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TECHNIKOS SRITIS

ISradimas skirtas medicinos sriCiai, o konkrecCiai tai yra titaninis danty
implantas funkcionalizuotas mikro-RNR (miRNR) inhibitoriais, siekiant slopinti
uzdegimg apie implantg esanciuose audiniuose ir tokiu badu padidini implanto
prigijimo tikimybe, sumazinti implanto integracijos kaule laikg bei sumazinti papildomy

antibakteriniy sisteminiy preparaty poreikj.

TECHNIKOS LYGIS

UzZdegimas yra kompleksinis patofiziologinis imuniniy komponenty atsakas |
Zalingg veiksnj, siejamas su daugeliu ligy. Uzdegimo metu prie Igsteliy membranose
esanciy patogeny atpazinimo receptoriy (angl. pattern recognition receptor, PRR)
jungiasi patogeninés (bakterijy lipopolisacharidai, iSorinés membranos vezikulés,
fibrijos ir kt.) arba endogeninés kilmés molekulés (jvairis vidulgsteliniai baltymai,
aminorugstys, fosfolipifai ir kt.) (1). Ligando sgveika su PRR aktyvina signalo
perdavimo kelius, kurie reguliuoja skirtingus transkripcinius ir potranskripcinius
procesus. Branduolio veiksnys kapa B (angl. nuclear factor kappa light chain enhancer
of activated B cells, NF-kB) priklauso indukuojamuyjy transkripcijos veiksniy Seimai,
kurie neretai vadinami pagrindiniais Zmogaus uzdegimo mediatoriais (2). Uzdegimo
metu citoplazmoje esantys neaktyvis NF-kB baltymai atsijungia nuo slopinanciy
baltymy ir, pateke | Igsteliy branduolj, prisijungia prie specifinés DNR srities bei
paskatina geny taikiniy transkripcijg. Tai lemia uzdegiminiy citokiniy (IL-1, IL-2, IL-6,
IL-8, IL-12, TNF-a), chemokiny (MCP-1, IL-18, RANTES, MP-2, CXCL1, CXCL10),
anti-apoptoziniy veiksniy, adhezijos molekuliy produkcijg (3). TNF-a, IL-18, MCP-1 bei
kity uzdegiminiy citokiny ir chemokiny kiekio padidéjimas lemia imuniniy Igsteliy
migracijg | pazeidimo vietg, imuniniy Igsteliy diferenciacijg bei uzdegimo skatinima.
Tiek uzdegime dalyvaujanCiy mediatoriy, jskaitant NF-kB, uzdegiminiy citokiny,
chemokiny, PRR, tiek ir imuniniy Igsteliy veikla yra nuolatos reguliuojama molekuliy
tarpusavio teigiamaisiais ir neigiamaisiais grjztamaisiais rySiais, o uzdegimo
mediatoriy kiekis turi jtakos viso organizmo homeostazei. Daugelis ligy, ypac
autoimuninés ir létinés uzdegiminés ligos, siejamos su uzdegimo mediatoriy
disbalansu ir neefektyviu mazo intensyvumo létiniu uzdegimu (4). ISbalansuoto

uzdegiminio elemento identifikavimas ir jo aktyvumo korekcija yra viena efektyviausiy
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uzdegiminiy ligy gydymo strategijy. Pavyzdziui, autoimuniniy ligy (reumatoidinio
artrito, ankilozinio spondilito ir kt.) gydymui taikoma terapija monokloniniais antikdniais,
besijungianciais specifiSkai su TNF-a ir efektyviai slopinanciais uzdegimag (5). Visgi,
nepaisant teigiamy gydymo rezultaty, platy vaisto pritaikymag kasdieninéje praktikoje

riboja Salutiniy reakcijy daznis ir itin dideli vaisty gamybos kastai (6).

Viena daugiausiai zadanciy terapiniy alternatyvy Siuo metu naudojamiems
vaistiniams preparatams — epigenetinis geny raiSkos reguliavimas. Epigenetika
nagrinéja paveldimus geny funkcijos pokyc€ius, nesusijusius su DNR sekos pokydciais.
Vienas iS epigenetiniy reguliavimo mechanizmy yra miRNR. MiRNR yra
nekoduojanciy, viengrandziy RNR klasé. Subrendusi miRNR vidutiniSkai yra 22
nukleotidy ilgio bei iki 10 nm® dydZio. Siuo metu duomeny bazése uZregistruota
mazdaug 2500 miRNR, i$ kuriy validuota vir§ 1100 miRNR (7). MiRNR daugiausia
neigiamai veikia genus taikinius, slopindama tolesne specifiniy informaciniy RNR
transliacijg bei baltymy sinteze. MiRNR reguliuoja apie 30 % baltymus koduojanciy
geny veiklg bei tokiu badu prisideda prie daugelio fiziologiniy ir patologiniy procesy (8).
MiRNR trikumas arba perteklius yra susijes su atitinkamy baltymy sintezés pokyciais,
del to miRNR itin placiai tiriamos jvairiy bukliy diagnostikai. Tuo tarpu naudojant
sintetines miIRNR (angl. mimic) arba miRNR antagonistus (miRNR inhibitorius) galima
koreguoti endogeniniy miRNR koncentracijg, kuri lemia pakitusig tiksliniy baltymy
sinteze. Itin mazas mMiRNR molekulés dydis, mazas sisteminis toksiSkumas ir
nepageidautiny reakcijy skai€ius, nedideli gamybos kastai bei didelis potencialas
moduliuoti organizmo homeostaze yra susijes su tuo, kad miRNR laikoma itin
perspektyviu terapiniu preparatu jvairiems véziniams susirgimams, autoimuninéms

ligoms ir Iétinéms uzZdegiminéms bukléms gydyti.

Viena labiausiai paplitusiy létiniy uzdegiminiy ligy yra periodontitas. Tai
infekciné liga, apibadinama jungiamojo audinio uzdegimine destrukcija, dél kurios
netenkama periodonto jungties ir rezorbuojasi alveolinis kaulas. Periodontito daznis
gali siekti 10—-70 % populiacijos ir didéja proporcingai gyventojy amziui — nustatyta, kad
70 % vyresniy nei 65 mety gyventojy serga periodontitu (9,10). Periodontitas
patogenetiSkai beveik identiSkas uzdegimui apie danty implantg, vadinamu
periimplantitu (11). Periimplantito paplitimas taip pat itin didelis — nustatomas 10-20
% asmeny turin€iy danty implantus (12). Periodontito ir periimplantito atveju aplinkiniy

audiniy destrukcija vyksta dél uzdegiminés osteoklasty aktyvacijos. Osteoklastai
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sudaro 1-2 % kaulo Igsteliy. Osteoklastai kyla i hemopoetiniy mieloidiniy Igsteliy, i$
kuriy taip pat formuojasi monocitai, makrofagai ir dendritinés Igstelés. Nediferencijuoti
osteoklasty pirmtakai aptinkami kauly Ciulpuose bei kraujyje. Vienbranduolio
osteoklasto pirmtako diferenciacija j daugiabranduolj aktyvy osteoklastg reguliuojama
daugelio sisteminiy ir vietiniy citokiny, i kuriy iSskiriami du pagrindiniai veiksniai: M-
CSF (angl. macrophage colony-stimulating factor) ir RANKL (angl. receptor activator
of nuclear factor kappa-B ligand). Pagrindiné M-CSF paskirtis — didinti osteoklasty
pirmtaky kiekj, tuo tarpu RANK ligandas aktyvuoja NF-kB signalinj kelig ir paskatina
vienbranduoliy osteoklasty pirmtaky jungimasi j daugiabranduolius osteoklastus bei
nulemia osteoklastams specifiniy geny aktyvacijg, tokiu bldu paskatindamas

funkciSkai aktyviy osteoklasty susiformavimg ir kaulo rezorbcijg.

Nustatyta, kad uzdegimo intensyvumui periodonto audiniuose bei osteoklasty
diferenciacijai didele jtakg daro kelios deSimtys pakitusios raiSkos miRNR (13). Keletas
diagnostiniu ir terapiniu pozitriu perspektyviy miRNR: miR-146a, miR-140, miR-145,
miR-218, miR-34a, miR-223, miR-142-3p, miR-148a.

Periodonto patogeny lipopolisacharai jungiasi su membranoje esanciais
patogeng atpazjstanciais receptoriais ir aktyvuoja NF-kB, o tai paskatina miR-146a
raiskg. MiR-146a jungiasi prie membranos receptoriy ir tokiu bladu slopina tolesne NF-
KB aktyvacijg bei Siuo neigiamu grjztamuoju rySiu stabdo uzdegimo propagacijg (14).
MiR-146a slopina reaktyviy deguonies formy susidaryma, IL-13, IL-6, IL-8 bei TNF-a
raiSkg bei makrofagy chemotaksj (15, 16). SumaZzéjusi miR-146a raiSka siejama su
patologine kaulo rezorbcija (17). Eksperimentiniu bidu padidinta miR-146a
koncentracija reikSmingai sumazina uzdegimine reakcijg periodonto audiniuose (18),
0 miR-146a trGkumas siejamas su didesne rizika sirgti uzdegiminémis bei imuninémis
ligomis — RA, sistemine raudonaja vilklige, psoriaze ir osteoartritu (19). Fushimi ir Kiti,
2018 m. nustaté, jog miR-140 dalyvauja osteoblasty diferenciacijos procesuose,
moduliuodama Wnt3 ir TGFB3 signalinius kelius (20). Tuo tarpu yra Zinoma, kad miR-
145 slopina IL-6 ir IL-8 raiSkg bei mazina IL-1B paskating membrany degradacijg (21,
22). Eksperimentinis miR-145 kiekio padidinimas slopina makrofagy diferenciacijg,
infiltracijg ir bendrg uzdegimo intensyvumg (23). Yra nustatyta, kad miR-218 slopina
TNF receptoriy ir NF-kB signalinio kelio aktyvumg ir neigiamai veikia osteoklasty
diferenciacijg bei mazina kaulo rezorbcijg (24). MiR-34a slopina osteoklastams

specifiSko augimo veiksnio Tqgif2 (angl. transforming growth factor-beta-induced factor
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2) raiSkg ir mazina osteoklasty aktyvacijg per RANKL signalo slopinimg (25). Keletu
tyrimu nustatytas miR-223 raiSkos padidéjimas burnos gleivinés audiniuose sergant
periodontitu (26). MiR-223 turi jtakos chemokiny (CXCL2, CCL3), interleukiny (IL-6)
kiekiui ir neutrofily infiltracijai j létinio uzdegimo zidinj (27). MiR-142-3p kiekio
padidéjimas slopina monocity diferenciacijg j makrofagus bei dendritiniy Igsteliy
diferenciacijg j osteoklastus. Tokiu bidu miR-142-3p slopina 3 pagrindiniy osteoklasty
pirmtaky (monocity, makrofagy ir dendritiniy Igsteliy) virtimg osteoklastais (28). MiR-
148a reikSmingai padidéja M-CSF ir RANKL induokuotos osteoklastogenezés metu.
Peléms su sumazéjusiu kauly tankiu skiriant miR-148a antagonistg buvo slopinama

kaulo rezorbcija ir atstatytas fiziologinis kauly tankis (29).

Keletas in vitro tyrimy nagrinéja miRNR pritaikymg siekiant paskatinti
efektyvesnj kaulinio audinio formavimasi apie danty implantus (30-34). Titaniniy danty
implanty funkcionalizavimui buvo naudojami jvairis perneSimo sistemy ir miRNR
deriniai: titano pavirSiaus anodizavimas ir sujungimas su miR-122 (30), miR-21 (31),
miR-21 kartu su antimiR-138 (32), taip pat pavirSiaus padengimas kalcio jonais ir
sujungimas su anitmiR-138 (33) bei aukso nanodaleliy ir PLGA (angl. polylactic-co-
glycolic acid) sujungimas su antimiR-204 (34). Siuose in vitro tyrimuose buvo
naudojamos kauly Ciulpy bei Zmogaus mezenchiminés kamieninés Igstelés bei buvo
vertinama geny, miRNR ir baltymy ekspresijos pokyciai: alkalininés fosfatazés (ALP),
kaulo morfogeninio baltymo (BMP), kolageno (COL1 ir COL3), osteokalcino (OCN),
osteopontino (OPN) ir kt. Modifikuoti danty implantai neturéjo citotoksinio poveikio bei
paskatino osteogeniniy geny ekspresijg ir kauline mineralizacijg (30-34). Daugelyje
minéty tyrimy efektas vertintas ne véliau nei po 14 d., tai galimai susije miRNR irimu
dél fermenty poveikio (pvz.: nukleaziy). Tuo tarpu Zhang Y. ir kiti, pateiké jvairiy
biosuderinamy implanty (danty implanty, kauliniy implanty, Sirdies ir kraujagysliy
stenty) pavirSiaus modifikavimo metodikg naudojant chitosano gelio sujungimg su
titaniniu implantu per elektrostatine sgveikg (CN104018199). Chitosano gelis gali bati
suriStas su jvairia biologine medziaga — siRNR, miRNR, DNR. Kitas Zhang Y. ir kt.,
patentuotas metodas apima biologinés medzZiagos (siRNR, miRNR) jungimg su
biosuderinamais titaniniais implantais per pavirSiaus oksidavimg ir miRNR
inkapsuliavimg liposomose (CN102579145). Dar vienas tyréjy grupes iS Kinijos
patentas apra$o hidrogelio pagalba atliekamg miRNR sujungimg su danty implantais
(CN107837243).
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Aprasytuose straipsniuose ir patentuose néra konkretizuojama, kaip miRNR
yra apsaugoma nuo nukleaziy — fermenty ardanciy nukeino ragstis, jskaitant ir miRNR.
Zinoma, kad organizmo endonukleazés ir egzonukleazés ardo neapsaugotas miRNR
ir tokiu badu mazina jy efektyvumg. CN102579145, CN104018199 patentuose
aprasoma metodika apima siRNR sujungimg su danty implantais. SiRNR yra
dvigrandé egzogeninés kilmés molekulé, prieSingai nei viengrandé endogeniné
miRNR. SiRNR panaudojimas gali sumazinti aplinkiniy Igsteliy gyvybingumg iki 40
proc. (35). Taip pat, minétuose patentuose nekonkretizuojama, kokios mMiRNR
taikomos ir nekonkretizuojamas siekiamas efektas. Tuo tarpu, CN107837243 patento
paraiSkoje nurodomas miR-21 pritaikymas siekiant pagreitinti kaulinio audinio
kalcifikacijg. Minétuose straipsniuose apraSomas miR122, miR-21, miR-29b,
antimiR204 ir antimiR138 pritaikymas siekiant pagerinti implanty oseointegracijg

paskatinant osteogeniny geny transkripcijg (30-34).

ISRADIMO ESME

ISradimas yra titaninis danty implantas, funkcionalizuotas atrinkty mikro-RNR
inhibitoriy deriniu. Anti-miRNR oligonukleotidai slopina su uzdegimu susijusiy miRNR
raiSkg, todél uzdegimo lygis aplink implantg esandiuose audiniuose mazéja. Siekiant
uztikrinti Iétg ir tolygy nepazeisty miRNR inhibitoriy patekimg j Igsteles yra naudojamos
daugiasluoksnés liposomos. Muasy modifikuoti danty implantai padidina implanty
sukibimo tikimybe ir sutrumpina implanto integracijos | kaulg laika, taip uZtikrinant

sékmingg implantacija.

TRUMPAS PAVEIKSLY APRASYMAS

1 pav. Hierarchinis skirtingai iSreiksty miRNR grupavimas periodontito ir
kontroliniy danteny audiniy méginiuose: miRNR, aptiktos = 25% méginiy (A) ir miRNR,
reikSmingai iSjungtos (N = 177, FC = 1,5, P < 0,050) (B).

2 pav. Santykiné miR-140-3p, -145-5p, -146a-5p ir -195-5p raiSka danteny
audiniuose, jvertinta naudojant AT-kPGR. Pacienty, serganciy periodontitu (tik PD),
pacienty, serganciy ir PD, ir RA (PD + RA +), ir sveiky kontroliniy grupiy (KT),
palyginimas. Juodos linijos Zzymi mediang, * P <0,050, ** P <0,010.
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3 pav. Santykiné miR-140-3p, -145-5p, -146a-5p ir -195-5p iSraiSka danteny
audiniuose, surinktuose i$ pacienty, serganciy sunkiu periodontitu (PD, Il ir IV
stadijos) ir sveiky kontroliniy grupiy (KT). Juodos linijos zymi mediang, * P <0,050, ***
P <0,001.

4 pav. Santykiné miR-140-3p, -145-5p, -146a-5p ir -195-5p raiSka danteny
audiniuose, surinktuose iS periodontitu serganciy pacienty ir kontroliniy pacienty, ir
palyginta pagal periodontito jungties netekimo lygio (CAL) (A), kiSeniy zondavimo gylio
(PPD) (B), kraujavimo po zondavimo indekso (BOP) (C) ir kauly netekimo (BL) (D)
rodiklius. Juodos linijos Zymi mediang * P <0,050, ** P <0,010 ir *** P <0,001.

5 pav. Fluorescencinés mikroskopijos vaizdai: liposomy su NBD-Chol, jterpty
j a) TiO2 nanovamzdeliy pavirSius ir b) polietileniminu modifikuotus TiO2

nanovamzdeliy pavirsius.
6 pav. miRNR inhibitoriy, iterpty j liposomas, UV/Vis spektrai.

7 pav. Lasteliy kultivavimo plokstelés schema, iliustruojanti poveikio lgsteléms
variantus. Skirtingi pilkos spalvos atspalviai atspindi skirtingas transfekcijai naudojamy

miRNR (miR) inhibitoriy koncentracijas. NK — neigiama kontrolé.

8 pav. Lasteliy kultivavimo plokstelés schema, iliustruojanti poveikio Igsteléms
variantus. | — titano diskai lygiu pavirSiumi, nesujungti su liposomy ir miR inhibitoriy

kompleksu, Il — perforuoti diskai, nesujungti su liposomy ir miR inhibitoriy kompleksu.

ISSAMUS ISRADIMO APRASYMAS

Sio tyrimo tikslas buvo i$analizavus miRNR raiskg PD paveiktuose ir
sveikuose danteny audiniuose atrinkti PD specifines miRNR bei panaudojus

atitinkamus inhibitorius jvertinti Siy miRNR raiSkos pokycius in vitro ir in vivo sistemose.

RNR iSskyrimas

UzSaldyti danteny audiniai buvo trinami iki smulkiy milteliy. Visuminé RNR
gryninta naudojant Trizol™ (Invitrogen, TFS, JAV) reagentg, remiantis gamintojo

protokolu. ISgryninta RNR saugoma —80 °C temperatiroje.

RNR i$ Igsteliy kultdry meéginiy buvo skiriama, naudojant miRNeasy Mini Kit



LT 6975 B

(Qiagen) rinkinj, remiantis gamintojo protokolu. Po tripsinizavimo etapo ant Igsteliy
buvo pilama QIAzol® lizés reagento (Qiagen) ir inkubuojama 5 min. Po inkubacijos
uzneSama 200 pL chloroformo ir inkubuojama dar 2-3 min. Kaip RNR gryninimo,
kopijinés DNR (kDNR) sintezes ir kiekybinés polimerazinés grandininés reakcijos
(kPGR) efektyvumo kontrolé buvo naudojama 25 fmol sintetinés miRNR — cel-miR-39.
ISgryninta RNR buvo laikoma —80 °C temperatiroje. RNR koncentracija ir kiekybiniali
parametrai buvo vertinami NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, JAV) spektrofotometru
bei Qubit 4 (Invitrogen) fluorometru.

Visuminé miRNR raiskos analizé miRNR mikrodalelémis

IS viso Siame etape iStirta 16 danteny audiniy. Trumpai, 100 ng visuminés RNR
buvo maiSoma su kontroline sintetine miRNR Spike-In solution (Agilent Technologies,
JAV), defosforilinama, denatiruojama ir Zzymima 3-pCp cianinu, remiantis miRNA
Microarray System with miRNA Complete Labeling and Hyb Kit (Agilent Technologies)
protokolu. Zyméti méginiai tuomet buvo dZiovinami koncentratoriuje, resuspenduojami
ir 20 val. hibridizuojami ant Human microRNA Microarray 8 x 60 formato gardeliy
hibridizavimo krosnyje 55 °C temperatiroje. Geny raiSkos gardeliy plovimo rinkinio
buferiais nuplautos gardelés buvo nedelsiant skenuojamos Agilent SureScan skeneriu.
Gardeliy skenavimui ir analizavimui naudoti Sie programinés jrangos paketai: Agilent
Microarray Scan Control, Feature Extraction software v10.7 ir GeneSpring GX v14.9
(AT, JAV).

Kopijinés DNR (kDNR) sintezé

mMiRNR raiSkos analizei danteny audiniy méginiuose reikalinga kDNR buvo
sintetinama atvirkstinés transkripcijos (AT) reakcijos metu, naudojant TagMan®
MicroRNA Reverse Transcription Kit rinkinj ir specifinj RT Primer Pool pradmeny
miSinj, laikantis gamintojo rekomendacijy (Applied Biosystems (ABI), TFS). SumaiSius
ir nucentrifugavus visus reakcijai reikalingus reagentus, j 12 uL/1 AT reakcijos miSinio
reakcijg, buvo pridedama 3 uL (350 ng) visuminés RNR ir inkubuojama 5 min. AT
reakcija buvo atliekama termocikleryje 30 min 16 °C, 30 min 42 °C, 5 min 85 °C ir

pasibaigus reakcijai laikoma 4 °C temperatiroje.

kDNR sintezei lIgsteliy kultiros meginiuose buvo taip pat naudojamas
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TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit rinkinys, taCiau kiekvienam genui ir
kiekvienam meéginiui buvo atliktos atskiros KDNR reakcijos, besiskiriancios specifiSkais
smeigtuko formos miRNR pradmenimis (TagMan® MicroRNA Assay for miR-140-3p,
-145-5p, -146a-5p ir -195-5p; gamintojo kodai - atitinkamai 002234, 002278, 000468 ir
000494), remiantis gamintojo protokolu (viskas i§ ABI, TFS) (1 lentelé). | 3,5 pL/M
reakcijos misinio reakcijg pridedama 1,5 yL miRNR pradmeny ir 2,5 yL (1-10 ng)
visuminés RNR, centrifuguojama ir tuomet inkubuojama termocikleryje tomis paciomis
sglygomis, kaip apraSyta anksCiau. Susintetinta kDNR buvo iSkart naudojama

tolimesniuose tyrimo etapuose arba iki panaudojimo saugoma —20 °C temperatiroje.

1 lentelé. Tyrime naudojamy TagMan® Assays (Applied Biosystems, Thermo

Fisher Scientific, JAV) gamintojo kodai ir subrendusiy miRNR nukleotidy sekos.

MIiRNR pavadinimas | Kodas | Subrendusios miRNR nukleotidy seka
miR-140-3p 002234 | UACCACAGGGUAGAACCACGG
miR-145 002278 | GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU
miR-146a 000468 | UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU
miR-195 000494 | UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC

Kiekybiné atvirkstinés transkriptazés polimeraziné grandininé reakcija (AT-
kPGR)

Atrinkty miRNR raiSka didesnéje danteny audiniy méginiy imtyje buvo tiriama
naudojant pagal vartotojo uzsakymg pagamintas mazo tankio TagMan gardeles
(Customized TagMan® Low Density Arrays, ABI, TES). Jomis vienu metu galima tirti
16 miRNR raiskg 8 méginiuose, atliekant tris pakartojimus. Kiekvienam méginiui buvo
ruoSiamas atskiras reakcijos misinys, sudarytas iS 2 x TagMan™ Universal Master Mix
I, No AmpErase UNG, vandens be nukleaziy ir KDNR. 100 yL buvo suleidziama j
paruostos gardelés uzpildymo rezervuarg ir centrifuguojama 2 min 2000 rpm greiciu.
Tuomet uzsandarintos gardelés buvo patalpinamos j ViiA7 ™ Real-Time PCR sistemg
ir naudojant ViiA 7 Software v1.2 programine jrangg (viskas iS ABI, TFS) paleidziama
programa gamintojo nurodytu temperaturiniu rezimu: 2 min 50 °C, 10 min 95 °C, 40
cikly po 15 s 95 °C ir 1 min 60 °C temperatiroje.

Tiriant miRNR raiskg Igsteliy kultGry méginiuose galutinj vienos reakcijos tarj
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(20 pL) sudaré 2 x TagMan™ Universal Master Mix Il, No AmpErase UNG, 20 %
TagMan™ MicroRNA Assay (abu i$ ABI, TFS), 1,33 uL kDNR ir vanduo be RNaziy,
remiantis gamintojo rekomendacijomis. Kiekviena miRNR buvo tiriama atliekant tris
pakartojimus. TarSos nustatymui naudojama kontrole, kai vietoj meginio jneSamas
vanduo (angl. no-template control, NTC). Paruosta plokstelé trumpai
nucentrifuguojama ir perkeliama | prietaisg. Reakcija buvo atliekama, naudojant
anksciau iSvardintus prietaisg, programine jrangg ir temperaturinj rezima, cikly skaiciy

treCiajame zingsnyje padidinant iki 50.

Gauti duomenys buvo analizuojami naudojant SPSS v.20.0 (IBM, Armonk, NY)
ir GenEx v.7.0 (MultiD Analyzes AB, Svedija) programiniy jrangy paketus. miRNR
raiSkos duomenys buvo normalizuojami pagal sintetine kontrole cel-miR-39.
Normalizuoti ir j logaritmine skale (log2) konvertuoti jverciai buvo analizuojami AACt
metodu. miRNR raiSkos analizei tarp tiriamyjy grupiy bei pagal Klinikinius-patologinius,
tiiamajg ligg modifikuojancius ir demografinius rodiklius taikytas Stjudento t testas.
Skirtumai laikyti statistiSkai reikSmingais, kai P reikSmeingumo rodiklis buvo <0,050, o
FC=21,5.

Visuminés miRNR raiSkos tyrimas danteny audiniuose

Visuminei miRNR raiSkos analizei buvo pasirinkta 16 danteny audiniy meginiy,
surinkty i PD serganciy (PD+) (N=8) ir PD neserganciy (PD-) (N=8) asmenuy. |15 2569
mikrogardelémis tirty miRNR, tolesnéje analizéje buvo naudojamos 760 miRNR, kuriy

raiSka vyko 225 % méginiy. (1A pav.).

Palyginus PD paveiktus audinius su periodontologiskai sveikais danteny
audiniais (PD+ vs. PD-) nustatytos 177 pakitusios raiSkos miRNR (1B pav.).

Daugiau negu 2 kartus padidéjusi raiSka buvo nustatyta 140 (79,1 %) miRNR
atveju, jskaitant miR-30a-5p, -125a-3p, -126-5p, -1273g-3p, -140-3p, -145-5p , -146a-
5p, -155-5p, -195-5p, -575, -630 ir -3917. Palyginus tik PD sergancius asmenis
(PD+RA—, N=4) su visiSkai sveikais asmenimis — kontroline grupe (KT, N=4), buvo
nustatyta 118 reikSmingai pakitusios raiSkos miRNR. Daugumos miRNR (N=77, 65,3
%) raiSka buvo padidéjusi (miR-140-3p, -550a-3-5p, -765, -1273g-3p, -3917 ir kt.), 0
41 (34,7 %) — sumazeéjusi (miR-1246, -210-3p, -375 ir kt.). Siekiant jvertinti miRNR

sgsajas su kitomis uzdegiminémis ligomis, buvo lyginami PD ir RA serganciyjy
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(PD+RA+, N=4) ir kontrolinés grupés asmeny danteny méginiai. Nustatyta, jog 22 i$
29 pakitusios raiSkos miRNR (miR-550a-3-5p, -140-3p ir -765) buvo padidéjusios

raiSkos.

Visuminés miRNR raiSkos analizés rezultatai taip pat buvo naudojami su PD
susijusiy miRNR identifikavimu RA serganciy ir reumatologiskai sveiky tiriamuyjy
grupése. miRNR atrinktos remiantis jy raiSkos pokyciu kartais, reikSmingumo rodikliu
P bei atsizvelgiant j galimg jy funkcijg autoimuniniy ir uzdegiminiy procesy
reguliacijoje. Labiausiai pakitusios raiSkos miRNR buvo atrinktos atlikus palyginimus
PD+ vs. PD—, PD+RA- vs. KT, ir PD+RA+ vs. KT, grupése. Devynios statistiSkai
reikSmingai pakitusios raiskos miRNR (miR-30a-5p, -125a-3p, -145-5p, -146a-5p, -
155-5p, -195-5p, -423-5p, -575 ir -630) buvo nustatytos atlikus PD+ vs. PD—ir PD+RA+
vs. KT grupiy palyginima. Be to, PD+ ir PD+RA- serganciyjy audiniuose identifikuotos
4 iSaugusios raiSkos miRNR (miR-126-5p, -195-5p, -1273g-3p ir -3917), palyginus
atitinkamai su PD— ir KT. ReikSmingai padidéjusios raiSkos miR-140-3p ir -765 buvo
nustatyta atitinkamai visose trijose minétose grupése bei PD+RA- vs. KT. Be to, miR-

140-3p ir -765 raiSka buvo reikSmingai padidéejusi ir PD+RA+ grupéje, lyginant su KT.

Atsizvelgiant | visuminés miRNR raiSkos analizés rezultatus, tolesniam tyrimo
etapui buvo pasirinktos 15 miRNR: miR-30a-5p, -125a-3p, -126-5p, -140-3p, -145-5p,
-146a-5p, -155-5p , -195-5p, -423-5p, -550a-3-5p, -575, -630, - 765, -1273g-3p ir -3917.
Toliau, nustatyti pokyciai buvo validuojami didesnéje danteny audiniy méginiy imtyje
(N=80) AT-kPGR metodu.

MiRNR raiskos validavimas danteny audiniuose

AT-kPGR metodu istyrus 80 danteny audiniy méginiy nustatyta, kad dalis tirty
miRNR buvo reikdmingai susijusios su PD. Siame etape, kaip ir visuminés miRNR
raiSkos analizés atveju, tik PD serganCiy asmeny audiniuose (N=25), nustatyta
padidéjusi miR-145-5p ir miR-140-3p raiSka (atitinkamai FC=2,1, P<0,0001 ir FC=1,4,
P=0,019), palyginus su KT (N=25) grupe (2 pav.). Mikrogardeliy analizéje gautus
rezultatus atitiko ir iSaugusi miR-140-3p raiska (FC=1,5, P=0,017), kuri buvo nustatyta
palyginus PD+RA+ tiriamosios grupés audinius (N=23) su KT danteny audiniy
méginiais (2 pav.). Vis délto, miR-125a-3p ir miR-1273g-3p raiSka buvo sumazéjusi
(FC<-1,5; P<0,05) PD+RA+ vs. KT ir PD+ vs. PD- (N=32 vs. 48) lyginamosiose
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grupése. StatistiSkai reikSmingy miR-146a-5p raiSkos pokyCiy danteny audiniy

meéginiuose nustatyta nebuvo.

mMiR-145-5p ir miR-140-3p raiSka danteny audiniuose buvo reikSmingai
iSaugusi sunkia PD forma (Il ir IV stadijos) serganciy asmeny grupéje. Palyginus su
KT grupe, sunkia PD forma serganCiy asmeny grupéje nustatyta reikSmingai
padidéjusi miR-145-5p ir miR-140-3p raiSka (atitinkamai FC=2,2, P<0,001 ir FC=1,3,
P=0,026) (3 pav.), ir sumazéjusi miR-125a-3p raiSka (FC=2,2, P<0,001). ReikSmingai
pakitusi miR-145-5p raiSka buvo nustatyta sunkia PD forma serganciyjy danteny
audiniuose, palyginus su vidutinio sunkumo PD (Il stadija) serganciyjy asmeny
audiniais (FC=2,0, P=0,007). Atlikus vidutinio sunkumo PD vs. KT atvejy palyginimg
nustatyta statistiSkai reikSmingai iSaugusi miR-195-5p (FC=1,7, P=0,038) 1ir
sumazejusi miR-125a-3p (FC=-3,5, P=0,013) raiska.

patologiniais PD rodikliais, tokiais kaip CAL, PPD, BOP ir BL. Daugiau nei 2,2 karto
padidéjusi miR-145-5p raiSka (P<0,001) ir 1,6 karto sumazéjusi miR-3917 (P=0,022)
raiSka buvo nustatyta tiriamuyjy, kuriy CAL buvo 22,5 mm, atveju, palyginus su
asmenimis, kuriy CAL — <2,5 mm (4A pav.). MiR-145-5p raiSkos padidéjimas (FC=2,1,
P<0,001) danteny audinyje taip pat buvo nustatytas asmenims, kuriy PPD buvo =3
mm, palyginus su tiriamaisiais, kuriy PPD buvo <3 mm (4B pav.). Daugiau negu 2
kartus padidéjusi miR-145-5p (P<0,001) ir miR-140-3p (P=0,009) bei tiek pat karty
sumazejusi miR-125a-3p (P=0,001) raiSka nustatyta grupéje, kurig sudaranciy
tiriamyjy BOP buvo 233 % (4C pav.). MiR-145-5p (P<0,001) ir miR-140-3p (P=0,007)
raiSkos padidéjimas (4D pav.) bei miR-125a-3p sumazéjimas (P=0,001) buvo
nustatytas palyginus tiriamuyjy, kuriy BL rodikliai buvo 220 % ir <20 %, grupes.

Keturios miRNR — miR-140-3p, -145-5p, -146a-5p ir -195, kuriy raiSka danteny
audiniuose buvo iSaugusi labiausiai, buvo pasirinktos tolimesniems tyrimo etapams.
Minétos miRNR atrinktos remiantis raiSkos pokycCiu kartais lyginamosiose grupése,
potencialia jy funkcija uzdegiminiuose ar autoimuniniuose procesuose. Tolimesniems
in vitro ir in vivo eksperimentams buvo naudojami atrinkty miRNR inhibitoriai, kuriy

perkélimui j Igsteles buvo naudojamos daugiasluoksnés liposomos.



12

LT 6975 B

mMiRNR inhibitoriai

Mes pasirinkome ~100 nt ilgio, specifinj subrendusiy miRNR prisijungimg
uztikrinanCius stiebo-kilpos tipo inhibitorius. Tyrimo metu tiek transfekcijos, tiek
atvirkstinés transkripcijos etapuose buvo naudojamos tos pacios miRNR specifinés
sekos, tokiu badu uztikrinant specifiSkumg ir atkartojamuma. Misy tyrime naudojami
miRNA inhibitoriai yra komerciniai (TFS), todél yra patikrinti, sertifikuoti ir tinkami

naudojimui. ISsami informacija pateikta 2 lenteléje.

2 lentelé. Informacija apie naudojamas miRNR ir jy stiebo-kilpos (angl. stem-

loop) sekas
MiRNR | Inhibitoriaus | Subrendusios . . Vieta ,
hsa-miR- Kodas MIRNR seka Stiebo-kilpos seka chrgmosomOJe,
Build GRCh38
CACCUUGUCCUCACGGUCCA
GUCCAGUUU |GUUUUCCCAGGAAUCCCUUAG Chr.5:
-145-5p | MH11480 |[UCCCAGGAA |[AUGCUAAGAUGGGGAUUCCU | 149430646 -
UCCcCuU GGAAAUACUGUUCUUGAGGU | 149430733 [+]
CAUGGUU
UGUGUCUCUCUCUGUGUCCU
UACCACAGG |GCCAGUGGUUUUACCCUAUG Chr.16 -
-140-3p | MH12503 |GUAGAACCA |GUAGGUUACGUCAUGCUGUU | 69933081 -
CGG CUACCACAGGGUAGAACCACG | 69933180 [+]
GACAGGAUACCGGGGCACC
AGCUUCCCUGGCUCUAGCAG
UAGCAGCAC [CACAGAAAUAUUGGCACAGGG Chr.17 -
-195-5p | MH10827 |AGAAAUAUU |AAGCGAGUCUGCCAAUAUUGG| 7017615 -
GGC CUGUGCUGCUCCAGGCAGGG | 7017701 [-]
UGGUG
CCGAUGUGUAUCCUCAGCUU
UGAGAACUG [UGAGAACUGAAUUCCAUGGGU Chr.5 -
-146a-5p| MH10722 |AAUUCCAUG |UGUGUCAGUGUCAGACCUCU | 160485352 -
GGUU GAAAUUCAGUUCUUCAGCUGG| 160485450 [+]
GAUAUCUCUGUCAUCGU

miRNR inhibitoriy pateikimas naudojant pavirSiaus dengimo technologijg

MiRNR pateikimas naudojant pavirSiaus dengimo technologijg susideda iS
dviejy etapy: TiO2 pavirSiaus modifikavimo nanovamzdeliy matricomis bei miRNR

inhibitoriy inkorporavimo j liposomas. TiO2 nanovamzdeliy matricos buvo paruostos
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jmerkiant Ti folijg (99,9 % grynumo, 0,1 mm storio) j termostatuojamg stikline cele su
etilenglikoliu, 0,3 % NH4F (masés dalimi), 20 ml L't H20 ir anoduojant 30 min, 20 * 1
°C temperatiroje. Anoduojant titano folijg buvo naudojama 50 V jtampg ir dvi platinos
plokstelés, kaip katodai. Po proceduros meéginiai buvo kaitinami 2 valandas 450 ° C
temperatiroje, oro atmosferoje. Po Sios procedlros susidaré tolygas, tvarkingai
visame pavirSiuje pasiskirste TiO2 nanovamzdeliai, kur titano nanovamzdeliy
skersmuo yra tarp 100 ir 120 nm, o jy ilgis mazdaug 3 pym. Po to, TiO2 nanovamzdeliai
buvo modifikuojami polietileniminu, siekiant uzlaikyti liposomas nanovamzdeliuose bei
kontroliuoti jy iSsiskyrimg. Siekiant patikrinti liposomy jsiterpimg | TiO:2
nanovamzdelius, buvo naudojama fluorescenciné mikroskopija. Vienasluoksnés
liposomos su fluorescuojan€iu agentu — NBD-Chol ((22-(N-(7-nitrobenz-2-oksa-1,3-
diazol-4-il)amino)-23,24-Bisnor-5-Cholen-3B-0lis) buvo paruostos naudojant 10 nM
DOPC (1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocholino), Chol (Cholesterolio) ir 25 mM NBD-Chol
chloroformo tirpalus. 60 uyL DOPC, 40 uL Chol ir 1 pyL NBD-Chol buvo jpilti j
meégintuvélj. Po to, mégintuvélis su lipidais buvo garinamas 1 val. azoto dujy srovéje
siekiant pasalinti tirpiklj. Po 1h, meégintuvélyje susidariusi lipidiné plévelé buvo
uzpilama fosfatiniu buferiniu tirpalu (0,1 M NaCl ir 0,01 M NaH2PO4, esant pH 7,4) iki
norimos koncentracijos (1 mM) ir intensyviai maiSoma iki tol, kol ant mégintuvélio
sieneliy nebebuvo matyti lipidinés plévelés. Tada liposomy tirpalas buvo 21 kartg buvo
ekstruduojamas per 100 nm polikarbonato membrang, siekiant gauti liposomas, kuriy

dydis baty mazdaug 100 nm.

Liposomos, turinCios fluorescuojantj agentg, buvo inkubuotos 1 val.
polietileniminu modifikuoty ir nemodifikuoty TiO2 nanovamzdeliy pavirSiuje. Po
inkubacijos, TiO2 nanovamzdeliy pavirSius buvo nuplautas dideliu kiekiu buferinio
tirpalo ir po to atlikti matavimai, naudojant fluorescencinj mikroskopg. 5 paveikslo A
dalyje matyti, kad liposomy fluorescencija neuzfiksuota polietileniminu nemodifikuoty
TiO2 nanovamzdeliy pavirSiuje. TacCiau polietileniminu  modifikuoty TiO2

nanovamzdeliy pavirSiuje yra matoma akivaizdi liposomy fluorescencija (5B pav.).

] liposomas jterpti miRNR inhibitoriai

| liposomas jterpti miRNR inhibitoriai buvo paruosti naudojant 10 nM DOPC,
Chol chloroformo tirpalus ir 1 yM miRNR inhibitoriy vandeninj tirpalg. Pirma, 1,5 mM
liposomy tirpalas (molinis lipidy santykis buvo 60 % DOPC ir 40 % cholesterolio) buvo
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paruostas 1 valandg azoto dujy srovéje garinant norimg kiekj DOPC ir Chol lipidy
tirpalg. Po garinimo, susidariusi lipidiné plévelé buvo uzpilta buferiniu tirpalu (0,1 M
NaCl, 0,01 M NaH2PO4, esant pH 7,4) bei 1 yM miRNR inhibitoriumi ir maiSoma tol,
kol lipidiné plévelé nebebuvo matoma. Po to liposomy tirpalas 21 kartg buvo
ekstruduojamas per 100 nm polikarbonato membrang, siekiant gauti mazdaug 100 nm
liposomos dydj. Po ekstruzijos liposomy tirpalas kartu su miRNR inhibitoriais buvo
dializuojamas, naudojant dializés maiSelj (molekulinés masés riba 12-14 kDa).
Dializés maiSelis, kuriame buvo liposomy tirpalas su miRNR inhibitoriais buvo jleistas
j chemine stikline su buferiniu tirpalu (0,1 M NaCl, 0,01 M NaH2POa4, esant pH 7,4) ir
Svelniai maiSomas 48 valandas esant 4 °C temperatirai. Dializés procedira reikalinga
pasalinti j liposomy vidy nejsiterpusioms miRNR inhibitoriy molekuléms. Buferinio
tirpalo tdris buvo parinktas 1000 karty didesnis nei liposomy tirpalo taris. Buferinis
tirpalas taip pat buvo pakeistas po 24 valandy. Inhibitoriy jsiterpimg | liposomas
nustatymui buvo naudota UV/Vis spektroskopija, kuri parodo nukleino ragsc¢iy (DNR ir
RNR) absorbcijg, paprastai gaunant budingg smaile ties 260 nm bangos ilgiu. Po
liposomy dializés tirpalas buvo matuojamas naudojant UV/Vis spektroskopijg (kaip
fonas buvo naudojamos liposomos be miRNR inhibitoriy). 6 pav., matoma, jog tipiné
absorbcijos smailé pastebéta esant 260 nm bangos ilgiui. Tai rodo, miRNR inhibitoriy

yra jsiterpimg j liposomas.

BiologisSkai aktyviy liposomy efektyvumo vertinimas lgsteliy kulttroje

Siekdami funkciSkai jrodyti, kad pasirinkty miR-140-3p, -145-5p, -146a-5p ir -
195-5p inhibitoriai veikdami atitinkamy miRNR raiSkg lgstelése, slopina jy veikima,
atlikome miRNR raiSkos analize skirtingais agentais veiktose lgstelése, augintose ant
specialiy plastikiniy Igsteliy kulttry kultivavimo ploksteliy. Uzdegiminiais veiksniais
indukuotos mezenchiminés kamieninés Igstelés buvo kultivuojamos 24 Sulinéliy
plokstelése su auginimo terpe ir laikomos inkubatoriuje , kuriame palaikoma 37 °C
temperatira ir 5 % CO:2 koncentracija. Lastelés buvo veiktos (1) tik liposomomis, (2)
liposomy ir miRNR inhibitoriy kompleksu (lipofekcija), arba (3) nebuvo paveiktos
niekuo ir buvo naudojamos kaip neigiama kontrolé (NK). Lastelés buvo veikiamos
trimis skirtingomis miRNR inhibitoriy miSinio koncentracijomis  komplekse su
liposomomis. Eksperimentas buvo vykdomas atliekant tris pakartojimus (7 pav.).

Transfekcijos efektyvumas buvo vertinamas trimis laiko momentais — 24, 48 ir 72
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valandas po poveikio.

IS tirlamaja medziaga paveikty ir kontrolinés grupés Igsteliy iSskyrus RNR buvo
atliekama geny raiSkos analizé AT-KPGR metodu. Jvertinus tiriamy miRNR raiSkos
skirtumus tarp NK ir Igsteliy, veikty tik liposomomis, visais trimis laiko momentais
reikSmingy skirtumy uzfiksuota nebuvo. miRNR raisSka Igstelése, veiktose liposomy ir
miRNR inhibitoriy kompleksu iSliko pana$i visais analizuojamais laiko momentais.
miRNR raiSka Igstelése, veiktose liposomy ir miRNR inhibitoriy kompleksu, buvo
reikSmingai sumazéjusi, palyginus su NK arba Igstelémis, veiktomis tik liposomomis.
Rezultatai rodo, kad lipofekcija yra tinkamas ir efektyvus bidas anti-miR
oligonukleotidams per membrang patekti j Igstele, kur jie gali slopinti atitinkamy miRNR
raiska.

Nustacius reikSmingus miRNR raiskos skirtumus tarp liposomy bei inhibitoriy
kompleksu veikty ir NK grupés Igsteliy, pasirinkome optimalig miRNR inhibitoriy
koncentracijg, reikalingg efektyviai slopinti atitinkamy miRNR iSraiSkg bei atlikome
analogiSkg eksperimentg augindami lgsteles ant titano pavirSiy. Lastelés buvo
auginamos 24 Sulinéliy ploksteléje, kuriy dugnas buvo padengtas keturiy rasiy titano
diskais (& 1,9 cm?): (1) diskais lygiu pavirSiumi (2) perforuotais diskais, (3) perforuotais
diskais, sujungtais su liposomomis, ir (4) perforuotais diskais, sujungtais su liposomy
irmiRNR inhibitoriy kompleksu. Lgstelés, augintos ant perforuoty disky, nesujungty su
liposomy ir miR inhibitoriy kompleksu, buvo naudojamos kaip NK. Eksperimentas buvo
vykdomas, atliekant 6 pakartojimus (8 pav.). Jo metu buvo vertinamas lIgsteliy
gyvybingumas, geny raiSkos pokycCiai bei liposomy iSsiskyrimo laikas trimis laiko
momentais — 24, 48 ir 72 valandos po poveikio tiiamagja medziaga.

Lasteliy gyvybingumas ir Igsteliy proliferacijos intensyvumas buvo panasis
Igstelése, kultivuotose tiek ant lygaus pavirSiaus, tiek ant perforuoty titano disky visais
trimis analizuojamais laiko momentais. Kaip ir pirmoje eksperimento dalyje, auginant
Ilgsteles ant plastikiniy ploksteliy, palyginus tiriamy miRNR raiSkg tarp Igsteliy,
kultivuoty ant perforuoty disky bei veikty tik liposomomis ir NK grupés, reikSmingy
skirtumy nustatyta nebuvo. Tolygus miRNR slopinimas buvo pastebétas kiekvienu
analizuojamuoju momentu lIgstelése, kultivuotose ant perforuoty disky bei veikty
liposomy ir miRNR inhibitoriy kompleksu. Tokie rezultatai rodo, kad liposomos yra
atpalaiduojamos létai ir tolygiai, kas yra butina norint nuslopinti uzdegiminiy miRNR

funkcija, uztikrinti sékmingg prigijima ir ilgesnj danty implanty naudojimg. Palyginus su
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ant plastikinio pavirSiaus augintomis Igstelémis, ant titano pavirSiaus augusiy Igsteliy
gyvybingumas buvo Siek tiek mazesnis, taCiau geny raiskos skirtumai tarp minéty
grupiy buvo analogiSki. Tokie rezultatai rodo, kad remiantis titano fizikinémis
savybémis ir aktyvia ant jo auginamy lgsteliy proliferacija, titanas yra tinkama

medziaga modifikuoty danty implanty gamybai.

Anodizuoto ir su biologiskai aktyviomis liposomomis sujungto danties implanto

implantavimas laboratoriniams gyvinams

Tyrimui buvo naudojama dvylika 7-10 mén. amziaus, 3,5-4 kg sverianCiy
triusiy pateliy. Minétas amziaus intervalas buvo pasirinktas todél, kad triusiy skeletas
pilnai susiformuoja mazdaug Sestajj gyvenimo ménes;j. Pasirinktas imties dydis leidzia
iSlaikyti ne mazesne nei 80 proc. kriterijaus galig bei 5 proc. reikSmingumo lygmen,;.
Tyrimo laikotarpiu gyvunai buvo laikomi, maitinami bei girdomi tokiomis paciomis

sglygomis ir rezimu.

Tyrime buvo naudojami keturiy rasiy anodizuoti implantai: 1) implantai lygiu
pavirSiumi, 2) perforuoti implantai, 3) perforuoti implantai sujungti su liposomomis, ir 4)

perforuoti implantai sujungti su liposomy ir miRNR inhibitoriy kompleksu.

] kiekvieno triusio kaulus buvo implantuoti visy keturiy rasiy implantai — po du
kiekvienoje kojoje 7 mm atstumu vienas nuo kito. Implantai buvo sukami | paruostas
blauzdikauliy proksimalines sritis ir sriegiami tol, kol implanto sraigtiné dalis buvo
visiSkai jvesta j kaulinj audinj.

Eutanazija buvo atliekama keturiems triuSiams vienu metu trimis skirtingais
laiko momentais — praéjus 1, 3 ir 6 savaitémis po implantacijos. Skirtingi laiko periodai
parinkti siekiant jvertinti kaulo formavimosi eigg skirtingu laikotarpiu po implantacijos.
Terapinis poveikis buvo jvertintas mikrokompiuterinés tomografijos metodu,
analizuojant kaulinius blokus su implantais ir vertinant kaulo ttrio procentg, trabekuliy
tankj ir kiekj.

Praéjus vienai savaitei po implanto jdéjimo, kauly Zievés iSorinése dalyse
buvo pastebéti nekrozés pozymiai, vis délto vidinése dalyse buvo nustatyta kaulo
neoformacija. Minétu laiko momentu nebuvo pastebéta jokiy reikSmingy skirtumy tarp
visy keturiy rasiy implanty. Skirtumai tarp keturiy analizuojamy implanty varianty buvo
nustatyti triuSiuose, eutanizuotuose pragejus 3 savaitéms po implantavimo proceduros.

ReikSmingai didesnis trabekuliy kiekis ir kaulo tdris buvo nustatytas analizuotose
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kauliniuose blokuose su liposomy ir miRNR inhibitoriy kompleksu sujungtais
implantais, palyginus su Kity trijy tipy implantais. Didelis trabekuliy kiekis ir kaulo taris
buvo aptiktas kauliniuose blokuose, iSpreparuotose praéjus SeSioms savaitéms po
implantavimo triusiams. Sie pakitimai stebéti su liposomomis ir inhibitoriais sujungty
implanty salyCio su kauliniu audiniu vietose. Analizuojamu laiko momentu kity rasiy
implanty jsukimo vietose buvo matomi kaulo rezorbcijos pozymiai. Taigi, perforuoti ir
su biologiSkai aktyviomis liposomomis sujungti implantai, dél reikSmingai greitesnés

integracijos j kaulg, galéty tapti alternatyva jprastiems danty implantams.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Titaninis danty implantas, b e siskiriantis tuo, kad jis yra

sujungtas su atrinkty miRNR inhibitoriy deriniu.

2. Titano implantas pagal 1 punktag, kur implantas yra perforuotas ir talpina
liposomas.

3. Titano implantas pagal 1-2 punktus, kur liposomos dydis yra, pageidautina,
nuo 25 iki 35 nm.

4. Titano implantas pagal 1-3 punktus, kur liposomos yra sujungtos su

atrinktais miRNR inhibitoriais.

5. Titano implantas pagal 4 punktg, kur atrinkti miRNR inhibitoriai slopina
atitinkamy miR-140-3p, -145-5p, -146a-5p ir -195-5p raiska.
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