ligoms gydyti
dazniausiai bisfosfonatai vartojami peroraliai. Taip pat bisfosfonatais gydomi piktybiniai navikai,
kurie susije su hiperkalcemija (padidéjusiu kalcio kiekiu kraujyje) ir / arba kaulinio audinio nykimu
[31], nes kai kurie véziniy lasteliy i$skiriami veiksniai didina kauly rezorbcija [36]. Sioms ligoms
gydyti bisfosfonaty preparatai leidziami intraveniniu budu, nes veikia daug stipriau nei per burng
vartojami vaistai.

Zvelgiant molekuliniu lygiu, pirmiausiai bisfosfonatai tiesiogiai jungiasi su kauly matricoje esanéiais
hidroksiapatito kristalais, suria juos ir taip stabdo rezorbcijg [37]. Vaistinés molekulés struktiroje
esancios fosfaty grupés suteikia stipry giminingumg kauly hidroksiapatito kristalams, o hidroksilo
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grupés buvimas dar labiau padidina bisfosfonaty gebéjima suristi kalcj. Fosfato ir hidroksilo grupés
kartu sukuria trigubg bisfosfonaty ir kauly matricos saveika, suteikdamos bisfosfonatams jy
nepaprasta specifiskuma kaului [38].

Slopinti resorbcijos procesa galima ne tik suriSant hidroksiapatito kristalus, bet ir sukeliant
osteoklasty apoptozg. Visi bisfosfonatai labiausiai veikia osteoklastus slopindami jy gyvybingumg ir
endocitinj aktyvumo, ta¢iau jy veikimo mechanizmai skiriasi priklausomai nuo molekulés struktiros.
Azoto atomo neturincios vaistinés molekulés slopina nuo adenozino trifosfato (ATP) priklausomus
fermentus [39]. Trumpas R1 ir R2 Sonines grandines turintys bisfosfonatai gali pakeisti neorganinj
PPi ir yra toliau veré¢iami j ATP analogus. Dél besikaupianc¢iy nehidrolizuojamy ATP analogy
citoplazmoje yra slopinami tarplasteliniai fermentai, o tai daro neigiamg poveikj Iasteliy
metabolizmui, funkcijai ir iSgyvenimui. Tad §i grupé veikia kaip provaistai, nes virsta j aktyvius
metabolitus po to, kai osteoklastai juos jsisavina [38].

Azota turintys bisfosfonatai slopina farnezilo pirofosfato sintaz¢ (FPPS) — fermenta, dalyvaujantj
mevalonato kelyje, Kkuris atsakingas uz cholesterolio ir kity steroliy gamybg [40]. FPPS yra
homodimerinis fermentas, katalizuojantis alilo substrato, dimetilalalilpirofosfato (DMAPP),
kondensacijos seka su dviem 5-karbonizopentenilpirofosfato (IPP) molekulémis, kad biity gautas
pirmiausiai C10 geranilpirofosfatas (GPP), o paskui ir izoprenoidas (FPP) C15 [41]. Norint gauti
geranilgeranilpirofosfatag (GGPP), veikiant GGPP sintazei, reikia FPP. Abu izoprenoidai (FPP ir
GGPP) yra nepakei¢iami metabolitai, skirti potransliaciniam GTP-aziy (Ras, Rab, Rho ir Rac)
modifikavimui (prenilacijai) (zr. 6 pav.). Mazos GTP-azés yra svarbus signaliniai baltymai, kurie
reguliuoja jvairius Igsteliy procesus, svarbius osteoklasty funkcijai, jskaitant Iasteliy morfologija,
citoskeleto i8déstyma, membranos suglebima, pusleliy judéjima ir apoptoze [42]. Kad baltymai Ras,
Rab, Rho ir Rac teisingai funkcionuoty, reikalingas prenilinimas, nes lipidy prenilo grupé naudojama
baltymams jtvirtinti lasteliy membranose ir taip pat gali dalyvauti baltymy-baltymy sgveikoje [43].

(= :
S ﬁ'\”""“[ ) ] L
3
|
FPP

DMAPP PP ~\
Rap)
PP \(/\//\l//\\_/Y\\//\///\_),.OPP \//l\\/\(//\'/\[//\‘/\\(\/ @,
| 0
GGPP

6 pav. FPP, GGPP biosintezé ir baltymy prenilinimas, parodantis karbocitacijos pereinamajg biiseng /
reaktyvius tarpinius produktus ir bisfosfonaty karbocitacijos grandinés analoga
(apibrauktas raudona elipse). Pritaikyta pagal [44]

Vaistiné molekulé gali jungtis prie FPPS aktyviosios vietos, konkuruodamas su DMAPP ir GPP
(zr. 7 pav.), sudarant fermento inhibitoriaus kompleksa aktyviojoje vietoje. Tad fermento veikimas
slopinamas.
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Agzota turintys bisfosfonatai

inhibuoja FPPS

7 pav. Mevalonato kelias, kuriame azoto atomg turintys bisfosfonatai stabdo steroliy gamybg. Pritaikyta
pagal [45]

FPPS yra pagrindinis azoto turinéiy bisfosfonaty molekulinis taikinys, o jy sgveika pasireiskia dviem
skirtingais slopinimo biidais: greitu, grjztamuoju konkurenciniu substrato DMAPP / GPP slopinimu
ir nekonkurencingu tipo slopinimu, susijusiu su IPP. Pastarasis yra nuo laiko priklausomas
slopinimas, atsirandantis dél fermenty izomerizacijos [46].

1.3. Osteonekrozé

Nors bisfosfonatai iki Siol yra geriausi antiresorbciniai agentai, taciau vartojant juos gali atsirasti
stemplés uzdegimai, opos, viduriavimas, pilvo skausmas [47], taip pat ir padidéja onteonekrozés
rizika. Osteonekrozé — tai burnos ertmés kaulo atsivérimas, kuris negyja aStuonias savaites ir daugiau
[48]. 2003 metais Marx ir kiti pranesé apie 36 zandikaulio osteonekrozés atvejus, susijusius su
bisfosfonaty, pavyzdziui, zoledronato, vartojimu. Sie pacientai patyré skausmingg zandikaulio kauly
pazeidimag, kurio nepaveiké medicininis ar chirurginis gydymas [49]. Nuo to laiko literatiiroje buvo
praneSta apie daugybe panaSiy su bisfosfonatais susijusiy Zandikaulio osteonekrozés atvejy.
Amerikos burnos ir Zandikauliy chirurgy asociacija 2014 metais pasitilé terming: ,,su vaistais susijusi
zandikaulio osteonekrozé*, toliau — MRONJ (angl. Medication Related Osteonecrosis of the Jaw),
kad apibuidinty zandikaulio osteonekroze, susijusiag su medikamenty vartojimu [50]. Siuo metu yra
trys vaisty, susijusiy su MRONJ, grupés: bisfosfonatai, denosumabai ir antiangiogeniniai vaistai [51].

Pacientams su bisfosfonatais susijusi Zzandikaulio osteonekrozé, toliau — BRONJ (angl.
Bisphosphonate Related Osteonecrosis of the Jaws) nustatoma, jei jie vartoja medikamentus, nebuvo
gydomi spinduline terapija bei nebuvo patyr¢ ankséiau zandikaulio metastaziy. Yra penkios
pagrindinés su bisfosfonatais susijusios Zandikaulio osteonekrozés patogenezés hipotezés: kauly
pertvarkymo slopinimas, infekcija / uzdegimas, pakitusi angiogenezé, vaisty toksiSkumas
minkStiesiems audiniams [52]. Manoma, kad sumazéjusi kauly rezorbcija ir po to sumazéjes kauly
formavimo aktyvumas gali lemti didesnj preparaty kaupimasi [53]. Si teorija buvo paremta tyrimu su
gyvinais, kuris parodé iSsivys¢iusig Suny zandikauliuose nekroze, gydant didelémis bisfosfonaty
dozémis [54], ir tyrimu, jrodané¢iu Zandikaulio osteonekrozés i§gydyma kaulus formuojanciu agentu
— teriparatidu [55].
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Leidziami j veng bisfosfonatai, kaip zoledronatas, 15 karty dazniau sukelia osteonekroze nei geriami,
pavyzdziui, alendronatas [56]. Epidemiologiniy tyrimy duomenys atskleidé, kad stipresni
bisfosfonatai, daznesnis jy dozavimas, didesné¢ kaupiamoji doz¢ ir ilgesné¢ gydymo trukmé yra
pagrindiniai su bisfosfonatais susijusios zandikaulio osteonekrozés rizikos veiksniai. Tyrime,
kuriame dalyvavo 13 000 tiriamyjy, vartojusiy geriamgjj bisfosfonata (alendronatg), bendras
zandikaulio osteonekrozés daznis padidéjo nuo 0,1 procento iki 0,21 procento tiems, kurie vartojo
alendronatg daugiau nei ketverius metus [57]. Pana$i tendencija pastebéta ir véziu sergantiems
pacientams, vartojantiems zoledronatg: ligos daznis buvo 0,6 procento gydant vienus metus, 0,9
procento gydant dvejus metus ir 1,3 procento — trejus metus [58]. Nepaisant $iy stebéjimy, yra tyrimy,
rodanc¢iy pagreitinta, o ne slopinamg kauly apykaita Zandikaulio osteonekrozés pazeidimy metu.
Pazeidimy metu nustatytas reikSmingas padidéjes osteoklasty skaiCius ir kauly lizé [59]. Tad
uzslopinta kauly apykaita negali biiti pagrindiné osteonekrozés patofiziologija.

Kai kurie tyréjai pasitilé, kad su bisfosfonatais susijusig Zandikaulio osteonckrozg gali sukelti
tiesioginis toksinis bisfosfonaty poveikis epitelio lasteléms ir makrofagams, kuris sutrikdo burnos
gleivinés vientisumg ir sukelia infekcija bei kauly nekrozg¢. Yra Zinoma, kad azoto turintys
bisfosfonatai daro jtakg osteoklasty funkcijai ir iSgyvenimui, slopindami mevalonato kelyje fermento
farnesilpirofosfato sintazés sintez¢. Zoledronatas yra stipriausias Sio fermento slopiklis tarp visy
bisfosfonaty. Irodyta, kad farnezilpirofosfato sintazés slopinimas gali sukelti toksiskuma virskinimo
trakto epiteliui [60], o peliy burnos gleivinés lgsteliy apdorojimas bisfosfonatais slopino proliferacija
ir Zzaizdy gijimg [61]. Taip pat buvo nustatyta, kad jvairiy lgsteliy, auginamy ant kauly pavirsiy,
anksciau apdoroty bisfosfonatais, augimas buvo slopinamas in vitro [53]. Toks toksinis poveikis gali
pakenkti minkstyjy audiniy gijimui po traumos ar danties iStraukimo. Kaip minéta, bisfosfonatai taip
pat turi toksinj poveikj makrofagams. Jrodyta, kad bisfosfonatai pateke j kultivuojamas makrofagus
primenancias lasteles J774 slopina cholesterolio sinteze [62] ir sukelia apoptoze [63] [64]. Manoma,
kad veikiant didelémis dozémis, naudojamomis véziu sergantiems pacientams, bisfosfonatai gali
aktyvinti §j mechanizmg nuslopindami vietinj imuninj atsakg ir padidindami infekcijos rizika,
sukeldami gleivinés pakitimus bei kauly nekrozg.

Nors infekcija yra placiai pripazjstama kaip prisidedantis prie Zandikaulio osteonekrozés veiksnys,
tikslus jos, kaip proceso, vaidmuo vis dar néra aiskus. Manoma, kad infekcija gali prisidéti prie ligos,
sukeldama per didel¢ kauly rezorbcijg. Pacientams, kuriems yra buve uzdegiminiy danty ligy, tokiy
kaip periodonto ar danty abscesas, yra septynis kartus didesné rizika susirgti Sia liga [65]. Kai kurios
bakterijos, ypa¢ gramneigiamos rasies, gamina lipopolisaharidus, kurie stimuliuoja vieting citokiny
gamyba ir sukelia pagreitintg kauly rezorbcija [66]. Taip pat nustatyta, kad Kitos bakterijos tiesiogiali
reguliuoja branduoliniy veiksniy-kB ligando (RANKL) receptoriaus aktyvatoriaus gamybga Zmogaus
periodonto raisciy lastelése, danteny fibroblastuose [67] ir B Igstelése, kurios gali pagreitinti kauly
rezorbcija [68].

Taip pat mokslininkai teigia, kad BRONJ yra susijusi su apoptozés mechanizmo osteoblastuose
aktyvinimu. Yra zinoma, kad osteonekrozé pazeidzia osteoblasty / osteoklasty ir osteocity
pusiausvyra dél energetinio metabolizmo poky¢iy, susijusiy su apoptozés reguliavimo osteoblasty
populiacijoje mechanizmais [69]. Taip pat jrodyta, kad su BRONJ susijusi apoptozés indukcija
osteoblastuose inicijuojama mitochondriniu keliu ir apima reaktyviyjy deguonies riisiy (ROS)
gamyba, citochromo c i$siskyrima, apoptoSomos susidarymga ir véliau efektoriniy kaspaziy kaskada
[70]. Be to, ROS kaupimasis sukelia oksidacinj stresg ir skatina osteoblasty apoptoze. Tad energetinis
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osteoblasty profilis yra vienas i§ pagrindiniy osteogenezés moduliatoriy, todél gali biti svarbus
ankstyvo osteonekroziniy procesy nustatymo zymuo [71].

Deja, ligos patogenezé néra iki galo atskleista, tad labai svarbus vaidmuo tenka prevencijai, o
chirurging intervencija tebéra vieni i§ pagrindiniy gydymo biidy. Pacientams ir sveikatos prieziiiros
paslaugy teikéjams svarbiausias veiksnys, siekiant sumazinti BRONJ atsiradimo rizika, yra pacienty
burnos sveikatos prieziiiros optimizavimas prie$ pradedant gydyma. Danty patikra ir tinkama burnos
priezitira prie§ pradedant antirezorbcinj gydyma gali sumazinti osteonekrozés rizika net 50 procenty
[72]. Taciau net ir atliekant nuolating danty patikrg, BRONJ rizika yra gan didelé. Tad $i Zenkliai
gyvenimo kokybe sutrikdanti liga iSliecka negydoma, d¢l to biitina ieSkoti efektyviy terapiniy
sprendimy. Daug vilCiy teikia nesenai pradéti taikyti pazangiosios biologinés terapijos, ypac lasteliy
terapijos metodai.

1.4. Pazangiosios terapijos vaistiniai produktai

1961 metais kanadieciai Till ir McCulloch, tirdami radiacijos poveikj peliy kauly ¢iulpams, jrodé apie
daugiagaliy kamieniniy lasteliy egzistavima [73]. Sie mokslininkai laikomi kamieniniy lasteliy
mokslo ,,tévais*, nes tai buvo pirmasis mokslinis straipsnis apie kamienines (hemopoetines) lasteles.
Véliau prie mokslininky prisijungé Beckeris, tad jie sustiprino savo kamieniniy lasteliy teorijg ir
paskelbé rezultatus 1963 metais zurnale ,,Nature* [74]. Jis atliko peliy kauly ¢iulpy eksperimentus ir
nustaté, kad skirtingos kraujo Iastelés yra kilusios i$ specialios klasés lasteliy. Po novatorisky
atradimy mokslininkai ir toliau plétojo S$ig nauja sritj, tesdami savo tyrimus bei konsultuodami kitus
jaunus mokslininkus. Nuo to laiko prasidéjo kamieniniy Igsteliy tyrimy ,,bumas®.

Siy mokslininky atradimas buvo panaudotas leukemija (kraujo véziu) sergandiy zmoniy gydymui,
pasitelkiant kauly ¢iulpy transplantacijga — kraujo lasteliy perpylimas ligoniui, siekiant atstatyti
pazeista kraujodaros sistemg [75]. Tada seké tolimesnis Zmogaus lagsteliy tyrinéjimas ir jy
pritaikymas, gydant tam tikras ligas. Biotechnologinés gamybos btidu i§ gyvy organizmy iSgaut0s
veikliosios medziagos, turin¢ios terapinj poveikj, tokios kaip antikiiniai, citokinai, augimo faktoriai,
medicinoje yra placiai pritaikomos [76].

Europos Sajungoje (ES) yra nustatyta teisiné sistema, nurodanti visy zmonéms skirty vaisty, jskaitant
biologinius vaistinius produktus, reglamentavima. 2007 metais Europos Parlamentas ir Taryba
priémé reglamenta (EC) numeriu 1394 / 2007 d¢l pazangiosios terapijos vaistiniy preparaty (angl.
Advanced Therapy Medicinal Products), kuriuos sudaro geny, somatiniy lgsteliy terapijos bei audiniy
inzinerija, taikymo [77]. Sios direktyvos tikslas — palengvinti naujy paZangios terapijos vaistiniy
preparaty patekimg j Europos rinkg. Dokumente nurodomos pazangiosios terapijos vaistiniy produkty
gamybos pagrindas, kokybés, ikiklinikiniy, klinikiniy testy reikalavimai, kurie jrodyty vaistinio
preparato efektyvuma, kokybe, saugumg. Taip pat direktyva nustato leidimus prekiauti Siais
preparatais bei tolesnius veiksmus iSdavus leidimg. Pirmasis pazangiosios terapijos vaistinis
produktas, patvirtintas Europos Sajungoje, atsirado 2009 metais, gavus leidima naudoti
ChondroCelect — audiniy inzinerijos produkta, skirta kremzlés defektams gydyti [78].

Kaip matome pagal 2016 mety duomenis (zr. 8 pav.), daugiau nei puse¢ visy pazangiosios terapijos
produkty sudaro i$ somatiniy lasteliy i§gauti vaistiniai preparatai [79].
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8 pav. ATMP klasifikacija: geny terapijos vaistiniy preparaty (GTMP), somatiniy lasteliy terapijos vaistiniy
preparaty (sCTMP), audiniy inzinerijos budu pagaminty produkty (TEP) ir sudétiniy produkty procentiné
dalis pagal 2016 mety duomenis. Pritaikyta pagal [79]

Taip yra tikriausiai dél to, kad somatiniy Iasteliy klasé yra labai plati. Joms priklauso specializuotos
ir kamieninés lastelés. Pastarosios skirstomos j embrionines, vaisiaus ir suaugusio organizmo
kamienines lasteles. Suaugusias lasteles galima skirti 1 mezenchimines ar hematopoetines.
Mezenchiminés gali diferencijuotis j nervinio, kremzlinio, kaulinio, raumeninio, sausgyslinio,
rai$ciy, riebalinio audinio Igsteles, o hematopoetinés — j jvairias kraujo lasteles. Taip pat somatinéms
lasteléms priskiriamos Igstelés, su kuriomis atliktos manipuliacijos, keic¢iancios lastelés funkcija.

1.4.1. Kamieninés lastelés

Regeneracinéje medicinoje labai svarbus vaidmuo tenka kamieninéms lasteléms, tai rodo nuolat
augantis klinikiniy bandymy su Siomis lastelémis skaiGius. Siuo metu yra atlickama vir§ penkiy
tukstanc¢iy klinikiniy bandymy su kamieninés lastelémis, siekiant jas pritaikyti organizmo lasteliy /
audiniy atsinaujinime [80]. Kamieninés lgstelés - tai nespecializuotos lastelés, kurios geba
diferencijuotis ir igyti tam tikras specifines funkcijas. Kamieninés Igstelés gali biiti skirstomos
dvejopai: pagal diferenciavimo potencialg ir pagal jy iSskyrimo vieta. Pagal diferenciavimo
potencialg jos gali biti: totipotentinés, pluripotentinés, multipotentinés ir unipotentinés [81]. IS
totipotentiniy kamieniniy lasteliy gali iSsivystyti visas organizmas, i§ pluripotentiniy — gali susidaryti
visi organizmo audiniai (endoderma, mezoderma, ektoderma), tadiau jau ne visas organizmas.
Multipotentinés kamienines Igstelés — gali diferencijuotis tik i kelis 1gsteliy tipus, o unipotentinés —
gali virsti tik ] vieng lgsteliy tipa.

Pagal iSskyrimg kamieninés lastelés gali biiti: embrioninés, vaisiaus, suaugusio organizmo.
Embioninés, vaisiaus kamieninés lastelés yra daug zadancCios, nes pasizymi gebéjimu neribotai
daugintis ir virsti j bet kurig lastele [82]. Tai pliuripotentiniy lasteliy pavyzdys. Sio tipo kamieninés
lastelés turi buti surinktos i§ mazdaug 7 dieny amziaus embriono [83]. Taciau imant Igsteles i$ tokios
ankstyvios vystymosi stadijos embriono, §is Ziiva. Tad kyla daug etiniy diskusijy, ar tai moralu, nes
daZnai embrionas sulyginamas su Zmogumi.

Kita alternatyva — suaugusio Zmogaus kamieninés lastelés. Sios skirstomos j hematopoetines —
galinias virsti | kraujo lgsteles, ir mezenchimines — galin¢ias virsti ] kaulinio, kremzlinio,
raumeninio, riebalinio audinio ir sausgysliy lasteles [84]. Nors $iy kamieniniy lasteliy diferenciacija
yra ribota, taciau jy naudojimas kelia maziau diskusijy etiniais klausimais lyginant su embrioninémis.
Mezenchiminés kamienings lgstelés yra vienos i$ dazniausiai naudojamy lasteliy rusiy kaip Iasteliy
terapija zmogaus ligoms gydyti.
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Taikant kamienines lgsteles kaip pazangiajg terapijg, susiduriama su sunkumais, tokiais kaip lasteliy
jvedimas ir lokalizavimas pazaidos vietoje, jy iSgyvenamumo ir iSlikimo pazaidos vietoje
uztikrinimas, dozés parinkimas. Taip pat kamieniniy lasteliy terapijos taikymas susijes su naviko
formavimosi ar jo augimo skatinimo, toksiskumo, imunogeniskumo rizika [6]. Tai apsunkina
gydyma, nes turi biiti gerai jvertinamas naudos ir rizikos santykis. Mokslininkai ieSko budy kaip tai
sukontroliuoti. Viena i§ perspektyviausiy alternatyvy kamieniniy Igsteliy terapijai yra $iy lgsteliy
egzosomy terapija. Sios nanometry dydZio membrana apgaubtos pislelés turi jvairiy kamieninéms
lasteléms biidingy makromolekuliy, skatinan¢iy regeneracija ir reguliuojanciy imuninj atsaka.
Mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy i$skirtos egzosomos padeda palaikyti audiniy imunines savybes.
Egzosomos pasizymi gerokai maZesne imuninio atmetimo sukélimo bei onkologiniy susirgimy rizika,
negu kamieninés lastelés. Be to, egzosomos yra labai stabilios ir gali buti laitkomos mazdaug 6
meénesius in vitro 20 ° C temperataroje neprarandant potencijos [85]. Pacientams, sergantiems IV
laipsnio zarnyno transplantato prie§ Seimininkg liga, pritaikius gydyma mezenchiminiy kamieniniy
lasteliy egzosomomis, simptomai zymiai pageréjo [86]. Apibendrinant — egzosomos yra daug vilciy
teikiantis pazangiosios medicinos jrankis.

1.5. Egzosomos

1983 metais [87] issiskyrusios puslelés pirma kartg buvo apraSytos pasalinant transferino receptorius
per aviy retikulocity (nesubrendusiy eritrocity) brendimg ir véliau buvo pavadintos egzosomomis
[88]. Daugelj mety egzosomos buvo laikomos organelémis, kurios Salina i§ lastelés nereikalingas
medziagas. Taciau 1996 metais buvo jrodyta, kad egzosomos dalyvauja antigeno pristatymo procese,
taip atskleidziant jy esminj vaidmenj imunologiniuose procesuose [89].

Egzosomos — tai mazos (nuo 30 iki 200 nm [90]) endocitinés kilmés ptislelés, kurias i$skiria jvairios
lastelés ar organai. Jos susidaro i§ daugiapusleliniy kiiny (angl. multivesicular bodies, sutrumpintai —
MVB) ir issiskiria ] tarplasteline aplinka, susiliejus su plazmos membrana [91]. Puslelés perduoda
informacijg perkeldamos savo turinj: DNR [92], koduojancig [93] ir nekoduojan¢ia RNR [94],
baltymus [95] i$ donory Igsteliy j recipiento lasteles (zr. 9 pav.), taip sukeldamos lastelése-taikiniuose
funkcinius pokycCius ir / arba diferenciacija [96]. Tad egzosomos yra svarbios tarpininkes,
palengvinancios tarplastelinj ry$j be tiesioginio kontakto tarp lasteliy. Yra zinoma, kad egzosomy
iSskiriamas kiekis yra gan mazas, taCiau lastelés iSskiria jy daugiau, kai yra patiriamas stresas,
pavyzdziui, taikant radiacijg ar chemoterapinius vaistus [97].
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9 pav. Egzosomy generavimas, sekrecija ir kroviniy perneSimas i§ donoro lasteliy j recipiento lasteles.
Pritaikyta pagal [98]

Nors egzosomomis gabenamos molekulés yra jvairios, manoma, kad egzosominiai baltymai ir RNR
vaidina svarbiausig vaidmenj reguliuojant recipientiniy lasteliy funkcija [99]. Egzosomy masiy
spektrometrijos duomenys nustaté daugiau kaip 4000 skirtingy egzosomy baltymy [100]. Nors
egzosominiai baltymai i§ esmés skiriasi priklausomai nuo egzosomy kilmés ir atlieka skirtingas
funkcijas, kai kurie baltymai yra visy rasiy egzosomose [101], pavyzdZiui, Silumos Soko baltymai
(HSP 70 ir HSP 90) [102]. Mazos RNR, arba mikroRNR, yra kita svarbi egzosomy pernesama lasteliy
funkcijas jtakojanéiy veiksniy grupé [103]. Koppers-Lalic ir kiti mokslininkai nustaté, kad funkcinés
egzosominés RNR yra lemiamos reguliuojant lasteliy prikibima, diferenciacijg ir aktyvuma [99].

1.5.1. Egzosomos regeneracijoje

Egzosomos gali veiksmingai skatinti audiniy ir organy regeneracija. Yamaguchi ir kiti mokslininkali
nustaté, kad peliy po miokardo infarkto kairiojo skilvelio i§stimimo funkcija zymiai pageréjo gydant
egzozomomis [104]. Zhou ir Kiti jrodé, kad gydymas egzosomomis pagerina peliy, serganciy timiniu
inksty pazeidimu, inksty funkcija [105]. O Basu ir Ludlow apzvelgé dabartinj egzosominj gydyma
neuroregeneracijos ir odos regeneracijos srityse [106]. Sie tyrimai sudaré pagrinda tolimesniems
egzosomy regeneracijoje tyrimams.

Zinoma, kad 4 — 6 procentai visy kauly lasteliy yra osteoblastai, kuriy pagrindiné funkcija yra kaulo
formavimasis [107]. Kaulo formavimo metu osteoblastai gamina kalcio ir fosfato mineralus,
sudarydami mineralizuota kaulg. Osteoblasty dauginimasi ir aktyvuma gali tiesiogiai reguliuoti
egzosomos. Pavyzdziui, ziurkéms, turinioms kaukolés defekty, i§ kauly ciulpy lasteliy gautos
osteoblasty dauginimasi ir aktyvuma skatinantis veiksnys buvo i$ kauly Ciulpy i$skirtose egzosomose
pernesama MiIRNR-196a. Nors in vitro tyrimai pabrézia egzosomy svarbg osteoblastams, siekiant
parengti gydymo strategijas, reikia daugiau informacijos apie egzosomy gydymo veiksminguma
kauly sistemose.

Kauly metastazés yra glaudziai susijusios su nenormaliu pernelyg intensyviu osteoklasty aktyvavimu.
Tyrimai parodé, kad naviko lastelés, norédamos padidinti subrendusiy osteoklasty skaiciy ir
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aktyvuma, skatina osteolize (kaulinio audinio nykimas dé¢l suintensyvéjusio kaulo ardymo proceso
organizme), i§skirdamos pisleles. Pavyzdziui, i§ prostatos vézio lasteliy gautos egzosomos padidina
osteoklastogenezg, stimuliuojant branduolinio faktoriaus kB (RANK) receptoriaus aktyvatoriy [109].
Taciau ir subrende¢ osteoklastai gali reguliuoti to paties tipo ir Kitas Igsteles per egzosomy sekrecijg.
I$ osteoklasty gauty egzosomy profiliai rodo, kad juose gausu RANK. Egzosomy su RANK ekspresija
iSeikvojimas slopina osteoklasty susidaryma [110]. Dél gero patekimo j kauly audinius, didelio kaulus
regeneruojanéio potencialo, atskleisto in vitro ir in vivo tyrimuose, ir biosuderinamumo egzosomos
yra patraukli strategija kauly augimui skatinti ir klinikinéms kauly ligoms gydyti [111].

Yra tyrimy, rodanéiy, kad egzosomos stimuliuoja angiogeneze audiniuose ir organuose, 0 pageréjusi
kraujotaka, savo ruoztu, gali skatinti kauly augimg ir atsinaujinimg. Jrodyta, kad placentos
mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy egzosomos stimuliuoja endotelio Iasteliy dauginimasi, migracija
ir vamzdeliy susidaryma in vitro [112]. Sios egzosomos skatina endotelio lasteliy dauginimasi ir
kraujagysliy formavimasi per egzosomines miR-129, miR-136 [113] ir miR-17-92 [112]. Egzosomos
gali skatinti angiogeninius veiksnius tiek in vitro, tiek in vivo. Tyrimai parodé, kad i§ mezenchiminiy
kamieniniy lasteliy iSvestos egzosomos sékmingai pagerino angiogenez¢ skirtinguose gyviiny
modeliuose. Pavyzdziui, i§ mezenchiminiy kamieniniy lasteliy gauty egzosomy injekcija sumazin0
miokardo iSeminj / reperfuzinj (dél staiga ,,paduodamo* deguonimi jsotinto kraujo, Sirdies lasteliy
patiriamo streso) suzalojimg ir pagerina iSemingés §irdies angiogeneze [114], o i$ zmogaus virkstelés
i$skirtos mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy egzosomos skatina kraujo perfuzija (kraujo tekéjimas
organizmuy), susilpnéjusia dél uzpakaliniy galiiniy iSemijos (sumazéjes arterinio kraujo pritekéjimas
] uzpakalines galtines ) [115]. Apibendrinant apzvelgtus tyrimus, akivaizdu, kad egzosomos turi
didelj regeneracinj ir gydantj potenciala, kuris dar laukia savo pritaikymo jvairiy ligy, iskaitant ir
medikamenting osteonekroze, atvejais.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai
2.1. Tirpalai ir reagentai

2 lentelé. Naudoty medziagy sarasas

Medziagos

Gamintojas

Salis

Embrioninis verselio serumas (angl. fetal bovine
serum, toliau — FBS)

Gibco™, Thermo Fisher Scientific

Jungtiné Karalysté

Lasteliy auginimo terpé DMEM + GlutaMAX (angl.
Dulbecco's Modified Eagle Medium)

Gibco™, Thermo Fisher Scientific

Jungtiné Karalysté

Lasteliy auginimo terpé Ham's F-12K (Kaighn's)

Gibco™, Thermo Fisher Scientific

Jungtiné Karalysté

Penicilino ir streptomicino antibiotiky tirpalas (Pen-
Strep) (10000 IU/ml — 10000 pg/ml)

Gibco™, Thermo Fisher Scientific

Jungtiné Karalysté

Fosfatinis druskos buferis (angl. phosphate buffered

saline, toliau — PBS) pH 7,4 Sigma-Aldrich Jungtiné Karalysté
Tripsino / EDTA 10x tirpalas (0,5 % tripsinas ir 0,2 % . . o .
EDTA) Sigma-Aldrich Jungtiné Karalysté
Tripano mélio dazy tirpalas (0,4 %) Sigma-Aldrich Jungtiné Karalysté

Lasteliy auginimo terpé aDMEM (angl. Advanced
Dulbecco's Modified Eagle Medium, toliau — aDMEM)

Gibco™, Thermo Fisher Scientific

Jungtiné Karalysté

GlutaMAX priedas

Gibco™, Thermo Fisher Scientific

Jungtiné Karalysté

Rekombinantinis Zmogaus fibroblasty augimo faktorius

Isolation Reagent)

Scientific

a (angl. recombinant human fibroblast growth factor a, | Sigma-Aldrich Jungting Karalysté
toliau — rh FGFa)
Rekombinantinis Zmogaus fibroblasty augimo faktorius
b (angl. recombinant human fibroblast growth factor 8, | Sigma-Aldrich Jungtiné Karalysté
toliau — rh FGFb)
Rekombinantinis zmogaus epidermio augimo faktorius
(angl. recombinant human epidermal growth factor, Sigma-Aldrich Jungting Karalysté
toliau — rh EGF)
: Biological Industries Israel Beit- .

BIOAMF-2 terpé

P Haemek Ltd. Izraelis
Egzosomy i$skyrimo rinkinys (angl. Total Exosome Invitrogen™, ThermoFisher JAV

Jaucio serumo albuminas

Sigma-Aldrich

Jungtiné Karalysté

Bradfordo reagentas

Sigma-Aldrich

Jungtiné Karalysté

Alendronato riigstis (grynumas > 98 %)

Santa Cruz Biotechnology

JAV

Zoledronato raigstis (grynumas > 98 %)

Santa Cruz Biotechnology

JAV

Presto Blue reagentas

Invitrogen™, ThermoFisher
Scientific

JAV

Haemek Ltd.

Triton X-100 Sigma-Aldrich Jungtiné Karalysté
Bisbenzimido H 33342 trihidrochloridas (Hoechst Sigma-Aldrich Jungtiné Karalysté
33342) (grynumas > 98 %)
Propidiiojodidas (grynumas >04 %) Slgma-AId”Ch Jungtiné Karalysté
Analizatoriaus seahorse lasteliy energijos prqﬁl%o Agilent Technologies Inc. JAV
(angl. Cell energy phenotype test) reagenty rinkinys
Analizatoriaus seahorse XF kalibrantas Agilent Technologies Inc. JAV
Analizatoriaus seahorse XF DMEM terpé Agilent Technologies Inc. JAV
Gliukozé Merck KGaA Vokietija

- Biological Industries Israel Beit- .
Natrio piruvatas I1zraelis
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Biological Industries Israel Beit-

L-glutaminas Haemek Ltd. I1zraelis
2.2. Prietaisai ir jrankiai
3 lentelé. Naudotos jrangos sarasas
Iranga Gamintojas Salis
11 biologinio saugumo laminariné oro srauto spinta . _
ESCO Class Il BSC, 24 ESCO Singaplras
Heracell VIOS 160i CO; inkubatorius Thermo Fisher Scientific JAV
Sviesaus lauko mikroskopas Leica DMil Leica Microsystems GmbH Vokietija
Centrifuga BioSan Centrifuge LMC-4200R BioSan Latvija
Fuchs-Rosenthal hemocitometras Brand Vokietija
Daugiafunkcinis ploksteliy skaitytuvas Infinite 200 Pro Tecan Group Ltd. Sveicarija
M Nano Plex
96 $ulinéliy skaidrios plokstelés Thermo Fisher Scientific JAV

Dinaminés Sviesos sklaidos analizatorius Zetasizer
Nano-ZS

Malvern Instruments Ltd.

Jungtiné karalysté

Seahorse XFp analizatorius Agilent Technologies Inc. JAV
Fluorescencinis mikroskopas OLYMPUS IX2-1LL100 | Olympus Corporation Japonija
Heraeus CO,-AUTO-ZERO inkubatorius Heareus-Christ GmbH Vokietija

2.3. Zmogaus osteoblasty hFOB 1.19 lasteliy kultivavimas ir paruo$imas tyrimui

Zmogaus Vvaisiaus osteoblasty hFOB 1.19 Igsteliy linija (zr. 10 pav.) buvo jsigyta i§ Amerikos lasteliy
kulttiry kolekcijos (angl. American Type Culture Collection, toliau — ATCC) ir buvo auginama Lietuvos
sveikatos moksly universiteto Lasteliy kultiry auginimo laboratorijoje in vitro salygomis. Visi
tyrimai su lastelémis atlikti laminarinéje traukos spintoje, siekiant sumazinti auginamos kulttiros
uzsikrétimo rizikg. Laminare oras praeina pro filtrus, susidaro laminarinis srautas, dél to yra
nusodinami mikroorganizmai, jvairios dalelés. O Sie Salinami per stalvirSyje esancias ertmes. Siekiant

sterilizuoti laminaring oro srauto spinta, prie§ eksperimentus ir po jy jjungiama ultravioletiniy

spinduliy lempa.

10 pav. hFOB 1.19 lasteliy linijos vaizdas per $viesinj mikroskopg
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Si lasteliy linija auga prisitvirtinus prie substrato pavir§iaus monosluoksniu 75 cm? pavirsiaus ploto
flakonéliuose. Lastelés kultivuojamos Ham's F12 ir DMEM-GlutaMAX terpiy misinyje santykiu 1:1,
taip pat pridedama 10 procenty FBS ir 1 procento Pen-Strep tirpalo. Terpé buvo atnaujinama kas dvi
— tris dienas, o pasiekus apie 80-90 procenty prikibusiy Igsteliy pasidengimo flakonélyje
(konfluentiskumo), Igstelés buvo perséjamos.

2.3.1. Perséjimo procediira

Lasteliy perséjimas prasideda nuo senos mitybinés terpés nupylimo. Flakonélis, kuriame buvo
augintos lgstelés, praplaunamas dukart su PBS. Augdamos lgstelés tvirtinasi prie flakono
sudarydamos monosluoksnj, todél perséjimo metu jos turi biiti atkabinamos nuo auginimo indo. ]|
flakong jpilama 2 ml 0,25 procento tripsino tirpalo, inkubuojama apie penkias minutes 34 °C
temperatiiroje. Tripsinas yra zalingas Igsteléms, tad ilgiau inkubuoti nei penkias minutes nepatariama.
Lasteliy atkibimas buvo vertinamas Sviesiniu mikroskopu. Toliau seké tripsino neutralizavimas
ipilant j auginimo indg dvigubai didesnio tiirio §iltos mitybinés terpés. Susidariusi lasteliy suspensija
buvo surinkta ir perkelta j nauja auginimo indg, kuriame jau buvo i§ anksto paruosta reikiamo tiirio
Siltos mitybinés terpés. Lasteliy kultiiros linija toliau buvo auginama inkubatoriuje, kuriame
palaikoma 34 °C temperatira, 5 procenty CO; prisotinta aplinka bei optimali drégmé. Pries$ talpinant
1 inkubatoriy reikia nepamirsti tinkamai uzsukti flakonélio dangtel;. Jis turi buti ne iki galo uzsuktas,
kad j auginimo inda patekty reikalingas CO2 Kiekis, kuris uztikrina pH pusiausvyra.

2.3.2. Lasteliy suspensijos ruoSimas

Lasteliy suspensija ruoSiama i§ gyvybingy ir sveiky zmogaus osteoblasty (hFOB 1.19) lasteliy. Tad
prieS eksperimentus, reikia jvertinti lgsteliy monosluoksnj, terpés spalva bei drumstumg. Terpés
spalvos pokytis praneSa apie pasikeitusia pH aplinka, pavyzdziui, jei terpés spalva pasikeicia i§
raudonos ] geltong, tai praneSa apie terpés pariigStéjima. O terpés drumstumas parodo, kad prie
substrato yra neprisitvirtinusios lgstelés arba yra jsimetusi infekcija.

Ivertinus Igsteles, galima pradéti ruosti lgsteliy suspensijg. Pirmiausia nupilama augimo terpé, dukart
flakonélis praplaunamas su PBS, o tada ant lgsteliy jpilama 2 ml 0,25 procenty tripsino tirpalo ir
paliekama inkubatoriuje, kol Igsteliy monosluoksnis atkimba nuo auginimo indo dugno. Po penkiy
minuciy | flakonélj jpilama apie 4 ml Siltos mitybinés terpés, kad sustabdyty tripsino poveikj
lasteléms. Viskas perpilama j 15 ml talpos centrifugin} mégintuvelj ir centrifuguojama 5 minutes
120 x g greiciu. Susidares supernatantas pasalinamas, 0 nusédusios lgstelés suspenduojamos 1 ml
mitybinés terpés turyje.

2.3.3. Gyvu lasteliy skaiciaus nustatymas

Gyvybingy lasteliy skai€iaus jvertinimui lgsteliy suspensija sumaiSoma su 0,4 procento tripano mélio
dazo tirpalu santykiu 1:1 ir gerai suspenduojama pipete. Lasteliy tankis apskai¢iuojamas
hemocitometru, ant jo kameros prilipinus dengiamajj stiklel;. Hemocitometro padalintas j dvi
specialiai graviruotas kameras. Vienoje kameroje yra 1 mm x 1 mm dydzio kvadratai, kurie yra
atskirti triguba linija. Vienas 1 mm x 1 mm dydzio kvadratas yra padalintas j 16 mazesniy kvadratéliy.
Kamera uzpildoma Igsteliy ir tripano mélio tirpalu. Zitirint per mikroskopa, skaiiuojamos lastelés
viename i§ dideliy keturiy kvadraty.

Gyvy lasteliy skaicius skai¢iuojamas pagal formule:
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n=AxBx10% (2.3.3)

kai n — gyvy lasteliy skaicius esantis pradinés suspensijos mililitre; A — suskaiCiuotas lasteliy skaicius
viename dideliame kvadrate; B — suspensijos praskiedimo tripano méliu laipsnis; 10* — vieno didelio
kvadrato turio dalis mililitre.

2.4. Mezenchiminiy kamieniniy lasteliu ASC/TERT1 auginimas in vitro

Zmogaus riebalinio audinio tipo mezenchminiy kamieniniy lasteliy ASC/TERT] linija (zr. 11 pav.)
buvo jsigyta i§ Evercyte lasteliy kolekcijos ir buvo auginama Lasteliy kultiiry auginimo laboratorijoje,
esancioje Lietuvos sveikatos moksly universitete, in vitro salygomis. ASC/TERT]1 linija auginta 75
cm? pavirsiaus ploto flakonuose, mitybinéje terpéje: 2 procentai FBS, 1,2 procentai GlutaMAX, 0,4
procentai Pen-Strep tirpalo, 5 ng / ml rh FGFa, 5 ng / ml rh FGFb, 5 ng/ ml rh EGF iraDMEM. Terpé
kei¢iama kas tris dienas, o pasiekus apie 80 — 90 procenty konfluentiSkumo — Igstelés pers¢jamos.
Lasteliy eksperimentai buvo atlikti laminaringje traukos spintoje.

11 pav. ASC/TERT1 lasteliy linijos vaizdas per Sviesinj mikroskopa

Pers¢jant lasteles, reikia senaja terpe¢ nupilti ir dukart flakono dugng praplauti su PBS, siekiant
pasalinti terpés likuéius. Véliau uzpilama 2 ml 0,05 procento tripsino tirpalo, inkubuojama ne ilgiau
nei penkias minutes 37 °C temperatiiroje. Jei lastelés neatkimba nuo flakono dugno, galima $velniai
padauzyti j flakono Soning sienele. Jei lastelés atkibo, j flakong buvo jpilama 4 ml terpés. Lasteliy
suspensija buvo perkeliama j centrifuginj mégintuvélj ir centrifuguojama 170 Xg greiciu penkias
minutes. Susidargs supernatantas pasalinamas, o lgstelés suspenduojamos mitybinéje terpéje ir
perkeltos | nauja auginimo indg. ASC/TERTL lastelés buvo auginamos 37 °C temperatiiros,
optimalios drégmés, 5 % CO: aplinkos inkubatoriuje.

2.4.1. Egzosomy iSskyrimas i§ ASC/TERT1

Kadangi serume yra daug egzosomy, siekiant, kad serumo egzosomos nelemty tyrimo rezultaty,
ASC/TERT1 buvo auginamos flakonuose beserumingje terpéje BIOAMF-2. Po keliy pary terpé buvo
surinkta, centrifuguojama 30 minuciy 2000 xg grei¢iu. Po to supernatantas perpiltas ] kit
mégintuvelj, | kurj véliau jpilta pus¢ supernatanto tiirio egzosomy i$skyrimo reagento, meégintuvelis
pavartomas ir dedamas j Saldytuva nak¢iai. Kitg dieng centrifuguojama 10 000 x g grei¢iu 1 valanda
2-8 ° C temperatiiroje. Po centrifugavimo gautas supernatantas buvo paSalintas, o egzosomos
suspenduojamos PBS ir saugomos -20 °C temperatiiroje iki tolimesniy tyrimy.
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2.4.2. Egzosomuy koncentracijos nustatymas

Egzosomy baltymo koncentracija buvo jvertinta naudojant Bradfordo reagentg. Norint aptikti ir
egzosomy vidinius baltymus, tiirio santykiu 1:9 egzosomy méginys buvo maisomas su 0,1 procento
tritono tirpalu, laikoma 30 minuciy Saldytuve. Praéjus pusvalandziui, 10 pl méginio ir 190 pl
Bradfordo reagento buvo sumaisoma, vengiant Sviesos bei burbuliuky susidarymo. Gautas misinys
ipiltas | 96-Sulin¢liy lekstele. Kontrolé buvo ruoSiama taip pat, tik vietoj egzosomy buvo naudotas
PBS. Po 5 minuciy inkubacijos 595 nm bangos ilgio Sviesos absorbcija buvo matuojama
daugiafunkciniu ploksteliy skaitytuvu. Baltymo kiekiui apskai¢iuoti naudota Bradfordo kalibraciné
kreivé (zr. 12 pav.), kuri gauta paruoSiant standartinius skirtingy koncentracijy jaucio serumo
albumino tirpalus (0,05-0,6 mg/ml). Méginiai buvo sumaisSyti su Bradfordo reagentu, inkubuoti
penkias minutes, matuota 595 nm bangos ilgio Sviesos sugertis.
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12 pav. Bradfordo kalibraciné kreivé
2.4.3. Egzosomy dydZio nustatymas

Norint jvertinti daleliy dydj naudotas Zetasizer analizatorius. | kiuvete buvo jpilta 500 pl egzosomy
méginio suspenduoto PBS ir matuota dinaminé $viesos sklaida su Zetasizer prietaisu, kuriuo buvo
atlikti penki matavimai. Daleliy dydzio analizé atlickama dinamiskai iSsklaidant Sviesa. Kai dalelés
18sisklaido skystyje, jos juda atsitiktinai j visas puses. Brauno judéjimo principas yra tas, kad dalelés
nuolat susiduria su tirpiklio molekulémis. Sie susidiirimai sukelia tam tikrg energijos kiekj, kuris
sukelia daleliy judéjima. Energijos perdavimas yra daugiau ar maziau pastovus, bet mazesnés dalelés
juda didesniu greiciu nei didesnés. Jei zinomi Visi Kiti parametrai, turintys jtakos daleliy judéjimui,
pavyzdziui, tirpalo klampumas, daleliy, tirpalo refrakcijos koeficientai, temperatiira, galime nustatyti
hidrodinaminj skersmenj matuodami daleliy greitj. Santykj tarp daleliy greicio ir daleliy dydzio
nurodo Stokeso-Einsteino lygtis [116].

2.5. Osteoblasty veikimas bisfosfonatais ir egzosomy preparatais

hFOB 1.19 lastelés buvo suskaiéiuotos (zr. 2.3.2. ir 2.3.3.) ir pasétos j 96 Sulinéliy skaidrig lékstele,
naudojant 2500—7500 Igsteliy ir 200 ul mitybinés terpés vienam Sulinéliui. Lékstelé vienai parai buvo
talpinama j inkubatoriy, kuriame buvo 34 °C temperatiira, 5 % CO> aplinka bei optimali drégmé. Po
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24 val. 1§ Sulinéliy sena terpé buvo nusiurbta, uZpilta naujos, kuri jau buvo papildyta skirtingomis
alendronato (5-100 uM) ir zoledronato (5—100 uM) bei egzosomy (1-10 pg / ml) koncentracijomis
(zr. 13 pav.). Po dviejy pary terpé buvo nusiurbta ir uzpilta po 100 pl kiekvienam Sulinéliui paruosto
PrestoBlue tirpalo. Dél reagento jautrumo Sviesai darbai buvo atliekami tamsoje. Tirpalas buvo
ruoSiamas santykiu 1:9, kai viena dalis PrestoBlue reagento ir devynios dalys — mitybinés terpés.
Lasteliy $viesos sugertis po dviejy valandy inkubacijos su PrestoBlue tirpalu matuotos prie 570 nm
ir 600 nm bangos ilgiy. Bandyme buvo atlickami du techniniai pakartojimai, o kiekvienas
eksperimentas pakartotas tris kartus. Santykinis Igsteliy gyvybingumas ir proliferacija buvo isreiksta
procentais, palyginti su neapdorotomis kontrolinémis Igstelémis (100 %).

34°C, 5% CO, opt. dréegme 3 34°C, 5% CO, opt. dréegmé

2500-7500 hFOB 1.19 5-100 pM AL ir ZOL
lasteliy ir 200 pl terpés j
sulinélj po 24 val /

11111 )
E 24 val L 48 val

34°C, 5% CO,, opt. dregme

570-600 nm
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13 pav. Lasteliy gyvybingumo nustatymas spektrofotometriniu metodu
2.6. Osteoblasty suminio metabolinio aktyvumo vertinimas

Procediira iSlieka tokia pati kaip ir ankstesniame apraSyme (Zr. 2.5.), taCiau pasirinktas lgsteliy
skai¢ius — 2500, alendronato ir zoledronato koncentracija buvo 5 uM, o0 egzosomy — 10 pg / ml.
Pirmiausia buvo tikrinamas osteoblasty gyvybingumas spektrofotometriskai, veikiant skirtingomis
bisfosfonaty koncentracijomis. Sis metodas pagrjstas PrestoBlue reagentu — resazurinu, kuris veikia
kaip Iagsteliy gyvybingumo rodiklis. Resazurinas (mélynos spalvos) Iasteliy kvépavimo procese
redukuojamas iki rezorufino (rozinés spalvos) (zr. 14 pav.). Konversija yra proporcinga metaboliskai
aktyviy Igsteliy skaiciui ir gali buti kiekybiskai jvertinta matuojant absorbcijg [117].

O
|
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@i Q Redukcija
HO & o -
Resazurinas Rezorufinas
14 pav. Resazurino virtimas rezorufinu
2.7. Osteoblasty gyvybingumo vertinimas

Osteoblasty lgstelés buvo suskaiCiuotos ir pasétos 1 96 Sulin¢liy skaidrig 1€kstele, vienam Sulinéliui
naudojant 2500 lasteliy, 200 pl terpés. 24 val. 1ékstelé buvo inkubuojama inkubatoriuje. Po paros
terpé buvo pakeista | naujg terpe, kurioje buvo — 5 uM alendronato ir zoledronato bei
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10 ug / ml egzosomy preparatai. Dvi paras inkubuota, o po jy buvo naudoti du fluorescenciniai dazai:
propidzio jodidas ir Hoechst 33342. Bishenzimido H 33342 dazas yra neselektyvus, tad patenka j visy
lasteliy branduolius ir juos nudazo mélyna spalva. Tuo tarpu propidzio jodidas yra selektyvus ir
patenka tik j ty lasteliy branduolius, kuriy membrana yra pralaidi, vadinasi tokia Igstelé nebéra
gyvybinga ir ja dazas nudazo raudona spalva.

Dazai buvo sveriami ir skiedziami su distiliuotu vandeniu, kai galutiné abiejy dazy koncentracija
1 mg /1 ml. Dél dazy jautrumo S$viesai, dirbta tamsoje. | kiekvieng Sulinélj jpilta Hoechst 33342
10 pl dazy tirpalo, o propidzio jodido dazo — 5 ul. Lastelés inkubuojamos apie 10—15 min. kambario
temperatiroje (zr. 15 pav.). Fluorescenciniu mikroskopu buvo fiksuojami atsitiktiniai kiekvieno
Sulinélio trys laukeliai. Jei vaizdas matomas neryskus, kazkiek lasteliy terpés buvo nusiurbta. Sveikos
ir gyvybingos lIastelés vertintos tos, kurios UV §viesoje Svytéjo mélyna spalva, o Zuvusios lgstelés —
Svytéjo raudona spalva. Gyvybingy lasteliy skaicius buvo iSreikstas procentais nuo bendro Igsteliy
skaiciaus Sulinélio laukelyje. ImageJ programa naudota uzfiksuoty vaizdy kokybei gerinti.

34°C, 5% CO,, opt. dregme ~ 34°C, 5% CO, opt. dréggmeé
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15 pav. Lasteliy gyvybingumo nustatymas su fluorescenciniu mikroskopu
2.8. Mitochondrinio ir glikolinio energetinio metabolizmo vertinimas

Gyvy lgsteliy deguonies suvartojimo greitis, atspindintis mitochondrijy funkcijas, ir tarplgstelinio
ragstéjimo greitis, nusakantis glikolizés aktyvumg, buvo iSmatuoti naudojant Seahorse XFp
metabolizmo analizatoriy. Lasteliy deguonies suvartojimas (kvépavimas) ir protony iSsiskyrimas
(glikolize) sukelia greitus, lengvai iSmatuojamus iStirpusio deguonies ir laisvyjy protony
koncentracijos poky¢ius, kurie kas kelias sekundes matuojami jutikliy zondais. Prietaisas matuoja
koncentracijas 2—5 minutes, tada apskaiciuoja kvépavimo greicio ir riigstéjimo greicio vertes.

hFOB 1.19 Iastelés buvo pasétos | specialiai pritaikyta Agilent XFp analizatoriui 8 Sulinéliy plokstele,
kai viename Sulinélyje — 1000 lasteliy ir 80 ul terpés. Parg inkubuojama, 0 po jos terpé buvo kei¢iama
nauja, kurioje buvo 10 uM bisfosfonaty bei 10 pug / ml egzosomy. Vél parg inkubuojama. Analizés
atlikimo dieng buvo pasigaminta tyrimo terpé pagal gamintojo nurodyta protokola, kai XF DMEM
terpé buvo papildyta 10 mM gliukozés, 2 mM L-glutamino ir 1 mM natrio piruvato, pH sureguliuotas
iki 7,4 £ 0,1. Su Sia terpe 1ékstelés buvo praplaunamos, pripildomos j Sulinélj po 180 pul. Valanda

30



inkubuojama be CO> inkubatoriuje 34 °C temperatiiroje. Po valandos plokstelé su lastelémis buvo
talpinama j analizatoriy (Zr. 16 pav.). Duomenys toliau analizuojami kompiuterine programa Wave.

Prie§ matavima su Seahorse analizatoriumi
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Kontroliné
lekstele

80 pl terpes 34°C, 0% CO,, opt. drégmeé

Terpe

10 pg/ml ASC/TERT1 exo
Kartridzai talpinami
i inkubatoriy | III

1000 Igsteliy ir 80 pl terpés

80 pl terpés WS
Eksperimentiné m
lekstele y
80 il terpés “Hal 24 val. prie$
gl 5 M Al ar Zol matavima
ﬂ\@
1000 Igsteliy ir 80 pl terpes (1|9
(fl<l
1l =) 5 uM Al ar Zol
oM@ ir 10 pg/ml ASC/TERT1
80 pl terpes Jal exo
pl terp . 1\ |
Matavimo diena su Seahorse analizatoriumi
XF DMEM + 34°C, 0% CO, opt. drégmeé

10 mM glukozes;
2 mM L-glutamino;
1 mM natrio piruvato

-

po 1 val. i
m 3) inkubacijos "

- | praplaunama ir po 180 pl @
1) eksperimentinés terpés j cm@m |

sulinelj gl I

— &l
13 -
A= 3
Jdg

; |\ T z 1 val.
A 19 225 pl eksperimentinés terpés;
id] 60 i oligomicino;

15 pl FCCP
2)
po 20 pl j B portg

e mmoow

(:

16 pav. Lasteliy fenotipo nustatymas su Seahorse analizatoriumi
2.9. Eksperimenty rezultaty apdorojimas ir vaizdavimas

Eksperimenty metu gauti rezultatai buvo apdorojami suvedant juos j Microsoft Office EXCEL
programg ir paskaiciuojant: aritmetinio matavimo rezultaty vidurkj (2.9 a) bei standartinj nuokrypj
(2.9 b) su EXCEL programos funkcija ,,STDEV*. Braizant grafikus ir atliekant duomeny analize¢
buvo naudota SigmaPlot 13.5 programa. Statistikai reikSmingi ir nereik§mingi skirtumai vertinti
Stjudento t-testu, kai lyginami dviejy grupiy rezultatai, o kai lyginami daugiau nei dviejy grupiy
duomenys — vienkrypte dispersine ANOVA analize, taikant Bonferonio Kkriterijy. Statistiskai
reikSmingais duomenimis buvo laikomi tie, kuriy p < 0.05.

1 +xXp++ X
x= P = (2.9a)
_ L 2xi=x)?
SD = \/—(n_l) (2.9 b)
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

Nors bisfosfonaty vaistiniai preparatai yra plac¢iai vartojami kauly rezorbcijai gydyti, ta¢iau vartojant
ilgg laikg ir didelémis dozémis, didéja zandikaulio osteonekrozés rizika [118]. Negyjantis zandikaulio
kaulo atsivérimas sukelia daug problemy, nes veiksmingo gydymo néra. Daugéja jrodymy, kad
mezenchiminés kamieninés lgstelés turi didziulj kauly ir danty audiniy regeneravimo potenciala
[119]. Taciau lasteliy terapija kelia naviko formavimosi rizika, gali sukelti genetinj nestabilumag ar
chromosomy aberacijas [120]. Siy lasteliy iskiriamos egzosomos pasiZymi panaSiomis
regeneracinémis savybémis, jas naudoti patogiau ir nepageidaujamy Salutiniy poveikiy rizika
mazesné, lyginant su Igsteliy terapija [121]. Todél $io darbo tikslas buvo istirti riebalinés kilmés
mezenchiminiy kamieniniy lasteliy egzosomy apsauginj ir regeneracinj poveikj in vitro su
bisfosfonatais susijusios osteonekrozés modelyje.

3.1. Suminio metabolinio aktyvumo vertinimas

Pirmasis darbo uzdavinys buvo sukurti osteonekrozés modelj in vitro. Siam uzdaviniui jgyvendinti
buvo pasirinkti du bisfosfonatai: alendronatas, kaip atstovas necikliniy senesnés kartos bisfosfonaty,
ir zoledronatas — naujos kartos ciklinis, turintis savo struktiiroje azotg. Nors intraveninis zoledronatas
dazniausiai sukelia Zandikaulio osteonekroze dél taikomos didelés intraveninés koncentracijos ir yra
nuo desimt iki Simto karty stipresnis uz geriamajj alendronato vaistinj preparatg [122], taciau ilgai
vartojamas alendronatas, pavyzdziui, gydant osteoporoze, irgi didina zandikaulio osteonekrozés
atsiradimo ir vystymosi rizika [123].

Pirmiausia, norint sukurti kuo realesnj osteonekrozés modelj, buvo surinkta informacija apie
bisfosfonaty koncentracija yra kraujyje ir kauliniame audinyje. Paaiskéjo, kad preparato
koncentracija kraujyje iSkart po injekcijos btina apie 5 uM, o kauluose gali biiti net iki Simto karty
didesné [124]. Todél eksperimenty metu buvo tirta, kaip 5-100 uM alendronato ir zoledronato tirpalai
veiké suminj hFOB 1.19 osteoblasty metabolinj aktyvuma skirtingu laiko momentu. Gauti duomenys
pateikiami 17 pav.
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17 pav. Alendronato ir zoledronato poveikio osteoblasty gyvybingumui tyrimas. Grafike matomi
absorbciniai matavimo duomenys, iSreiksti procentais, esant 5-100 uM bisfosfonaty koncentracijoms
(kontrolé — 0 uM bisfosfonaty, 100 %). Pateikiami 3 nepriklausomy eksperimenty vidurkiai + standartiné
nuokrypis, * zymi statistinj patikimuma lyginant su kontrole, kai p < 0, 05; ~ Zymi statistinj lyginant su
kontrole, kai p <0, 05. Rezultatai analizuoti programiniu paketu SigmaPlot 13.5.

I§ grafiko matyti, kad didinant vaisto koncentracija, mazéja ir lasteliy metabolinis aktyvumas.
Pavyzdziui, 5 uM koncentracijos alendronatas po 48 val. mazino metabolinj aktyvuma iki 76,35 +
2,07 %, tuo tarpu deSimt karty stipresnés koncentracijos alendronatas (50 uM) hFOB 1.19 lasteliy
metabolinj aktyvuma sumazino iki 65,26 + 0,9 % lyginant su kontrole. Taip pat pastebéta bisfosfonaty
poveikio metaboliniam aktyvumui tiesioginé priklausomybé nuo poveikio trukmés: 50 pM
koncentracijos zoledronatas po 48 val. sukélé metabolinio aktyvumo sumazéjima iki 62,16 +1,07 %,
0 po 72 val. — iki 46,4 + 1,35 %. Toks zoledronato slopinamasis poveikis hFOB 1.19 Iasteléms
nustatytas ir J. H. Kim ir kity mokslininky straipsnyje: ,,Flavanoidy sukeltos autofagijos apsauginis
poveikis bisfosfonaty paveiktiems osteoblastams*. Lastelés buvo paveiktos zoledronatu ir inkubuotos
24-72 val. Po 24 valandy zoledronatu (0—100 uM) apdoroty lasteliy gyvybingumas nepasikeité, po
48 val. gyvybingumas reik§mingai sumazéjo — iki 67,7 % (50 uM) ir 48,5 % (100 uM), 0 po 72 val.
— atitinkamai 47,4 % (50 uM) ir 29,3 % (100 uM). Sie rezultatai rodo, kad zoledronatas yra
citotoksiskas osteoblastams [125].

Be to, matomas didesnis zoledronato poveikis metaboliniam aktyvumui lyginant su alendronatu,
pavyzdziui, 100 uM koncentracijos zoledronatas po 72 val. inkubacijos slopino osteoblasty
metabolinj aktyvuma net iki 28,86 + 1,01 %, kai tuo tarpu alendronatas po tokio pat laiko — iki 56,02
+ 1,83 %. Tai tik jrodo didesnj zoledronato citotoksiskuma lyginant su alendronatu [122].
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Statistinés analizés rezultatai atskleidé, kad hFOB 1.19 Igsteliy, paveikty alendronato preparatais
(5-100 puM) tiek po 48 val., tiek po 72 val., gyvybingumas statistiskai reikSmingai sumazéjo lyginant
su bisfosfonaty neveiktomis lgstelémis (kontrole). Tuo tarpu osteoblasty, paveikty zoledronato
preparatais (5-100 uM), gyvybingumas statistiSkai sumazé&jo po 72 val. inkubacijos lyginant su
kontrole. Tarp skirtingy bisfosfonaty grupiy, pastebétas statistiskai reikSmingas osteoblasty
gyvybingumo nuslopinimas po 72 val. poveikio su zoledronatu, lyginant su kontrole.

Nustacius, kaip kinta hFOB 1.19 lasteliy gyvybingumas laike, priklausomai nuo bisfosfonaty
koncentracijos terpéje, buvo iStirta, kaip metabolinis aktyvumas priklauso nuo Igsteliy tankio
iSbandant Sulinéliui tenkanciy lasteliy skai¢ius 2500-7500 ribose. Eksperimentai atlikti naudojant
skirtingy koncentracijy alendronato ir zoledronato preparatus, taikant tuos pacius laiko intervalus.
Nustatyta, kad Igsteliy tankis didelés reikSmés neturéjo tyrimo rezultatams (rezultatai nepateikiami),
tad tolimesniuose tyrimuose likta prie pradinio tirto lasteliy skai¢iaus — 2500 viename Sulinélyje.

Atlikus rezultaty analize, nuspresta osteonekrozés modelyje in vitro toliau taikyti 5 uM bisfosfonaty
koncentracijg ir veikti Igsteles 48 val. Si bisfosfonaty koncentracija, inkubacijos laikas pasirinkti, nes
osteoblasty gyvybingumo procentas buvo apie 70 %. Pagal 1ISO 10993-5, lasteliy gyvybingumo
slopinimas 80-60 % rodo silpng citotoksiSkumg [126]. Tad tai tinkamas modelis tyrinéti
regeneracijos potencialg in vitro.

3.2. Egzosomy iSskyrimas ir identifikavimas

Antrasis Sio projekto uzdavinys buvo iSskirti riebalinés kilmés kamieniniy lasteliy egzosomas ir jas
identifikuoti. Buvo isskirti trys ASC/TERTI1 lasteliy egzosomy méginiai; kiekviename i$ jy
dinaminés sklaidos metodu buvo nustatytas daleliy dydis ir daugiafunkciniu ploksteliy skaitytuvu
spektrofotometriniu rezimu — baltymo kiekis. Gauti daleliy dydzio ir pasiskirstymo rezultaty
duomenys pateikiami 18 pav.
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18 pav. ASC/TERT1 lasteliy egzosomy dydZio procentinis pasiskirstymas. Grafike matomi daleliy dydziy
matavimo duomenys isreiksti procentais. | kiuvete jpilta iSskirto egzosomy méginio ir matuota su dinaminés
Sviesos sklaidos Zetasizer analizatoriumi. Rezultatai perteikti per SigmaPlot 13.5 programg.
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IS diagramos matyti, kad daleliy dydis svyruoja nuo 78,82 iki 255 nm. Literatiros duomenimis
egzosomy daleliy dydis yra 30-200 nm ribose [90]. Taciau dinaminés Sviesos sklaidos Zetasizer
analizatorius rodo ir didesnes daleles (220,2-255 nm), kurios nepriskiriamos egzosomoms. Todél
galime numanyti, kad §ias paSalines daleles nevisiSkai pasalino 0,22 um dydzio filtrg. Vis délto
didzioji daleliy procentiné dalis patenka j egzosomy priskiriamas ribas, todél galima spresti, kad
butent Sios dalelés ir yra ASC/TERT]1 i$skirtos egzosomos.

Toliau buvo vertintas bendras egzosomy baltymo kiekis, nustatytas Bradfordo metodu
spektrofotometriskai. Gautos trijy egzosomy méginiy koncentracijos: 0,442 mg/ml; 0,511 mg/ml ir
0,464 mg/ml. Tolimesniuose tyrimuose dirbta su $iais egzosomy preparatais.

3.3. Mezenchiminiy kamieniniy lasteliy egzosomuy poveikio osteoblasty metaboliniam
aktyvumui medikamentinés osteonekrozés in vitro modelyje tyrimas

Kitas Sio darbo uzdavinys buvo jvertinti kamieniniy Igsteliy egzosomy efektyvumg apsaugant
osteoblastus nuo bisfosfonaty alendronato ir zoledronato sukeliamy pazaidy. Siam uZdaviniui
igyvendinti buvo atlikti bisfosfonatais su ir be egzosomy paveikty hFOB 1.19 lagsteliy metabolinio
aktyvumo tyrimai. Rezultatai pateikti 19 — 20 pav.
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19 pav. Kamieniniy lgsteliy egzosomy reik§mé alendronatu veikiamy osteoblasty metaboliniam aktyvumui.
Absorbcijos intensyvumo duomenys, esantys grafike, isreiksti procentais, esant 1-10 pg / ml egzosomy
koncentracijai (kontrolé — 0 uM alendronato ir 0 ug / ml egzosomy, 100 %). Pateikiami 3 nepriklausomy

eksperimenty vidurkiai + standartiné nuokrypis, * Zymi statistinj patikimuma, lyginant su kontrole, kai

p <0,05; ** —kai p < 0,001; ~ Zymi statistinj patikimuma, lyginant su alendronatu veiktomis lgstelémis, kai

p < 0,001, # Zymi statistinj patikimuma, lyginant su alendronatu veiktomis lastelémis, kai p < 0,001.
Rezultatai analizuoti programiniu paketu SigmaPlot 13.5.
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I$ grafiko (zr. 19 pav.) matyti, kad paveikus osteoblasty Igsteles 48 valandas su 5 uM koncentracijos
alendronatu, gyvybingy lasteliy procentas buvo gerokai sumazéjes (76,35 + 2,073 %) ir statistiskai
reikSmingai skyrési nuo kontrolés. Paveikus osteoblastus alendronatu kartu su egzosomomis, didinant
egzosomy koncentracijg nuo 1 iki 10 pg / ml, lasteliy metabolinis aktyvumas tolydzio didéjo;
atitinkamai, 1 pg / ml gyvybingumga atstaté iki 92,64 + 1,09 %, 5 pg / ml — 99,3 + 3,14 %, 10 pg / mi
— 103,42 + 3 %. Tiek 5 ug / ml, tiek 10 pg / ml koncentracijos egzosomos pilnai atstaté osteoblasty
metabolinj aktyvumga iki kontrolés lygio. Panasus regeneracija skatinantis poveikis buvo aprasytas
Lu bei kity mokslininky, kurie nustaté, kad i riebaliniy kamieniniy lasteliy gautos egzosomos skatina
Zmogaus pirminiy osteoblastiniy lgsteliy dauginimasi ir diferenciacijg [127]. Kamieniniy lgsteliy
egzosomos gali stimuliuoti kaulo regeneracijg ne tik tiesiogiai, bet ir skatindamos kity lasteliy veikla.
Pavyzdziui, nustatyta, kad isskirtos i§ riebaliniy kamieniniy lasteliy egzosomos skatina tiek in vitro,
tiek in vivo angiogeneze [128]. Taigi, egzsosomy terapija gali padéti apriipinti kaulinj audinj krauju,
taip pagerinant medziagy apykaitg ir pagreitinant gijimo procesg osteonekrozés atveju.

Idomu, kad veikiant lasteles egzosomomis be bisfosfonaty, jy suminis metabolinis aktyvumas buvo
nedaug, taciau reikSmingai mazesnis, negu kontroliniy pavyzdziy ir sieké nuo 92,07 £ 2,19 % iki
91,83 + 1,04 % kontrolinés vertés. Tai leidzia manyti, kad egzosomos gali lemti lasteliy
persitvarkymus, susijusius su metabolizmo pokyciais. Gali biiti, kad €gzosomos inicijuoja osteoblasty
diferenciacija ar dediferenciacija, bet S$iai hipotezei jrodyti reikalingi detalesni energetinio
metabolizmo tyrimai.

Laboratorinése ziurkése sukurtuose in vivo osteonekrozés modeliuose riebalinio tipo kamieniniy
lasteliy egzosomos stimuliavo trabekulinio kaulo tankio didéjima, osteocity bei proliferaciniy lasteliy
skaiciaus didéjima, bei slopino apoptozine [129]. Tuo tarpu in vitro tyrimuose egzosomos, isskirtos
i§ zmogaus riebalinio tipo kamieniniy lgsteliy, Sustiprino zmogaus kauly ¢iulpy mezenchiminiy
kamieniniy lasteliy migracijg, proliferacija ir osteogening diferenciacijag [130].
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20 pav. Kamieniniy Igsteliy egzosomy reik§mé zoledronatu veikiamy osteoblasty metaboliniam aktyvumui.
Absorbciniai matavimo duomenys, esantys grafike, iSreiksti procentais, esant 1-10 pg / ml egzosomy
koncentracijai (kontrolé — 0 uM zoledronato ir 0 pug / ml egzosomy, 100 %). Pateikiami 3 nepriklausomy
eksperimenty vidurkiai + standartiné nuokrypis, * Zymi statistinj patikimuma, lyginant su kontrole, kai
p < 0,05; **, kai p < 0,001; ~ Zymi statistinj patikimuma, lyginant su zoledronatu veiktomis Igstelémis, kai
p <0,001, # Zymi statistinj patikimuma, lyginant su zoledronatu veiktomis lgstelémis, kai p < 0,05.
Rezultatai analizuoti programiniu paketu SigmaPlot 13.5.

Pateiktame grafike (zr. 20 pav.) matoma, kad po dviejy pary inkubacijos su 5 uM koncentracijos
zoledronatu osteoblasty gyvybingumas (69,29 + 1,53 %) statistiskai reik§mingai skyrési lyginant su
kontrole. Osteoblasty paveikty skirtingy egzosomy preparatais gyvybingumas statistiskai reikSmingai
skyrési lyginant su osteoblasty, paveikty zoledronatu, gyvybingumu. Taip pat pastebéta, kad hFOB
1.19 lasteliy gyvybingumas, veikiant ir zoledronato, ir egzosomy méginiais, statistiSkai reikSmingai
padidéjo lyginant su zoledronato veiktomis osteoblasty lastelémis ir sieké iki 95 % nepaveiktos
kontrolés lygio.

Lyginant alendronato ir zoledronato poveikj osteoblastams, pastebéta, kad zoledronatas intensyviau
slopina osteoblasty gyvybingumg ir jo sukeliamas pazaidas egzosomos sumazina silpniau, lyginant
su alendronatu. Zoledronato preparatas (5 uM) slopina osteoblasty gyvybinguma iki 69,29 + 1,53 %,
tuo tarpu alendronatas — tik iki 76,35 = 2,073 %. Desimties pg / ml egzosomos alendronato paveikty
osteoblasty metabolinj aktyvumg atstato pilnai, o zoledronato paveikty osteoblasty metabolinj
aktyvumg tik 1§ dalies — jis iSlicka 10 % mazesnj lyginant su kontrole.
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3.4. Osteoblasty, paveikty mezenchiminiy kamieniniy lasteliy egzosomomis, gyvybingumo
tyrimas

Dar papildomai osteoblasty gyvybingumas, veikiant didZiausia egzosomy koncentracija, buvo
vertintas dvigubu branduoliy dazymu fluorescenciniais dazais (Hoechst 33342 ir propidzio jodidu).
Sie du gyvybingumo analizés metodai vienas kitg papildo, nes spektrofotometriskai nustatomas
metabolinis aktyvumas visame Sulinélyje, taiau nezinome, ar metabolinis aktyvumas sumazéjo dél
lasteliy zaties, sulétéjusios proliferacijos ar sulétéjusio metabolizmo. Siekiant nustatyti, ar
alendronatas ir zoledronatas sukelia osteoblasty zitj, jy gyvybingumas buvo vertinamas branduoliy
dazymo metodu su fluorescenciniu mikroskopu. Gauti rezultaty duomenys pateikiami 21 ir 22 pav.

Kontrolé Lastelés + 5 uM alendronatas Lastelés + 5 uM zoledronatas

Lastelés + 10 pg / ml egzosomos Lastelés + 5 uM alendronatas + Lastelés + 5 uM zoledronatas +
10 pg / ml egzosomos 10 pg / ml egzosomos

21 pav. Dvigubo branduoliy dazymo metodu vertintas osteoblasty, paveikty bisfosfonatais ir egzosomomis,
gyvybingumas. Veikta 48 val. Vertintas gyvybingumas su fluorescenciniu mikroskopu. Nuotraukose matoma
meélyna spalva — gyvybingi Igsteliy branduoliai, raudona — zuvusiy. Rezultatai analizuoti ImageJ programiniu

paketu.
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I$ fluorescenciniy nuotrauky galime pastebéti, kad nekrozés budu Zzuvusiy lasteliy (raudoni
branduoliai) matyti visose nuotraukose, net kontrolés (21 pav. A). Panasiai nedaug Zuvusiy lgsteliy
pastebima egzosomy paveiktose lgstelése (zr. 21 pav. B dalj). Taip pat matoma, kad zZymiai padaugéjo
zuvusiy lgsteliy alendronato ir zoledronato poveikyje (zr. 21 pav. atitinkamai C ir E dalis) lyginant
su kontrole (zr. 21 pav. A dalj). Tuo tarpu bisfosfonaty ir egzosomy preparatais paveikty osteoblasty
gyvybingumas buvo didesnis lyginant su vien bisfosfonatais paveikty lgsteliy preparatais. Be to,
bisfosfonatais (ypa¢ zoledronatu) paveiktuose pavyzdziuose matyti, kad lgsteliy yra maziau,
padaugéje neuzpildyty ploty. Dvigubas branduoliy zyméjimas padeda aptikti nekrozés buidu Zuvusias
lasteles, taciau apoptozés biidu zuvusios lgstelés gali likti nepastebétos, nes jos suskyla iki apoptotiniy
kiiny, kuriuos gretimos lastelés fagocituoja, arba jie pereina pladuriuoti j lgsteliy terpé, kur
mikroskopuojant prie dugno prikibusias lgsteles yra nebeaptinkami. Dar viena apoptozés indikacija
yra tai, kad nuotraukose matomi susitrauke Sviesiai mélyni branduoliai su kondensuotu chromatinu,
kurie biidingi apoptozés budu ziistancioms Igsteléms. Be to, raudoni nekroziniai branduoliai taip pat
yra mazi, susitrauke — gali biiti, kad jy pradinis ziities kelias buvo apoptozé, taciau dél energetiniy
resursy trikumo Igstelés nesugebéjo Sio proceso uzbaigti ir Zuvo nekrozés budu. Literatiiros
duomenimis, alendronatas ir zoledronatas i$ tiesy gali sukelti osteoblasty apoptoze [131]. Vis délto,
tam, kad apoptoz¢e bty patvirtinta miisy modelyje, reikalingi tolimesni tyrimai jvertinant kaspaziy
aktyvumg ir fosfatidilserino pateikimg pagal Zyméto Aneksino V fluorescencija.

Toliau $iam darbe bisfosfonatais ir egzosomomis paveikty lasteliy gyvybingumas buvo jvertintas
kiekybiskai, suskai¢iuojant gyvybingy (mélyni branduoliai) ir Zuvusiy Igsteliy (raudoni branduoliai)
procentines dalis. Rezultatai pateikiami 22 pav.

120

100

-

o 1T ~
i
E 80 1 " = n —E—
m *
& == -
g I
'gm 60
)
=
£ 40 -
2
—

20

0 T T T T T T
Kontrolé ~ EXO AL AL+EXO  ZOL  ZOL+EXO

22 pav. Dvigubo branduoliy dazymo metodu vertinti gyvybingumo rodikliai, iSreiksti procentais, esant 5 pM
bisfosfonaty ir 10 pg / ml egzosomy koncentracijoms (kontrolé — 0 uM bisfosfonaty, 0 pg / ml egzosomy).
Veikta 48 val. Vertintas gyvybingumas su fluorescenciniu mikroskopu. Pateikiami 3 nepriklausomy
eksperimenty vidurkiai + standartinis nuokrypis, * Zymi statistiskai reikSmingg skirtuma lyginant su
kontrole, kai p < 0,001; ~ zymi statistiskai reikSmingg skirtuma lyginant su vien tik atitinkamu bisfosfonatu
paveiktu preparatu, kai p <0, 05; ~ zymi statistinj skirtuma tarp bisfosfonatais ir egzosomomis paveiktas
lasteles, kai p < 0, 05. Rezultatai analizuoti programiniu paketu SigmaPlot 13.5.
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Grafike, pavaizduotame 22 pav., matyti, kad nepaveikty osteoblasty (kontrolés) gyvybingumas buvo
96,14 + 1,01 %. Tuo tarpu alendronato ir zoledronato paveikty preparaty gyvybingumai statistiskai
reikSmingai skyrési atitinkamai 70,1 + 1,24 % ir 67,14 + 1,99 %, lyginant su neveikty lasteliy
gyvybingumu. Egzosomy priedas statistiskai reikSmingai padidino gyvybinguma lyginant su
bisfosfonaty veiktais osteoblastais nuo 10 (zoledronato atveju) iki 12 % (alendronato atveju). O
paveikus ASC/TERT1 egzosomomis, pastebimas nedidelis statistiSkai nereik§Smingas gyvybingumo
sumazéjimas iki 89,9 + 2,45 %.

Lyginant metabolinio aktyvumo ir gyvybingumo rezultatus tarpusavyje nustatyta, kad osteoblasty,
veikty bisfosfonatais, metabolinis aktyvumas ir gyvybingumas statistiSkai reikSmingai sumazéjo
panasSiai lyginant su kontrole, vadinasi, metabolinio aktyvumo sumazéjimas buvo sglygojamas
lasteliy zities. PrestoBlue metabolizmo aktyvumo vertinimo metodu buvo nustatyta, kad egzosomy
preparatai statistikai reikSmingai sumazino lIgsteliy gyvybinguma iki 10 %, tuo tarpu, gyvybingumo
vertinimo fluorescencinés mikroskopijos metodu gauti rezultatai statistiSkai reikSmingo pokycio
neparodé. Tai leidzia manyti, kad kamieniniy lgsteliy egzosomy preparatai osteoblasty gyvybingumo
neveikia, taciau sukelia jy metabolizmo pasikeitimus.

Palyginus egzosomy poveikj bisfosfonaty sukeliamy pazaidy dydziui metabolizmo vertinant
aktyvuma ir gyvybingumg, nustatyta, kad paveikus Igsteles egzosomomis, tiek metabolinis
aktyvumas, tiek gyvybingumas statistiskai reikSmingai padidéjo. Tokiy kamieniniy lasteliy egzosomy
regeneracijos rezultaty ir buvo tikétasi. Zinoma, kad bisfosfonaty poveikyje padidéjes reaktyviy
deguonies riisiy (ROS) generavimas gali sukelti oksidacinj stresg ir taip skatinti osteoblasty apoptoze
[132]. O is riebalinio tipo kamieniniy lgsteliy i$skirtos egzosomos sumazina IL-1p sukeltg oksidacinj
stresg. Taip pat pastebétas egzosomy prieSuzdegiminis poveikis osteoblastams, mazinant IL-6 ir
TNFa reguliavima [133].

3.5. hFOB 1.19 lasteliy, paveikty bisfosfonaty ir egzosomuy preparatais, energetinio profilio
nustatymas

Yra duomeny, kad bisfosfonatai gali daryti jtaka lasteliy energetiniui metabolizmui ir sukelti apoptoze
nuo mitochondrijy funkcionalumo priklausancéiu keliu [134]. Todél vienas i§ Sio darbo uzdaviniy
buvo istirti, ar bisfosfonatai paZzeidZia osteoblasty mitochondrijy funkcijas ir jei taip, ar nuo Siy
pazaidy gali apsaugoti kamieniniy lasteliy egzosomos. Gauti rezultaty duomenys pateikiami
23 ir 24 pav.
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23 pav. Mitochondrijy aktyvumo nustatymas, esant 5 uM bisfosfonaty ir 10 ug / ml egzosomy
koncentracijoms (kontrolé — 0 uM bisfosfonaty, 0 pug / ml egzosomy). Veikta 48 val. Vertintas
gyvybingumas su Seahorse analizatoriumi. Pateikiami 3 nepriklausomy eksperimenty vidurkiai +
standartinis nuokrypis, * Zymi statisti$kai reikSminga skirtuma lyginant su kontrole, kai p < 0,001; * Zymi
statistinj skirtumg lyginant su egzomomy paveiktomis Iastelémis, kai p < 0, 01, # Zymi statistiSkai
reik§mingg skirtuma lyginant su egzosomy paveiktomis lastelémis, kai p < 0,001. Rezultatai analizuoti
programiniu paketu Wave.

Kaip matome 23 pav., abu tiriami bisfosfonatai zenkliai sumazino mitochondrijy kvépavimo
(deguonies sunaudojimo) greit] — tick alendronatu, tiek zoledronatu paveiktuose pavyzdziuose jis
tesické vos 13 procenty kontrolés aktyvumo. Kai terpéje kartu su alendronatu kartu buvo ir
egzosomos, deguonies suvartojimo greitis reikSmingai padidéjo iki 29 procenty kontrolés aktyvumo.
Nuo zoledronato sukeliamy mitochondrijy paZaidy kamieniniy lasteliy egzosomos apsaugojo dar
efektyviau — kvépavimo greitis Siuose pavyzdziuose pakilo iki 41 procento kontrolés lygio. Vis délto,
kamieniniy lgsteliy egzosomos apsaugojo osteoblasty mitochondrijas tik i§ dalies, nes kvépavimo
greitis bisfosfonatais ir egzosomomis kartu paveiktuose pavyzdziuose isliko gerokai maZesnis negu
nepaveiktose kontrolinése lgstelése. Kamieniniy Igsteliy egzosomy preparatai reikSmingo poveikio
osteoblasty mitochondrijy funkcijoms neturéjo.
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24 pav. Glikolizés aktyvumo nustatymas, esant 5 uM bisfosfonaty ir 10 ug / ml egzosomy koncentracijoms
(kontrolé — 0 uM bisfosfonaty, 0 pug / ml egzosomy). Veikta 48 val. Vertintas gyvybingumas su Seahorse
analizatoriumi. Pateikiami 3 nepriklausomy eksperimenty vidurkiai = standartinis nuokrypis, * Zymi
statistiS$kai reik§mingg skirtumg lyginant su kontrole, kai p < 0,001. Rezultatai analizuoti programiniu paketu
Wave.

I§ grafiko (zr. 24 pav.) matyti, kad tiek tiriamas alendronatas, tiek zoledronatas Zzenkliai sumazino
glikolizes aktyvuma atitinkamai iki 22 ir 27 procenty lyginant su neveiktomis lastelémis. Taciau
kamieniniy lgsteliy egzosomy apsauginis poveikis nepastebimas, jos netgi parodé mazesng glikolizés
aktyvumo verte lyginant su bisfosfonaty veiktomis Igstelémis. Pastebéta, kad tiek veikty
bisfosfonatais, tiek papildomai stimuliuoty egzosomomis riig§téjimo vertés ne itin skyrési, tad galime
sakyti, kad preparaty poveikis glikolizei nenustatytas.
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ISvados

Veikiant osteoblastus skirtingy koncentracijy bisfosfonaty (alendronato ir zoledronato)
preparatais, buvo sukurtas osteonekrozés modelis in vitro. Nustatytas statistiSkai reikSmingai
citotoksiskai osteoblasty gyvybinguma veikiantis indikacijos laikas — 48 valandos ir bisfosfonaty
dozé — 5 uM.

I$ riebalinio tipo kamieniniy lasteliy i$skirty egzosomy méginyje 95 proc. daleliy buvo nuo 79 iki
190 nm dydzio, o tai atitinka literattiroje aprasyta egzosomy dyd;.

Kamieniniy Igsteliy egzosomos per 48 valandas reikSmingai padidina osteoblasty, paveikty
bisfosfonaty preparatais, metabolinj aktyvumag ir gyvybingumg. Egzosomos pilnai atstato
alendronato paveikty osteoblasty metabolinj aktyvuma, ir i$ dalies atstato osteoblasty, veikty
zoledronato preparatais, metabolinj aktyvuma.

Bisfosfonatai Zenkliai sumazina osteoblasty mitochondrinj ir glikolitinj aktyvumg. Kamieniniy
lasteliy egzosomos i§ dalies sumazina mitochondrijy pazaidas, taciau reikSmingo poveikio
glikolizés pazaidy dydziui neturi.
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