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I.ВЪВЕДЕНИЕ 

 

 

Мезенхимните стволови клетки (МСК) представляват мултипотентни 

стромални клетки, които експресират специфични маркери, делят се 

многократно, формират колонии и могат да се диференцират до различни 

клетъчни типове при определени условия. МСК се откриват в 

съединителната тъкан на много органи. Голяма част от характеристиките 

на тези клетки са добре описани, но стволовоклетъчните им свойства 

продължават да бъдат обект на много in vitro и in vivo експерименти. МСК 

имат големи регенеративни способности и се считат за важен елемент в 

развитието на регенеративната медицина. През последните години 

вниманието е насочено към търсене на възможности за приложение на 

стволовите клетки при лечението на различни патологични състояния: 

травми, тумори, дегенеративни заболявания, диабет, дисплазии и т.н.  

Рутинното изолиране на стволови клетки от някои органи и тяхното 

in vitro култивиране са ограничени поради морални и етични съображения, 

както и поради необходимостта от инвазивни процедури за получаване на 

донорския материал. Зъбните тъкани са лесно достъпен източник на 

стволови клетки. До момента са изолирани и описани стволови клетки от 

зъбна пулпа на временни и постоянни зъби, от периодонтален лигамент 

(ПДЛ), от апикална папила и от зъбен фоликул.  

МСК в ПДЛ са клетки, свързани с поддържането на интегритета,  

функцията и най-вече на регенеративните процеси в периодонциума.  МСК 

от ПДЛ притежават всички характерни особености на стволовите клетки от 

мезенхимен произход. Могат да се диференцират до различни типове 

клетки (мезенхимни и немезенхимни) в зависимост от условията на 

култивиране. Обикновено, изолирането на периодонтални МСК става след 

рутинна екстракция на интактни трети молари или на премолари по 
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ортодонтски показания. До момента е известно, че се провеждат предимно 

in vitro и предклинични експерименти с периодонтални стволови клетки. 

Липсват данни от клинични експерименти с високо ниво на достоверност 

(Ниво на достоверност А и В). Провеждането на такива клинични 

експерименти може да се реализира след предварително изпълнение на 

добре планирани и достатъчно убедителни in vitro опити.    

Всички процеси в организма протичат строго контролирано от 

редица активни молекули. Към молекулите с висока биологична активност 

спадат растежните фактори (РФ). Множество РФ се освобождават от 

активираните тромбоцити. Значението им за регенеративните процеси 

води до разработването на автоложни биологични материали, наречени 

тромбоцитни концентрати (ТК). Търсят се начини за оптимизиране на 

лечебните методи при различни патологични състояния в лицево-

челюстната област именно с участието на ТК и активните молекули в тях. 

В практиката започват да навлизат и разработени рекомбинантни форми на 

РФ.   

Един от РФ с най-висока биологична активност е тромбоцитният 

растежен фактор (ТРФ)-Platelet Derived Growth Factor (PDGF). Той участва 

в регенерацията на меките тъкани и костите, стимулира пролиферацията и 

химиотаксиса на много типове клетки. Учени правят опити да въведат 

неговата рекомбинантна форма в оралната и лицево-челюстната хирургия 

за лечебни цели. Все още, обаче ефектите на PDGF върху отделните 

биологични процеси в клетките не са напълно изследвани. Механизмите, 

по които се реализира неговата активност върху стволовите клетки от 

зъбен произход не са проучени към момента.  

Характеризирането на стволовите клетки от зъбен произход и 

детайлното изследване на ефектите, които РФ оказват върху тях, ще доведе 

до разработването на нови терапевтични методики за лечение на 

хирургичните заболявания в лицево-челюстната област. Преди да стане 
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възможно рутинното им използване в клиниката, трябва да бъдат 

проведени редица in vitro експерименти, които да предоставят информация 

за точните им механизми на действие.   
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II.ЛИТЕРАТУРЕН ОБЗОР 

 

II.1.СТВОЛОВИ КЛЕТКИ  

Стволовите клетки представляват недиференциран клетъчен вид, 

който се характеризира със способност да образува колонии, да се 

самообновява (неограничена пролиферация и поддържане на клетъчната 

линия) и да се диференцира до различни клетъчни типове (7,33,44,48).  

 

II.1.2.ВИДОВЕ СТВОЛОВИ КЛЕТКИ 

Стволовите клетки биват ембрионални стволови клетки (ЕСК), 

соматични стволови клетки (ССК) („зрели” или стволови клетки на 

възрастния организъм) и индуцирани плурипотентни стволови клетки 

(ИПСК) (134). ЕСК са плурипотентни и са получени от вътрешната 

клетъчна маса или бластоциста (279). Те могат да се превърнат в клетки от 

трите зародишни листа (екто-, ендо- и мезодерма) и теоретично могат да 

пролиферират неограничено без да се диференцират (279). Терминът 

„ембрионални стволови клетки“ е предложен, за да бъде възможно 

отдиференцирането на ембрионалните плурипотентни стволови клетки от 

тези, които произлизат от тератокарциноми (187). През 1981г за първи път 

се изолират ЕСК от вътрешната част на бластоцист (187). В резултат от 

етични съображения работата с този клетъчен тип днес е силно ограничена 

(130,134).  

Напоследък в литературата все по-често се откриват данни за ИПСК 

(298). Те се получават чрез генни модификации и клетъчно 

репрограмиране на соматични клетъчни типове (274). Подобно на ЕСК, те 

са способни да се диференцират до клетки от трите зародишеви листа – 

ендо-, екто- и мезодерм (102,163). Генните модификации, чрез които са 

получени ИПСК повишават риска от неконтролируем клетъчен растеж и 
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пролиферация, както и от ограничен потенциал за пълноценно участие в 

тъканнорегенеративните процеси (204,236).  

Прилагането на ЕСК и ИПСК за лечебни цели крие опасност от 

развитие на неопластични процеси (48,163). Провеждането на in vitro и 

предклинични експерименти с тяхно участие може да даде отговори на 

много въпроси, които се отнасят до ефекта на различни активни молекули 

(вкл. и РФ) и противотуморни агенти върху тези клетъчни типове (48). 

ССК на възрастния организъм остават включени измежду други 

диференцирани клетки в тъканите (46,66,85,234). Те притежават по-

ограничен диференциационен потенциал от ембрионалните (134). 

Обикновено се очаква ССК да поемат пътя на диференциация към клетки, 

идентични с тези на тъканите, от които произхождат (102). Редица 

проучвания напоследък докладват способността им да се диференцират и 

до клетки с различна тъканна принадлежност (44,199). Вероятно основна 

роля тук имат конкретните условия на средата, в която е култивирана 

клетъчната линия (33,137).  

През последните 20 години все по-често се коментират т.нар. ракови 

стволови клетки (РСК) (219). Те притежават качества, по които 

наподобяват нормалните стволови клетки, като способност да се 

самообновяват и да се диференцират до различни туморни клетъчни 

подтипове (9,105,219). РСК са способни да инициират и да стимулират 

туморния растеж и развитието на метастази (154,308). Напоследък се 

търсят нови методи за лечение на неоплазми чрез повлияване функциите 

на РСК (67,219).  

 

II.2.МЕЗЕНХИМНИ СТВОЛОВИ КЛЕТКИ 

Първите данни в литературата относно наличието на стволови 

клетки в тъканите датират от преди повече от 50 години. През 1964г. Till и 

McCulloch изследват клетки от миши костен мозък, които запазват 
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способността си да се самообновяват и да образуват колонии след 

радиационно облъчване (196). По-късно Friedenstein (106) доказва 

наличието на малка популация от прекурсорни клетки в костния мозък, 

различна от хематопоетичната. Авторът установява способността им да 

инициират атопично образуване на кост. Те представляват малки 

фибробластоподобни клетки, които могат да адхезират към пластмасови и 

други повърхности (216). Caplan (62) им дава наименованието мезенхимни 

стволови клетки (МСК) въз основа на това, че произхождат от 

стволовоклетъчни ниши в органи с мезенхимен произход. Освен МСК, 

известни са още хематопоетични стволови клетки, еднотелиални стволови 

клетки и др. (43,283). 

Първите подробно характеризирани МСК са получени от костен 

мозък (107). В последствие са докладвани характеристиките на стволови 

клетки с различна органна принадлежност – от  плацента (136), кръв (128), 

мастна тъкан (323), гингива и кожа (58,202) и др. Освен от човек, МСК са 

изолирани от много животински видове: мишки (187,274), свине (174,260), 

маймуни (143) и др. 

 През 1999г. Pittenger (234) изолира и култивира човешки МСК от 

костен мозък на илиачна кост. Авторът демонстрира тяхната способност да 

се диференцират до остеогенни, адипогенни и хондрогенни типове. В 

последствие се появяват и други данни в литературата, които доказват 

мултипотентността на тези клетки и потенциалът им да се диференцират 

дори до клетъчни линии, различни от мезенхимните (235). До момента 

най-много научни доклади описват свойствата на костномозъчните МСК. 

Това е причина те често да се включват в експериментални постановки 

като контролна група (29,173,250). 

Освен, че притежават всички стволовоклетъчни свойства, МСК са 

способни да повлияват имунния отговор (11,66). Установено е, че могат да 

инхибират продукцията на проинфламаторни цитокини като тумор 
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некрозиращ фактор алфа (tumor necrosis factor-α - TNF-α) и интерферон 

гама(interferon-γ - IFN-γ), а от друга страна увеличават синтеза на анти-

инфламаторни цитокини – интерлевкини-4, -10 (interleukin - IL-4, IL-10) 

(11). Според автори, МСК могат да се прилагат в огранната 

трансплантация, където стимулират процеса на инкорпориране на 

донорския материал в рецепиента (34). Вече има проведени клинични 

експерименти с използването на МСК с цел инхибиране на лимфоцитната 

пролиферация и елиминиране на риска от реакция на реципиента към 

трансплантата (161).  

МСК са много податливи на генна модификация (209). Те могат да 

играят ролята на носители на специфични гени и да оформят депа от 

противотуморни агенти в самите тумори (264,268). 

Характеристиките, които МСК притежават определят ролята им в 

развитието на клетъчната регенеративна терапия (132,305,315).  Това би 

дало възможност за разработване на нови щадящи подходи при лечението 

на различни вродени, дегенеративни заболявания, травми и тумори 

(33,48,137). Резултатите от клинични проучвания с МСК са в начален етап 

на развитие и е необходимо да бъдат подкрепени от още експерименти с 

участие на достатъчен брой пациенти (7). Липсва достатъчно информация 

в литературата относно факторите и механизмите, отговорни за 

фенотипната изява на свойствата на МСК, както и за реакцията на тези 

клетки към различни сигнални молекули в средата (33). Важно условие за 

успеха на регенеративната стволовоклетъчна терапия е създаването на 

оптимални условията за in vitro култивиране на МСК преди клиничното им 

приложение (44,231). Тези условия трябва да елиминират риска от 

неконтролируема клетъчна пролиферация и неправилна клетъчна 

диференциация след имплантирането на стволовите клетки (247). Много 

изследвания са насочени към ефекта на различни активни молекули върху 
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пролиферацията, диференциацията и процесите на синтез в МСК 

(66,173,241,247,307). 

II.2.1.МЕЗЕНХИМНИ СТВОЛОВОКЛЕТЪЧНИ МАРКЕРИ 

Въвеждането на МСК в клиниката изисква подробно познаване на 

различните нива на функционална регулация – от тяхната генна експресия 

до производството на протеини и експресия на маркери (73). Изолираните 

мезенхимни клетки представляват хетерогенна клетъчна култура, в която 

те се различават по морфология, пролиферативен и диференциационен 

потенциал, експресия на повърхностни антигени (231). Докладвани са 

много повърхностни и вътрешноклетъчни маркери, служещи за 

характеризиране на клетките и доказване на техния стволовоклетъчен 

фенотип (66,183,217). Провеждат се експерименти за откриването на един 

единствен повърхностен маркер, характерен за всички МСК, но такъв все 

още не е докладван (1,90).    

Международната асоциация по клетъчна терапия (International 

Society for Cellular Therapy (ISCT)) дефинира минимума от характерни 

особености/критерии, които МСК трябва да притежават (98,131). Това са: 

1. способност на адхезират към повърхности на съдовете за клетъчно 

култивиране in vitro; 2. мултипотентност, т.е. да могат да се диференцират 

до различни клетъчни типове in vitro; 3. да експресират маркери, типични 

за МСК като CD73, CD90, CD105 и да не експресират маркерите CD11b, 

CD14, CD19, CD34, CD45, CD79α (98,131). Човешките МСК нормално не 

експресират, също така хематопоетични и ендотелиални маркери (CD133, 

CD11) (46,66). Характеризирането на базата на тези клетъчни 

повърхностни протеини чрез системата CD (cluster of differentiation) е 

основен етап от научната работа със стволови клетки (322). Много от 

повърхностните маркери, които служат за характеризиране на МСК се 

използват за идентифицирането и на РСК (219,290). Това най-често са 

маркерите  CD44, CD90, CD133 и т.н. (197,295).  
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Голяма част от стволовоклетъчните антигенни маркери могат да 

бъдат установени върху повърхността на МСК с различен тъканен 

произход (82,132,181). От друга страна, отделните популации от МСК се 

различават помежду си по степента на експресия на даден повърхностен 

антиген (90,217). Това може да се дължи на особености на самата тъкан, от 

която са изолирани клетките, диференциационния стадий на клетките, 

метод на изолиране и култивиране, или на индивидуални и видови разлики 

на донорите на биологичен материал (7,29,141). Поради тези причини 

характеризирането и сепарирането на клетъчните култури би следвало да 

се направи на базата на белязането с минимум две различни антитела 

(181). В противен случай не може да се твърди, че получената клетъчна 

популация е хомогенна (181). 

Разделянето на клетките въз основа на експресията на повърхностни 

маркери влияе върху „чистотата” на получената клетъчна култура (59). 

Съществуват различни методи за селектиране на дадени клетки, които 

експресират таргетни повърхностни антигени. Такива са флуоресцентно 

активирано клетъчно разделяне (Fluorescent Activated Cell Sorting - FACS) 

и магнитно активирано клетъчно разделяне (Magnetic Activated Cell Sorting 

- MACS) (58). 

 

II.3.РАСТЕЖНИ ФАКТОРИ  

РФ представляват малки белтъчни молекули, които имат 

относително ниско молекулно тегло: от 6 до 45 kDa (263). Те биват 

освобождавани най-вече от тромбоцитите под действието на различни 

сигнали и активатори (15,20,32,71,97). Едни от  РФ, които се намират в 

тромбоцитите с най-висока концентрация са тромбоцитният РФ-platelet-

derived growth factor (PDGF), TGF-, (VEGF), FGF, епидермален РФ -

epidermal growth factor (EGF), IGF-1 и др. (97,168). Те се свързват към 

специфични рецептори по мембраната на прицелните клетки и инициират 
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вътрешноклетъчна каскада от процеси (263). РФ осигуряват обмен на 

информация между клетките и ЕЦМ, инициирайки механизмите на 

ендогенновъзстановителните процеси (159,277). РФ регулират 

оздравителните процеси (265). В резултат от действието им се наблюдава 

специфична генна експресия в клетките (292). Много in vitro и in vivo 

изследвания демонстрират потенциала на РФ за участие в тъканната 

регенерация чрез влиянието им върху процеси като химиотаксис, 

диференциация, пролиферация, синтез на ЕЦМ, минерализация, апоптоза 

(85,242).  

РФ трябва да достигнат бързо до таргетните клетки и рецепторите 

им, преди да бъдат инактивирани (166,263). Функцията на РФ основно се 

определя от концентрацията им и от фенотипа на клетките, върху които 

проявяват ефекта си (70,288).   

 

II.3.1.КЛИНИЧНО ПРИЛОЖЕНИЕ НА РАСТЕЖНИТЕ ФАКТОРИ 

Все повече доклади има относно клиничното приложение на 

рекомбинантни РФ (60,68,185). Те се използват самостоятелно или в 

комбинация с тъканни присадки (289). Проблемът при работа с тях идва от 

факта, че имат кратък полуживот, много бързо се разпространяват към 

околните тъкани и локалната им концентрация намалява или биват 

метаболизирани от различни ензими и се инактивират (18, 70,288). В 

резултат намалява тяхната биоактивност и бионаличност, следователно 

намалява и способността им за пенетрация в клетката (30).  

Провеждат се изследвания, с които да се установи оптималната доза 

и време на аплициране, различни техники за по-бавно и контролирано 

освобождаване на РФ в тъканите (277,287).  Напредъкът в изследванията 

върху приложението на РФ в клиниката води до въвеждането на различни 

материали, които служат като „скеле” или матрица за локалното 

аплициране на активните молекули (289). Примери за такива синтетични 
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материали са полигликолова киселина, поли-епсилон-капролактон, 

полиметилметакрилат, алгинат, желатин, автоложен фибрин и др. (30,70). 

Основни изисквания към тях е да се адаптират лесно в тъканите, да 

създават условия за клетъчна колонизация, да не предизвикват имунна 

реакция и да бъдат евтини (215). В денталната медицина се използват 

често още депротеинизирана лиофилизирана телешка кост, бета-

трикалциев фосфат, метилцелулозни гелове и др. (180,212,214). РФ се 

поставя в тъканите в комбинация с някой от изброените материали. Така се 

създава депо за постепенно освобождаване на активните молекули (214).  

Рекомбинантните РФ се използват в много области на медицината 

като зъбната имплантология, ортопедията, спортната медицина, лечение на 

незарастващи улцери и др. (155,287,289).  Въпреки положителните 

резултати на много от проведените клинични проучвания, все още 

съществува необходимостта от провеждане на допълнителни in vitro 

експерименти с рекомбинантни РФ. Това ще допринесе за по-голяма 

предвидимост на крайния резултат от лечението с тях (32,71). В повечето 

in vitro експерименти се подчертава значението на концентрацията на РФ, 

тъй като тя е от първостепенно значение за биологичните им ефекти 

(151,195,220,226,253). 

 

II.4.МЕЗЕНХИМНИ СТВОЛОВИ КЛЕТКИ ОТ ЗЪБНИ 

ТЪКАНИ 

Няколко различни типа дентални МСК са изолирани и детайлно 

проучвани до този момент (12). Това са стволови клетки от зъбна пулпа на 

постоянни зъби (СКЗППЗ), стволови клетки от зъбна пулпа на временни 

зъби (СКЗПВЗ), стволови клетки от периодонтален лигамент (СКПДЛ), 

стволови клетки от апикална зъбна папила (СКАЗП) и прогениторни 

клетки от дентален фоликул (ПКДФ) (12,102,132,157,305). Всички те 
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притежават характерните качества: способност за самообновяване,  за 

формиране на колонии и мултилинеарна диференциация (102,132). 

- СКЗППЗ – изолирани са за първи път от зъбна пулпа на трети молари през 

2000г. от Gronthos и кол. (119). Те наподобяват фенотипно 

костномозъчните МСК (119). Способни са да се диференцират до 

одонтобластоподобни клетки и да осъществят регенерация на пулпо-

дентинов комплекс след имплантирането им в имунокомпрометирани 

мишки (81). 

- СКЗПВЗ – изолират се от зъбна пулпа на временни зъби с напреднала 

коренова резорбция (4,5,203). Те могат да се диференцират до 

остеобластоподобни и да инициират образуването на костоподобен 

матрикс (203,249).  

- СКПДЛ – изолирани са за първи път през 2004г. от Seo и кол. (248). Те 

притежават всички характеристики на стволови клетки и са способни да се 

диференцират до адипоцити, остеобластоподобни клетки и в 

имунокомпрометирани мишки формират комплекси подобни на цимент-

периодонтален лигамент (248). СКПДЛ биват изолирани от кореновата 

повърхност на екстрахирани зъби, както и от стените на костната алвеола 

(248,249). Wang и кол. (296) установяват, че има разлика в 

диференциационния потенциал на тези клетки. Авторите стигат до 

заключението, че СКПДЛ, изолирани от стените на костната алвеола могат 

да доведат до по-добра регенерация на алвеоларна кост, в сравнение с 

клетки от кореновата повърхност на зъба (296).  

- СКАЗП – изолирани са от апикалната част на корените на развиващите се 

зъби, където се намира растежния орган (261). Притежават висок 

потенциал за пролиферация и диференциация до одонтобластоподобни 

клетки, тъй като произхождат от зъбни структури, които са още в ранен 

стадий на растеж и развитие (87). 
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- ПКДФ – денталният фоликул представлява сак, който огражда зъбния 

зародиш до момента на пробива на зъба (42). От него са изолирани 

прекурсорни клетки, способни да се диференцират до 

циментобластоподобни, остеобластоподобни, както и до клетки от 

периодонтален лигамент (207). 

II.4.1РЕГЕНЕРАТИВЕН ПОТЕНЦИАЛ НА ДЕНТАЛНИТЕ 

МЕЗЕНХИМНИ СТВОЛОВИ КЛЕТКИ 

В последните години се появяват все повече доклади относно 

възможностите за приложение на дентаните МСК в клиниката (7,247). 

Клетките, изолирани от зъбни тъкани са хетерогенна клетъчна популация, 

съдържаща стволови, прогениторни клетки, фибробласти и др. 

(118,203,260). Това налага предварително изолиране, характеризиране и 

изследване на тези клетки, целящи предвидимост на резултатите при 

бъдещото им клинично приложение (261). 

Според някои учени денталните МСК формират de novo различни 

тъканни структури (305). СКЗППЗ, СКЗПВЗ и СКАЗП имат потенциал да 

инициират регенерация на кост, хрущял и пулпо-дентинов комплекс, 

докато СКПДЛ стимулират образуването и регенерацията на мускулна 

тъкан, сухожилия и лигаменти (305). Способността на МСК от зъбен 

произход да участват в регенерацията на костите е основание за 

включването им в комплексната терапия на екстензивни костни дефекти 

(122,133). Редица автори изследват техния потенциал да се диференцират 

до остеобластоподобни клетки и да синтезират костен матрикс 

(119,248,250,148,170,173,229). Остеогенната диференциация и 

регенеративният потенциал на клетките могат да бъдат изследвани in vitro, 

след включването на подходящи активни вещества в средата, които 

индуцират процеси на остеогенеза (119,248,250). Много от учените 

доказват активна минерализацията в клетъчните култури на базата на 

оцветяване на клетките с бaгрила като Alizarin red (119,248). Други 
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проучвания включват методи като флоуцитометрия за доказването на 

остеогенна диференциация (250). Добавянето на активни вещества като 

съдово-ендотелиален растежен фактор-vascular endothelial growth factor 

(VEGF), фибробластен растежен фактор-fibroblast growth factor (FGF) 

костен морфогенетичен протеин-bone morphogenetic protein (BMP) и др, в 

средата на клетъчните култури in vitro, влияе върху минерализационните 

процеси (122,162,170,182). РФ от семейството на BMP имат стимулиращ 

ефект върху остеогенезата (122,182). В литературата вече има вече и данни 

и от in vivo експерименти, които демонстрират способността на BMP да 

стимулира костната регенерация при пери-имплантити (229). Изследване, 

проведен от от Lee и кол. (162) показва, че VEGF стимулира 

минерализацията на клетки от ПДЛ, докато култивирането им с FGF-2 има 

инхибиторен ефект върху процеса. Отделните РФ имат различни ефекти 

върху клетките. Проучвания в тази насока биха допринесли за въвеждането 

на РФ в клиниката с цел лечение на редица патологични състояния, 

свързани с деструкция на меки тъкани и резорбция на кост. 

Въпреки,че функциите на зъбните МСК са добре описани 

(12,81,102,119,132), все още данните относно ефекта им при пациенти in 

vivo са оскъдни. Крайната цел на всички изследвания върху МСК е 

успешното им клинично приложение (305). Постигането ѝ е възможно чрез 

провеждането на добре планирани експерименти, разкриващи в детайли 

оптималните условия за пълноценното им функциониране (305).  

  

II.5.ПЕРИОДОНТАЛЕН ЛИГАМЕНТ (ПДЛ)  

ПДЛ е един от компонентите на пародонта заедно с гингивата, 

циментът, покриващ корена на зъба и алвеоларната кост (6,35,140,315). 

ПДЛ представлява специализирана съединителнотъканна структура, 

локализирана между зъбния корен и алвеоларната кост (6,210). Изпълва 
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пространство с ширина 0,15-0,38 mm, като най-тясната част е на нивото на 

средната трета на корена на зъба (210,225). 

 

II.5.1.СЪСТАВ НА ПЕРИОДОНТАЛНИЯ ЛИГАМЕНТ 

ПДЛ се състои от клетки, влакна (основно колагенови) и 

екстрацелуларен матрикс (ЕЦМ), като сред тях са разположени 

кръвоносни съдове и нерви (6,52,142).   

Клетките в ПДЛ представляват хетерогенна група, съставена от 

остеобласти и остеокласти (локализирани в периодонталния лигамент, но 

функционално свързани с костта), фибробласти, епителни остатъци на 

Malassez, макрофаги, недиференцирани МСК, циментобласти 

(функционално свързани с кореновия цимент) (41,210). Фибробластите са 

основен клетъчен тип (42). Те са големи клетки и в цитоплазмата си 

съдържат множество органели, имат удължена вретеновидна форма и са 

ориентирани по посока на дължината на лигаментите в периодонциума 

(42). Функцията на фибробластите е основно свързана с протеинов синтез 

и секреция (42).  

Епителните остатъци на Malassez формират струпвания в близост до 

кореновия цимент (159,210). Те представляват остатъци от епителното 

влагалище на Hertwig (Hertwig's epithelial root sheath (HERS)) (159,210). 

Недиференцираните мезенхимни клетки в ПДЛ са локализирани 

периваскуларно (37,69). Смята се, че те могат да се диференцират и да 

заемат мястото на клетки, засегнати от патологичен процес или клетки, 

които са поели по пътя на апоптоза (37). 

Остеобластите и циментобластите са свързани с минерализираните 

тъкани на пародонта (210).  

Колагенови влакна в периодонциума са подредени в снопчета и 

изграждат групи от фибри (220). Те осигуряват устойчивост на ПДЛ срещу 

сили на разтягане и опън (54,166). Основен компонент на ПДЛ е 



24 
 

фибриларният колаген: в най-голямо количество е колаген тип I – около 

75%, следван от тип III – приблизително 20% и тип V – 5% (310). 

Фибриларните типове колаген играят роля на скеле в периодонциума, 

което допринася за стабилността и интегритета на цялата структура (310).  

Нефибриларните типове колаген като тип IV, VI, XII, XIV също 

присъстват в малки количества в ПДЛ (54).  

Колагенът формира основните влакна в периодонциума - 

Шарпеевите; те навлизат с единия си край в цимента на корена, а с другия 

– в алвеоларната кост (127,210).  

Друг вид влакна, които присъстват в ПДЛ са окситалановите (35). 

Окситалановите влакна спадат към групата на еластичните влакна, към 

които също така се отнасят еластиновите и елауниновите (225). 

Последните два типа не се срещат в ПДЛ (210).  

В периодонталното пространство се намират още вода, хиалуронова 

киселина и протеогликани, допринасящи за резистентността срещу сили на 

компресия (41).  

 

II.5.2.ПРОТЕИНИ, УЧАСТВАЩИ В БИОСИНТЕЗА НА КОЛАГЕН В 

ПЕРИОДОНЦИУМА 

Колаген тип I е най-разпространеният от всички типове колаген в 

ПДЛ (310). Молекулата му е хетеродимер и се състои се от две алфа-1 

вериги и една алфа-2 верига; има дължина около 300 нм и дебелина 1.5 нм 

(166). Процесът на биосинтез на колагена е сложен и включва генна 

транскрипция, посттранслационна модификация на веригите, образуване 

на проколагенова молекула с тройно-хеликоидна структура, секретирането 

му в ЕЦМ, ензимна обработка, организиране на колагеновите фибрили и 

стабилизирането им чрез ковалентни интра- и интермолекулярни връзки 

(282,309,311). Вътре- и извънклетъчната посттранслационна обработка на 

колагеновите молекули са определящи по отношение на тяхната 
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пълноценна структура и функция (166). Тези процеси се регулират от 

ензими, повечето от които са колагенспецифични (39). Основни ензими, 

които участват във вътрешноклетъчния синтез на колагена са пролил 

хидроксилазите, лизил хидроксилазите, топлинно-шоковият протеин 

(38,39,127,166,276). След образуването на проколагена в клетката, 

молекулите му се опаковат в апарата на Голджи и се секретират в ЕЦМ 

(225). Към протеините, които повлияват колагеновата матурация в 

извънклетъчното пространство спадат остеонектинът или SPARC (кисел, 

богат на цистеин, секретиран протеин, secreted protein acidic and rich in 

cysteine) и лизил оксидазите (lysyl oxidase – LOX). SPARC се определя като 

колаген-свързващ гликопротеин, който допринася за екстрацелуларната 

колагенова фибрилогенеза (188). LOX е ензим, който катализира 

образуването на силно реактивоспособни алдехидни групи от лизиновите 

остатъци в прекурсорите на колагена (84). Алдехидните групи стоят в 

основата на формирането на множество интра- и интермолекулни 

кръстосани връзки, стабилизиращи колагеновите фибрили (84,257). LOX 

ензимите участват не само в продукцията на колаген, но и в редица други 

процеси (145). Те влияят върху клетъчния химиотаксис, туморогенезата, 

активността на някои РФ и т.н. (28,177). 

 

II.5.3.БЪДЕЩИ НАСОКИ ЗА ЛЕЧЕНИЕТО НА ПАРОДОНТАЛНИТЕ 

ЗАБОЛЯВАНИЯ 

Възпалителните заболявания на пародонта засягат голяма част от 

децата и почти всички възрастни, като ангажират основните описани 

структурни елементи на ПДЛ (174,227). Пародонтитът води до 

прогресивна загуба на ПДЛ и алвеоларна кост (233). По-голяма част от 

възрастните (до 85-90%) страдат от пародонтит; при повечето се 

наблюдава лека или средна по тежест форма, а над 15% от тях биват 

засегнати от напреднала форма на заболяването (72,233). Това е една от 
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основните причини за загуба на зъбите и затруднено възстановяване на 

дъвкателната функция с протезни конструкции (86,159).  

Прилагането на конвенционалните методи при лечението на 

заболяванията на пародонта подобряват състоянието на тъканите донякъде 

(272). Въпреки това при тези техники, все още липсва възможността за 

пълна регенерация на резорбираната кост и увредения ПДЛ (272).  

Целта на пародонталната регенеративна терапия е да бъде осигурена 

физиологичната функция на зъбите чрез пълното възстановяване на 

опорните структури: ПДЛ, алвеоларна кост и коренов цимент (37,72). 

Оптимален оздравителен процес в тъканите може да се постигне чрез 

локалното приложение на стволови клетки, в комбинация с различни 

активни молекули, които да потенцират регенерацията (134,229,315). 

Използването на ССК, и най-вече тези от зъбен произход, за хирургичното 

лечение на заболяванията на пародонта може да замести напълно 

конвенционалните лечебни методики (227,229). Получаването и локалното 

аплициране на тези клетки не е в конфликт с етичните норми, за разлика от 

приложението на ЕСК (134). Първи опити за лечението на пародонтални 

заболявания със стволови клетки, са проведени най-напред с 

костномозъчни МСК – те били директно трансплантирани в пародонтални 

костни дефекти (307). Основни недостатъци при изолирането на МСК от 

костен мозък са необходимостта от провеждането на инвазивни 

манипулации, болката и травма при аспирирането на биологичният 

материал (132). Тези усложнения могат да бъдат избегнати посредством 

прилагането на МСК от зъбен произход за лечебни цели (208).  

В световната литература вече има in vivo изследвания, проведени 

върху животни, които доказват високата ефективност от МСКПДЛ, 

приложени локално за лечение на пародонтални заболявания 

(86,126,174,208).  

 



27 
 

II.6.МЕЗЕНХИМНИ СТВОЛОВИ КЛЕТКИ ОТ 

ПЕРИОДОНТАЛЕН ЛИГАМЕНТ  

Периодонталните МСК са изолирани и описани за първи път през 

2004г. от Seo и кол. (248). Екипът от учени доказва стволовоклетъчния 

фенотип на популацията посредством позитивна експресия на селектирани 

специфични маркери и способност за мултилинеарна клетъчна 

диференциация (248). Периодонталните стволови клетки имат типичен 

само за тях потенциал да формират комплекси от цимент/ПДЛ и да 

стимулират пародонталната регенерация след трансплантирането им в 

имунокомпрометиран животински модел (248). 

МСКПДЛ са локализирани основно периваскуларно в 

периодонциума (210). Те имат сходна с перицитите морфология, клетъчен 

фенотип, както и по способност да образуват капиляроподобни структури 

in vitro (140).   

 

II.6.1.ИЗОЛИРАНЕ НА ПЕРИОДОНТАЛНИ МЕЗЕНХИМНИ СТВОЛОВИ 

КЛЕТКИ 

МСКПДЛ се изолират от средната трета на кореновата повърхност 

на постоянни зъби и от стените на зъбната алвеола (52,69,248,305). 

Тъканните експлантати се подлагат на обработка с ензимни разтвори до 

получаване на клетъчна суспензия (52,69,248). Получената суспензия се 

засява в пластмасови съдове за клетъчно култивиране (52,69,248). Според 

някои автори клетките, изолирани от корена на зъба и тези от стената на 

алвеолата имат различен потенциал за пролиферация и диференциация 

(69).  

Периодонтални МСК са изолирани от кореновата повърхност и на 

временни зъби (142). Има мнения, че те притежават по-добра способност 

да пролиферират и да се диференцират до остеобласти и адипоцити, в 

сравнение с изолираните от постоянни зъби (142,254). Според други 
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автори не се открива разлика в свойствата на МСКПДЛ, изолирани от 

временни и постоянни зъби (259). По отношение на периодонталните МСК 

от временни зъби остава неясен въпросът за потенциалната им способност 

да предизвикат костна резорбция след имплантирането им във витални 

тъкани (168).  

Популации от МСК са получени и от ПДЛ на зъби с пародонтален 

възпалителен процес (170,173,228). Оказва се, че те имат високи 

пролиферативни и миграционни възможности, но по-ограничен 

диференциационен потенциал в сравнение с клетки, изолирани от зъби със 

здрав пародонт (170). От зъб с тежка форма на пародонтит количествено 

могат да бъдат изолирани много по-малко витални МСК в сравнение с 

интактен зъб (69).  

 

II.6.2.КУЛТИВИРАНЕ НА ПЕРИОДОНТАЛНИ МЕЗЕНХИМНИ 

СТВОЛОВИ КЛЕТКИ  

Способността на МСК да „залепват“ по дъното на пластмасови 

културелни съдове, позволява детайлното изучаване на морфологията и 

характеристиките на оформените клетъчни колонии (44,46). Свойството им 

да адхезират осигурява механичното им сепариране от незалепващите 

хематопоетични клетки (66,283). Някои хематопоетични клетки също 

първоначално адхезират към повърхностите на съдове за клетъчно 

култивиране, но бързо се отделят и остават залепени само 

фибробластоподобните (66,283).   

Получената клетъчна култура от МСК не е хомогенна (62,231). 

Присъстват още ендотелиални клетки, макрофаги, остеобласти и др., които 

също имат способността да адхезират (62,231). 

МСК се култивират при температура 37
о
С, 5% СО2 и 50% влажност в 

хранителна среда, богата на глюкоза, соли, незаменими аминокиселини, 

витамини и микроелементи (11,12,136,146,173,199). Хранителната среда за 
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in vitro култивиране на МСК и всички допълнително включени в нея 

активни молекули са способни да индуцират определн тип клетъчна 

диференциация (234).  

Към хранителната среда за клетъчно култивиране обикновено се 

прибавя фетален телешки серум (ФТС), който стимулира пролиферацията 

и поддържа биологичните процеси в клетките (158,205). Той е продукт от 

животински произход и продължителното отглеждане на клетките в среда 

с ФТС е свързано с потенциален риск от развитие на имунни реакции и 

инфекции (205). Използването на ФТС трябва да се избягва в случаи, 

когато МСК се култивират и подготвят с цел клинично приложение 

(137,158). Това кара редица учени да провеждат изследванията си върху 

МСК в безсерумна среда, в която включват различни заместители на ФТС 

като инсулин-трасферин-селен (insulin-trasferin-selenium-ITS) (137,139) или 

тромбоцитни концентрати (ТК) (10,205,256). Всички те стигат до 

заключението, че клетките могат да осъществяват пълноценно функциите 

си и в безсерумна среда.  

 

II.6.3.ХАРАКТЕРИЗИРАНЕ НА МЕЗЕНХИМНИ СТВОЛОВИ КЛЕТКИ ОТ 

ПЕРИОДОНТАЛЕН ЛИГАМЕНТ 

Мезенхимните клетки, изолирани от ПДЛ представляват хетерогенна 

популация, в която количествено преобладава броят на стволовите клетки 

(248). Характеризирането на клетките и доказването на 

стволовоклетъчните им свойства се извършва на базата на специфични 

маркери чрез методи като имунохистохимични оцветявания (69,248), 

магнитно клетъчно сортиране (58,254) или флоуцитометрия (140). Seo и 

кол. (248) откриват, че периодонталните МСК експресират два 

повърхностни мезенхимни стволовоклетъчни маркера: CD146 и STRO-1. 

CD146 е сред основните маркери за периваскуларни и мултипотентни 

прогениторни клетки в съединителната тъкан на човека (83). Характерен е 

още за ендотелиални клетки, гладкомускулни клетки, шванови клетки, 
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клетки типични за някои неопластични процеси (252). Точната функция на 

този протеин не е напълно изяснена, но се знае, че има отношение към 

клетъчната морфология, адхезия, реорганизацията на цитоскелета, 

миграцията, трансмембранната сигнализация и т.н. (250). Редица 

изследвания доказват, че действително CD146-позитивните клетъчни 

популации притежават всички характеристики на МСК (82,146,241). 

STRO-1 е сред най-често прилаганите повърхностни маркери за 

характеризиране на дентални МСК (217). Iwasaki и кол. (140) установяват 

наличието на МСКПДЛ чрез положителна експресия на CD44, CD73, 

CD90, CD146 и CD166. Chen и кол. (69) характеризират клетките с CD44, 

CD146 и STRO-1 антитела. Silverio и кол. (254) сепарират клетките на 

CD105-позитивни и CD105-негативни. Позитивните клетки маркират с 

CD166 и получават двойно позитивни клетки за стволовоклетъчни 

маркери. Тъй като периодонталните стволови клетки имат мезенхимен 

произход, при тях не се установява експресия на хематопоетични маркери 

– CD14, CD34, CD35 и др. (103,173,254,293).   

Стволовоклетъчните свойства на клетките се доказват още чрез 

способността им да формират колонии и да се диференцират in vitro 

(12,69,228,248,254). Много автори изследват пролиферацията и 

способността на МСКПДЛ да формират колонии за период средно около 

10 дни (от 2-3 дни до 3 седмици) (228,248,254,259,296).   

Диференциационният потенциал на периодонталните МСК се 

изследва след култивирането им с активни вещества, инициираци процеси 

на тъканна остеогенеза. Остеогенната диференциация на МСК протича 

оптимално при наличие на аскорбинова киселина, дексаметазон и бета-

глицерофосфат в хранителната среда (12,69,135,144,228,248,254). Според 

доклади, различни активни молекули и РФ могат да влияят върху 

минерализацията на клетъчните култури като я стимулират или инхибират 

(122,147,162,229). Доказано е, че МСКПДЛ могат да се диференцират и до 
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хондробласти и адипоцити, което потвърждава мултилинеарната им 

диференциация (228,254,259,296).  

Свойствата на МСКПДЛ са пряко зависими от възрастта на донора 

на биологичен материал  (304,315,318). Клетки, получени от по-възрастни 

пациенти имат минимален потенциал за изява на стволовоклетъчните 

свойства (315,318). Експресията на стволовоклетъчните маркери като 

STRO-1 и CD146 също намалява с напредване на възрастта на донорите 

(304). Понижава се способността на клетките да образуват структури 

цимент/ПДЛ in vivo (165). Тези зависимости имат пряка връзка и с факта, 

че при пациенти над 41 години започват да се наблюдават по-често 

заболявания на пародонта (233).  

МСКПДЛ притежават високи имуномодулаторни свойства (293,294). 

Според литературни данни те имат потенциал да инхибират 

пролиферацията на алогенни Т-клетки чрез повишаване нивата на 

циклооксигеназа-2 и простагландин-Е2 (86). МСКПДЛ потискат B-

клетъчната пролиферация и миграция посредством механизми на 

междуклетъчна сигнализация и синтез на специфичен протеин за 

програмирана клетъчна cмърт (172). Докладвано е, че МСКПДЛ не 

предизвикват имунни реакции,тъй като не експресират HLA-II (human 

leukocyte antigen-човешки левкоцитен антиген) и Т-клетъчни ко-

стимулаторни молекули като CD80 и CD86 (86).  

 

II.6.4.ВЛИЯНИЕ НА РАСТЕЖНИТЕ ФАКТОРИ ВЪРХУ МЕЗЕНХИМНИ 

СТВОЛОВИ КЛЕТКИ ОТ ПЕРИОДОНТАЛЕН ЛИГАМЕНТ 

Ефектите на различни РФ върху МСКПДЛ се дискутират в много 

научни трудове (50,151,169,184,218). Докладвано е, че някои активни 

молекули стимулират диференциацията им до остео- или 

фибробластоподобни клетки, докато други са ангажирани с поддържане на 

клетките недиференцирани (153). Продължително култивиране на МСК в 
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автокринна среда се асоциира с висок риск от автодиференциране, особено 

при клетки от по-късни пасажи (8,12). Напоследък интересът на учени е 

насочен към възможността за задържане на ранни клетъчни пасажи 

недиференцирани посредством различни активни молекули (285). Успехът 

от такъв тип експериментална работа ще доведе до забавяне на процеси на 

клетъчно „стареене“ и понижаване на риска от стволовоклетъчна 

автодиференциация in vitro (285). Автодиференциацията и клетъчното 

стареене се съпътстват от промяна в експресията на специфични клетъчни 

маркери. По литературни данни, експресията на Sox-2 и Oct-4 (ядрени 

маркери на МСК) при клетки от ПДЛ се запазва оптимална до 3-ти пасаж, 

след което започва да намалява (171). Понижена експресия на 

стволовоклетъчни маркери е признак на клетъчно стареене и редуцирана 

диференциационна клетъчна активност. 

Всеки РФ може да инициира конкретен тип клетъчна 

диференциация. BMP-2, BMP-7 и VEGF потенцират остеогенната 

диференциация и активността им е насочена към регенеративните процеси  

в костни дефекти (122,162,222). Други РФ стимулират диференциация на 

клетките до фибробластоподобни. Към тези РФ спада TGF-beta 1 

(трансформиращ растежен фактор бета 1) (108,151). Ефектът му върху 

недиференцирани клетки предизвиква повишена експресия на протеини, 

типични за фибробластите – колаген тип I, алфа-гладкомускулен актин, 

периостин (108,151).  

Точна оценка на ефективността на всеки РФ се прави след анализ на 

третирана с него клетъчна култура и сравнението и с контролна група от 

нетретирани клетки. Ефектът на всеки РФ се изяснява след 

самостоятелното му приложение върху клетки или в комбинация с други 

активни молекули (15). Среди за култивиране, съдържащи два и повече РФ 

са разработени в стремежа да се оцени степента, в която активните 

молекули взаимно потенцират или инхибират активността си (162,182).  
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Според доклади от in vitro проучвания основен фактор, повлияващ 

активността на РФ е тяхната концентрация в комбинация с допълнителни 

фактори на микросредата (температура, влажност, наличие на други 

активни агенти, чиято концентрация не е уточнена) 

(122,124,151,171,173,174).  

 

II.6.4.ПРЕДКЛИНИЧНИ ИЗСЛЕДВАНИЯ С МЕЗЕНХИМНИ СТВОЛОВИ 

КЛЕТКИ ОТ ПЕРИОДОНТАЛЕН ЛИГАМЕНТ 

Проведените до момента in vitro проучвания с МСК се разглеждат в 

контекста на разработването на биологични и минимално инвазивни 

лечебни техники (273,291). На този етап в литературата се откриват все 

повече доклади от предклинични експерименти с опитни животни. В 

много in vivo експерименти с животински модели е установено, че 

трансплантирането на МСКПДЛ в пародонтални дефекти води до много 

добър лечебен резултат и липса на локални усложнения 

(86,126,246,260,319).  

Установено е, че МСКПДЛ локално създадат оптимални условия за 

регенерация на пародонта след реплантирането на експулсирани зъби 

(246). Най-добри клинични резултати са описани при реплантирането на 

зъба в алвеолата в рамките на не повече от 5 мин. след експулсията му 

(246). В повечето случаи реплантирането на зъбите става след часове или 

дни, според времето, в което пациентът търси лекарска помощ (224). През 

този период все повече клетки в ПДЛ губят виталитета си, което води до 

компрометиране на резултата от лечението (286). Данни в литературата 

сочат, че в 73-96% от случаите, експулсираните зъби не се интегрират след 

реплантирането им в алвеолата (238). Zhou и кол. (319) стимулират 

изолирани автоложни МСКПДЛ in vitro да синтезират собствен ЕЦМ и ги 

аплицират върху кореновата повърхност на експулсирани зъби. 

Резултатите демонстрират много добра регенерация на ПДЛ и цимент, 
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както и високи нива на експресия на колаген тип I, тип III и фибронектин 

от клетките в регенериралата тъкан.   

Голям брой предклинични изследвания с животни доказват, че 

откритият кюретаж на фуркационни и интердентални пародонтални 

дефекти в комбинация с прилагане на автоложни стволови клетки от ПДЛ 

води до изграждане на нова кост, цимент и ПДЛ (148,174,227).   

Освен автоложни, локално могат да бъдат аплицирани и алогенни 

МСКПДЛ. При експеримент, проведен със свине се установява, че те 

стимулират регенеративните процеси в пародонталните тъкани подобно на 

автоложните клетки (86). Авторите не съобщават за имунна реакция от 

страна на реципиента.  

Sonoyama и кол. (260) провеждат експеримент, при който 

имплантират МСКПДЛ и МСКАП в комбинация с желатинова гъба 

Gelfoam
® 

около дентален имплантат при свине. Зъбната алвеола е 

обработена след екстракцията, за да бъде отстранен целия ПДЛ. След три 

месеца е поставена и керамична конструкция. Резултатите от компютърния 

томограф и от хистологичното изследване демонстрират регенерация на 

ПДЛ-подобна структура и по-голяма стабилност в зоните, третирани 

едновременно със стволови клетки и Gelfoam
®
. 

В изследване на Zhao и кол. (317) автоложни МСКПДЛ са 

използвани за интеграцията на експулсирани зъби в комбинация с 

автоложни кръвни продукти, богати на тромбоцити. Ефектът на тези 

автоложни продукти се дължи на големия набор РФ и други активни 

молекули в тях.  Резултатите са отчетени осем седмици постоперативно. 

Установява се добра регенерация да ПДЛ, липса на възпалителни 

усложнения и липса на анкилоза.  

 

II.6.5.КЛИНИЧНИ ИЗСЛЕДВАНИЯ С МЕЗЕНХИМНИ СТВОЛОВИ 

КЛЕТКИ ОТ ПЕРИОДОНТАЛЕН ЛИГАМЕНТ 
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В литературата има много оскъдни данни относно приложението на 

МСКПДЛ в клинични експерименти, проведени с хора. Feng и кол. (103) 

провеждат ретроспективно изследване, с което установяват ефекта от 

имплантирането на автоложни клетки, изолирани от ПДЛ върху 

пародонтални костни лезии. Третираните зъби са общо 16 на брой. 

Пациентите са проследявани в продължение на 32-72 месеца. При 

клиничния преглед е установен положителен ефект от МСКПДЛ върху 

оздравителния процес и върху стабилността на зъбите. Не са наблюдавани 

усложнения по време на и след лечението на пациентите.  

В изследване на Gault и кол. (111) се проследява ефектът от човешки 

автоложни МСКПДЛ, с които покриват повърхността на дентални 

имплантати непосредствено преди поставянето им в алвеолата. Клетките 

са предварително изолирани и култивирани in vitro. При имплантатите, 

чиято повърхност е покрита със стволови клетките е установена много 

добра остеоинтеграция без усложнения.  

Всички известни до момента in vitro и in vivo доклади относно 

човешки МСКПДЛ не са достатъчни за въвеждането им в рутинната 

клинична практика (103,148,318). МСКПДЛ трябва да бъдат 

предварително изолирани, култивирани и намножени in vitro, тъй като 

клиничното им приложение изисква много голям брой жизнеспособни 

клетки със стабилен фенотип (7). Важен факт е, че продължителното 

отглеждане на клетките в in vitro условия води до стареене, постепенна 

загуба на стволовоклетъчните им свойства и ограничава пролиферативния 

им потенциал (7).  

В организма на човека има плеяда от активни молекули, които 

влияят върху регенеративните процеси и свойствата на МСК. Много от тях 

са концентрирани в кръвната плазма и в тромбоцитите (225). Това насочва 

интереса към подробно изследване на механизмите, чрез които тези 

морфогени повлияват МСКПДЛ. Търсят се нови методи за установяване 
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начините, по които РФ в средата повлияват процесите на пролиферация, 

синтез и диференциация на клетките (7). 

 

II.7.АВТОЛОЖНИ КРЪВНИ ПРОДУКТИ  

Няколко вида автоложни биоматериали са получени от човешка 

кръв. Класифицират се като продукти, които имат високо съдържание на 

фибриноген и такива, които съдържат голям брой тромбоцити (57).   

Основните биоматериали, чийто ефект се дължи на тромбоцитните 

функции са богатата на тромбоцити плазма-platelet rich plasma (PRP) и 

богатият на тромбоцити фибрин-platelet rich fibrin (PRF), oбединени под 

наименованието тромбоцитни концентрати (ТК) (65).  

 

II.7.1.ФИБРИНОВИ АДХЕЗИВИ  

Прилагането на продукти, получени от човешка кръв за покриването 

на рани и за стимулирането на оздравителни процеси датира от преди 

повече от 40 години (57). Преди да започне използването на ТК в 

практиката са прилагани фибриновите адхезиви или т.нар. „силъри“ (57). 

Фибриновият матрикс представлява краен продукт от коагулационната 

каскада (189). Пръв Bergel (40) през 1909г. докладва качествата на фибрина 

като помощен биоматериал в хематологията. През 1972г. Matras 

демонстрира ефекта от аплицирането на фибрин (получен от концентриран 

фибриноген и фактор XIII) върху процеса на регенерация на човешки 

нервни влакна (192).  

Фибриновите силъри все повече се популяризират в Европа през 80-

те години на 20-ти век. С тях се осигурява „запечатването” на раневи 

повърхности, като по този начин се постига щателна хемостаза и се 

понижава рискът от развитие на инфекция (109). Силърите се прилагат 

локално непосредствено след хирургична интервенция (237).  
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Фибриновият адхезив по начало не съдържа тромбоцити, РФ или 

цитокини (278). Механичните свойства на получения матрикс зависят от 

концентрацията на фибриногена, а скоростта на полимеризация – от тази 

на тромбина (110). Резултатът е получаването на триизмерна мрежа, която 

може да бъде колонизирана от различни клетъчни типове (230). След около 

2 седмици материалът се резорбира напълно от функцията на макрофаги и 

фибробласти (230).  

Фибриновите лепила обикновено са алогенни или автоложни 

(109,201). Въпреки усъвършенстването на методите на работа с тези 

продукти, все още стои проблемът с трудния протокол за получаването им 

(115).  

Фибриновите адхезиви намират приложение при профилактиката на 

постоперативни хематоми, превенция от профузно кървене, особено при 

пациенти с нарушения в хемостазата, намаляват напрежението при 

адаптирането на ламба, потенцират оздравиделните процеси след 

хирургични интервенции и др. (79,115,237). Те не се прилагат при кървене 

от голям кръвоносен съд (100). 

 

II.7.2.ТРОМБОЦИТНИ КОНЦЕНТРАТИ (ТК) 

Под терминът ТК се разбира автоложен (най-често), плазмен 

продукт, който има висока концентрация на тромбоцити и активни 

протеинови молекули (77,206). ТК се прилагат в различни медицински 

области като тъканното инженерство, хирургията, при лечение на 

незарастващи улцери, стимулиране на ангиогенезата, лечение с костни 

присадки и др. (20,21).  

ТК са били въведени за първи път в клиниката през миналото 

десетилетие под наименованието тромбоцитен гел, като заместители на 

фибриновите адхезиви (301). Двата основни продукта в групата на ТК са 

PRP и PRF (76,91,97). Те включват в състава си всички активни молекули, 
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които са локализирани в тромбоцитите; различават се по метод на 

получаване и по начин на активиране на материала (1,3,92,94,97,190).  

 

II.7.2.1.БОГАТА НА ТРОМБОЦИТИ ПЛАЗМА (PLATELET-RICH 

PLASMA (PRP)) 

PRP е първа генерация ТК. Получава се от приблизително 20-80 ml 

свежа венозна кръв след центрофугиране и съдържа голям брой 

тромбоцити – около 1 000 000 за мкл. (300). В литературата има различни 

протоколи за получаването на PRP от цяла кръв, но всички те са 

подчинени на няколко основни правила (91,97). Протоколът за получаване 

на PRP се разделя на две основни стъпки: центрофугиране и активиране 

(92,190).  

PRP се поставя локално в тъканите в комбинация с активатор (16,186). 

Активаторите (тромбин, калциев хлорид) водят до дегранулация на 

тромбоцитите и полимеризация на фибрина (16). Течната плазма се 

превръща в тромбоцитен гел и се реализира освобождаването на РФ 

(24,186).   

Нормалният брой тромбоцити при човека е в границите 150 000 до 

450 000 клетки в мкл кръв (6,200). Количеството на РФ в ТК зависи от броя 

тромбоцити (300). В зависимост от индивидуалните особености на 

пациента, както и според приложения протокол, тромбоцитният брой в 

PRP може да варира. Възможно е броят на тромбоцитите да бъде от 2-3 до 

около 5 пъти над физиологичните нива (141). ТК с по-ниски нива на 

тромбоцити имат субоптимална биологична активност, докато прекалено 

високите нива на тромбоцити, респ. на РФ могат да инхибират 

концентрационно различни клетъчни процеси (299).  

PRP е автоложен биоматериал и при използването му не се 

наблюдават реакции като токсичност или имуногенност (179,191). PRP 
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стимулира неспицифичния имунен отговор поради белите кръвни клетки, 

които съдържа и синтезираните от тях интерлевкини (303).  

При някои пациенти вземането на автоложна кръв за получаване на 

ТК е контраинидицирано. Това се отнася до състояния като хемофилия, 

други коагулопатии, антикоагулантна терапия (258). В такива случаи може 

да се приложи алогенна PRP, за да се избегнат усложнения, свързани със 

системното заболяване на пациента (27,258). Според Marx (190) вземането 

на алогенна кръв за приготвяне на PRP се асоциира с непредвидимост на 

лечебния резултат. По мнение на автора PRP винаги трябва да бъде 

автоложна. 

Докладвани са резултати от in vitro изследвания, които доказват 

позитивен ефект от PRP върху диференциацията и най-вече върху 

пролиферацията на фибробласти (152), остеобласти (80), мезенхимни 

клетки от костен мозък (26), клетки от ПДЛ (147,221) и др. Съществуват и 

доклади, които не са в подкрепа на ефекта на PRP върху биологичните 

процеси (65,256). Мненията на авторите са противоречиви. Вероятни 

причини за това са разликите в използваните протоколи, донорите на 

биологичен материал, възможността активните молекули от тромбоцитите 

да се инактивират в хранителната среда, без да мога да повлияят 

клетъчните процеси и т.н. (211) 

 

II.7.2.2.БОГАТ НА ТРОМБОЦИТИ ФИБРИН (PLATELET-RICH FIBRIN 

(PRF)) 

PRF представлява втора генерация ТК (76,93). Този продукт е бил 

предложен за първи път във Франция през 2001г. във връзка с 

ограниченията относно реплантирането на кръвни продукти след 

биохимичната им обработка (76). PRF е описан като фибринов 

биоматериал, богат на тромбоцити и левкоцити (92,94). Получава се чрез 
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опростен метод, без добавянето на антикоагулант и субстанции като 

телешки тромбин, калциев хлорид и други активатори (92).  

Тромбоцитната активация и фибриновата полимеризация в този 

случай протичат по естествен път. Тромбоцитите се активират в резултат 

от контакта им със стените на стъклената епруветка, в която е поставен 

PRF (178). Бързо получената гъста фибринова мрежа задържа РФ за по-

дълго време и ги предпазва от протеолиза (178).  

Изследвания, изясняващи състава на PRF демонстрират високо 

съдържание на РФ, както и на много имунни цитокини – IL-1β, IL-6, IL-4, 

TNF (тумор некрозиращ фактор) (94). Следователно PRF може да се 

аплицира локално при наличие на възпалителен процес и да стимулира 

защитните механизми в тъканите (3,94).  

PRF се оформя във вид на плътна фибринова мембрана след като се 

притисне между стерилни марли (262). Тази мембрана освобождава бавно, 

в рамките на няколко дни съдържащите се в нея РФ, цитокини, както и 

матриксни протеини – тромбоспондин, фибронектин, витронектин и др. 

(95). Според проучвания на Burnouf (56) и Su (271) количеството на РФ в 

мембраната намалява след притискането ѝ с марли, заради механичното 

увреждане на голям брой тромбоцити. За да се избегне нарушаването на 

тромбоцитния интегритет, мембраната може да бъде оформена 

посредством устойство наречено PRF-компресор (150). С него се получава 

мембрана с дебелина 1 mm (150). 

Различни изследвания докладват възможностите за употребата на 

PRF в области като лицево-челюстната хирургия (2,76,77,88), пластичната 

хирургия (53), оториноларингологията (75) и т.н. In vitro експерименти 

доказват позитивното му влияние върху пролиферацията и 

диференциацията на клетъчни култури: гингивални фибробласти, 

прекератиноцити, преадипоцити и остеобласти (96). 
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II.7.2.3.РАСТЕЖНИ ФАКТОРИ В ТРОМБОЦИТНИТЕ КОНЦЕНТРАТИ  

Ефектите на ТК се дължат на високото съдържание на тромбоцити и 

най-вече на активните молекули в тях  (24,25,95). Концентрацията на 

тромбоцити се определя от количеството кръв, взета от донора, протоколът 

за получаване на ТК, използвания активатор, индивидуални особености на 

пациента (20). Унифицирането на технологията за получаване на ТК и 

режима на центрофугиране би дало възможност за по-надежден контрол 

върху концентрацията на тромбоцитите, а от там – и на РФ (19,25). Трудно 

е да се направи точна количествена оценка на съдържанието на всеки един 

РФ в ТК (244). Въпреки това много изследвания докладват 

приблизителните концентрации на най-разпространените морфогени в 

кръвните продукти (55,269,270,280,300). Авторите предлагат следните 

стойности, измерени в ng/ml: PDGF-AB – 50-300, PDGF-AA – 1-10, PDGF-

BB – 10-30, TGF-beta1 – 50-300, TGF-beta2 – 0.5, VEGF – 5-20, EGF – 0.5-

20, IGF – 50-200. Тези концентрации са установени общо за всички кръвни 

продукти с изключение на фибриновите лепила. В повечето случаи 

последните са инертни и не съдържат тромбоцити, но има възможност да 

бъдат обогатени с клетки и активни молекули (27,79). Така те могат да 

изпълняват ролята на матрици за биоактивни вещества (115). 

Директното изолиране на РФ от ТК и индивидуалното проучване на 

активността им не е част от рутинната научната работа. Известно е, че при 

някои пациенти има ясно дефинирани противопоказания за вземане на 

автоложна кръв за получаването на ТК (27,258). По тези причини, много от 

научните трудове се концентрират върху изследване ефектите на 

рекомбинантни биологично активни молекули в in vitro 

(78,182,184,193,220,243) и в клинични експерименти (31,49,198,215,245).  

 

II.7.2.4.ВЛИЯНИЕ НА ТРОМБОЦИТНИТЕ КОНЦЕНТРАТИ ВЪРХУ 

КЛЕТЪЧНАТА ПРОЛИФЕРАЦИЯ, КОЛАГЕНОВИЯ СИНТЕЗ И 

МИНЕРАЛИЗАЦИЯТА in vitro  
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ТК са обект на много in vitro експерименти, с които се цели 

изясняване на активността им по отношение на клетъчна пролиферация, 

диференциация, протеинов синтез и т.н. (22,176).  

Adiwinata и съавт. (10) проучват възможността PRP да замести 

ксеногенния ФТС в in vitro експериментални постановки. Авторите стигат 

до заключение, че трябва да се дефинира оптималното за клетките 

процентно съдържание на ТК в хранителната среда. Според тях броят 

тромбоцити (респ. РФ) в ТК са определящи за поддържане клетъчните 

функциите. 

В изследване, проведено от Annunziata и кол. (22) става ясно, че PRP 

отключва различни биологични процеси, в зависимост от типа третирани 

клетки. Авторите докладват, че след култивиране на клетки от ПДЛ с ТК 

се активират пролиферативните процеси, колагеновата активност и 

остеогенната диференциация.  

Arpornmaeklong и кол. (26) сравняват  ефекта на PRP с този на BMP-

4 върху пролиферацията и остеогенната диференциация in vitro. 

Резултатите им показват, че ТК има известен дозо-зависим позитивен 

ефект върху клетъчното делене, но потиска диференциацията на клетките 

до остеобластоподобни. Според авторите PRP може би влияе по-скоро 

върху регенерацията на меките тъкани, отколкото на костта.  

Друго проучване показва, че PRP стимулира остеогенната 

диференциация в клетки от ПДЛ, но там ТК е добавен в среда с 

дексаметазон и ФТС (147). Наличието на дексаметазон и β-глицерофосфат 

в хранителната среда са достатъчно условие за иницииране на остеогенеза 

in vitro. Авторите получават оптимален резултат след 20-дневно 

култивиране на клетките в описаните условия. Не става ясно дали 

процесите на минерализация са предизвикани от ефекта на тромбоцитните 

РФ върху клетките или по-скоро протичат в резултат на формирана 

фибринова мрежа.  
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В литературата има доклади, според които PRP не проявява значим 

митогенен ефект върху остеобластна култура (256). Okuda и кол. (221) 

установяват, че PRP може има потенциращ или инхибиторен ефект върху 

пролиферацията, в зависимост от произхода и фенотипа на самите клетки. 

Авторите изтъкват значението най-вече на два РФ (PDGF и TGF-бета) за 

активността на PRP. В заключението си, те подчертават нуждата от 

допълнителни експерименти, които да конкретизират ефектите на тези два 

РФ върху клетъчните процеси на пролиферация, синтез и диференциация.  

PRF, подобно на PRP е обект на много in vitro и клинични 

експерименти. Choukroun и кол. (75) доказват, че PRF проявява силен 

митогенен ефект върху изследвани от тях клетъчни култури in vitro. 

Засилената клетъчна пролиферация е един от основните признаци за 

инициация на тъканната регенерация. Авторите предлагат разработването 

на нови терапевтични методики с участието на PRF.  

Su и кол. (271) доказват, че PRF има по-добри регенеративни 

свойства от PRP заради консистенцията на материала и бързо оформената 

гъста фибринова мрежа. Според авторите PRF осигурява локално 

задържане на активните молекули за по-дълъг период и има по-добри 

механични свойства. Същите автори изследват количеството РФ в PRF, 

тъй като биологичните процеси, в които участват активни молекули са 

концентрационно зависими. 

Zhao и кол. (317) изследват ефекта на PRF върху СКПДЛ на кучета in 

vitro. След едноседмично третиране те установяват засилена клетъчна 

пролиферация. PRF стимулира също колагеновата експресия в клетките, но 

потиска остеогенната им диференциация. Авторите отчитат количеството 

на РФ в получения PRF, но не успяват да дефинират ефекта на всеки 

отделен РФ върху СКПДЛ.  
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 II.7.2.5.ТРОМБОЦИТНИТЕ КОНЦЕНТРАТИ В КЛИНИЧНИ 

ЕКСПЕРИМЕНТИ 

Клиничното приложение на ТК в оралната хирургия се отнася до 

лечението на пародонтални дефекти, регенерация на алвеоларната кост 

след екстракция на зъб, остеоинтеграция на дентални имплантати, 

направлявана тъканна регенерация и т.н. (2,3,51,281). Първият клиничен 

експеримент с PRP е проведен от Marx и съавт. (191). Изследването 

включва лекуване на 88 мандибуларни костни дефекта/алвеоли, получени 

след екстракция на зъб. Част от тях са третирани само с автоложна костна 

присадка, а другите – с автоложна кост и PRP в комбинация. Резултатът 

демонстрира, че PRP потенцира костната регенерация.  

Albanese и кол. (13) правят подробен преглед на различни доклади, 

свързани с приложението на PRP в екстракционна рана, при поставяне на 

дентални имплантати, синус-лифт, лечение на пародонтални лезии и 

медикаментозно индуцирана остеонекроза. Авторите стигат до 

заключението, че PRP оптимизира условията, в които протича 

оздравителния процес най-вече в първите дни след след хирургична 

интервенция. Според авторите ефектът на ТК върху остеоинтеграцията на 

имплантати и при лечение на пародонтални лезии е по-добър, когато 

материалът е в комбинация с тъканна присадка. Според същите автори е 

необходимо да се планират и проведат още много експерименти (in vitro и 

in vivo), които да подкрепят ползата от приложението на ТК и 

индивидуалната активност на всеки РФ.  

Редица изследвания от друга страна показват липса на значим ефект 

при приложението на ТК върху оздравителния процес след дентални 

хирургични интервенции (64,120). Casati и съавт. (63) съобщават, че 

самостоятелното аплициране на PRP за лечението на костни дефекти около 

дентални имплантати, не засилва регенерацията на тъканите в сравнение с 

контрола. Според Navneet и съавт. (211) липсата на значим позитивен 
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ефект на ТК в много изследвания се дължи на липса на стандартизиран 

протокол за приготвянето му. Авторите изтъкват необходимостта от 

предварително измерване на тромбоцитния брой както във взетата от 

пациента кръв, така и в крайния продукт.  

Докладвани са резултати от in vivo експерименти, при които ТК се 

аплицира локално в комбинация със стволови клетки. Yamada и кол. (307) 

успяват да имплантират МСК, изолирани от илиачна кост заедно с PRP в 

пародонтални дефекти след открит кюретаж. Авторите установяват, че 

следоперативния оздравителен процес протича по-пълноценно и без 

усложнения след прилагане на PRP и стволови клетки в сравнение с 

контрола.  

Според някои доклади добрите клинични резултати от приложението 

на ТК се дължат на доброто локално кръвоснабдяване, тъй като тези 

биопродукти стимулират деленето на съдовоендотелните клетки, а от там и 

ангиогенезата (65).  

От описаните клинични експерименти с PRP възникват някои 

въпроси. Не е ясно дали засилената остеогенеза, описана от някои автори 

се дължи на конкретни РФ или на формирана фибринова мрежа, която във 

всеки случай стимулира възстановяването на тъканта (26). Повечето 

клинични проучвания, демонстриращи ефекта на PRP са без хистологично 

верифицирани резултати след тъканната регенерация (26). Ефектът на 

всеки РФ в ТК и точните механизми, по които кръвните продукти влияят 

върху тъканите на клетъчно и молекулно ниво предстои да се доизяснят 

(26,147,221). Функцията на ТК се дължи до голяма степен на PDGF, който 

е основен РФ в регенерацията на меките тъкани и костите (13). Още няма 

достатъчно клинични и in vitro доклади в литературата, доказващи 

биолгичните ефекти на PDGF върху тъканите.  
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II.8.ТРОМБИЦИТЕН РАСТЕЖЕН ФАКТОР (PLATELET-

DERIVED GROWTH FACTOR – PDGF) 

PDGF е един от РФ с най-висока концентрация в тромбоцитите 

(97,270). Открит е за първи път от Ross и съавт. през 1974г. (239). Авторите 

го описват като РФ, получен от тромбоцитите, който е способен да засилва 

диференциацията на клетъчна култура, изолирана от гладкомускулна 

тъкан. Освен от тромбоцити, PDGF се продуцира и от други клетъчни 

типове като макрофаги, ендотелиални клетки, гладкомускулни клетки и 

т.н. (156). 

PDGF съществува под формата на димерна молекула: хомо- или 

хетеродимер (17,112,123,125,129). PDGF се състои от някои от следните 

полипептидни вериги: A, B, C или D, свързани помежду си с дисулфиден 

мост (125,129). Възможните изомерни форми на РФ според съставящите го 

полипептидни вериги са PDGF-AA, -BB, -AB, -CC, -DD (14,112,123).  

Описани са два типа повърхностни клетъчни рецептори за PDGF – 

алфа- и бета-рецептори (112,125,129). Към алфа-рецепторите с висок 

афинитет се свързват всички изомерни форми, докато с бета-рецепторите 

се свързват само PDGF-BB и в по-малка степен PDGF-AB (125). PDGF се 

свързва в точно определен епитоп на рецептора, разположен между втория 

и третия имуноглобулинов домен (129). Следва процес на активиране на 

рецепторите и автофосфорилиране на няколко места в цитозолните домени 

(223). Медиира се свързването на ко-фактори и активиране на сигнална 

трансдукция (74). Тя може да бъде реализирана по различни пътеки: най-

често PI3K (phosphatidylinositol-3-kinase-фосфатидилинозитол-3-киназа) 

или STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3-сигнален 

трансдуктор и активатор на транскрипцията 3) (45). Тези пътеки се 

асоциират с процеси като клетъчна диференциация, пролиферация, 

миграция, както и с неконтролираното клетъчно делене при тумори (164).  
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PDGF се намира в тромбоцитите и по-точно в техните алфа-гранули, 

както останалите РФ (167,200). При нарушаване тъканния интегритет, този 

РФ се освобождава при тромбоцитната дегранулация във формирания 

кръвен съсирек (232). Има кратък полуживот и циркулира в кръвта в 

продължение на около 30 мин. (49,180).   

PDGF участва в множество биологични процеси. Едни от най-

важните са: стимулиране на оздравителните процеси в меките тъкани и 

костите, участва в развитието на централната нервна система; той е главен 

митоген за остеобласти, недиференцирани остеопрогениторни клетки, 

фибробласти, гладкомускулни клетки, глиални клетки, стимулира 

химиотаксиса на неутрофили и макрофаги към мястото на тъканно 

увреждане, участва в процеси на реепителизация и ангиогенеза 

(14,32,116,129,316). PDGF реализира активността си в ранните етапи на 

оздравителния процес като стимулира функцията най-вече на неутрофили 

и макрофаги (253). Тези клетки представляват главните медиатори в 

началния етап на тъканна регенерация (253). Според автори, при някои 

типове клетки PDGF стимулира оздравителните процеси посредством 

иницииране на колагенов синтез (273).  Синтезът на колаген допринася за 

високата резистентност и механична устойчивост на тъканите в областта 

на мекотъканно увреждане или в костния калус след травма (47,232).    

PDGF е активна молекула, имаща отношение към туморогенезата 

(61,306). Той стимулира туморната ангиогенеза и регулира секретирането 

на протеолитични ензими от туморните клетки (61,306). Така потенцира 

неопластичния растеж и развитието на туморни метастази (89,113). 

Инхибирането на активността на PDGF чрез различни агенти е един от 

подходите при лечение на туморни заболявания (113).  

 

II.8.1.РЕКОМБИНАНТНА ФОРМА НА ТРОМБОЦИТНИЯ РАСТЕЖЕН 

ФАКТОР – rhPDGF 
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Докладвано е, че РФ от семейството на PDGF са сред молекулите с 

най-висока концентрация в ТК в сравнение с останалите РФ (55,221,269).  

До момента не са открити данни в литературата, касаещи прилагане на 

изолирани от човешка кръв РФ в in vitro и in vivo експерименти. В научно-

експерименталната и лечебната дейност се прилагат рекомбинантни форми 

на протеините (213,245). Рекомбинантните активни молекули са 

концентрирани и пречистени във висока степен (215,314). Провеждат се 

предклинични и клинични проучвания, доказващи ефектите им върху 

оздравителните процеси (60,78,212).  

Рекомбинантен PDGF (rhPDGF) е първият рекомбинантен РФ, 

разрешен за употреба от Американската асоциация по храни и лекарства-

FDA (Food and Drug Assosiation) под името Regranex, Ethicon, Inc. 

Somerville, NJ (185,302). Доказано е, че той стимулира възстановяването на 

хронични улцери при пациенти с диабет (185,302). Широката употреба на 

препарата се дължи на неговата ефективност и липса на усложнения след 

приложението му при пациенти (302). 

Недостатък на прилагането на PDGF в клиниката се отнася до 

краткия му полуживот (49,180). Повишаване локалната концентранция на 

екзогенен РФ в тъканите крие риск от нежелани странични ефекти като 

индуциране на туморен растеж (198). Проблемът с краткия полуживот 

води до разработването на материали, формиращи депо за по-бавно 

локално освобождаване на РФ (240).  

 

II.8.2.ЕФЕКТ НА ТРОМБОЦИТНИЯ РАСТЕЖЕН ФАКТОР ВЪРХУ 

КЛЕТЪЧНАТА ПРОЛИФЕРАЦИЯ, СИНТЕЗА НА КОЛАГЕН И 

МИНЕРАЛИЗАЦИЯТА in vitro  

Ефекти на PDGF върху клетъчните процеси in vitro са докладвани от 

много автори. Експериментите са насочени най-вече към установяване 

митогенната активност на РФ. Установено е, че PDGF стимулира 

фибробластната пролиферация, като стимулира клетката да премине в 
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G2/M-фаза на клетъчния цикъл (14). РФ повлиява генната експресия, 

миграцията и синтеза на ЕЦМ както на фибробласти, така и на моноцити, 

макрофаги и други инфламаторни клетки (232).  

Boyan и съавт. (50) изследват влиянието на три изомерни форми на 

PDGF (PDGF-AA, -BB и -AB) върху митотичното делене и химиотаксиса 

на хетерогенна клетъчна култура от ПДЛ. Според авторите най-високо 

активен от изомерите е PDGF-BB. Този изомер е силен митоген и 

химиоатрактант с изразена концентрационнозависима активност (50). 

Резултатите от експерименти, касаещи ефекта на PDGF върху 

остеогенната диференциация на някои клетъчни типове остават спорни. 

Според Kratchmarova и съавт. (153) PDGF не стимулира диференциацията 

на човешки МСК до остеобластоподобни. Strayhorn и съавт. (267) доказват 

способността на PDGF да потенцира остеобластната пролиферация в in 

vitro условия. В изследването са включени само две концентрации на РФ: 

10 ng/ml и 20 ng/ml. Според авторите РФ не засилва остеогенната клетъчна 

диференциация. Същите установяват, че PDGF блокира генната експресия 

на два от маркерите за остеогенна клетъчна диференциация: остеопонтин и 

остеокалцин.   

Докладвано е, че PDGF-AB стимулира клетъчната пролиферация и 

химиотаксиса на клетки от ПДЛ, изолирани от миши тъкани (193). РФ 

потенцира и колагеновия синтез при същите клетки. Авторите описват 

концентрационна зависимост в активността на РФ върху клетъчните 

процеси. Изследвания от други автори също са в подкрепа на способността 

на PDGF да стимулира колагеновата продукция (114). Има описани 

резултати, според които PDGF-изомерите имат много по-слаб индуциращ 

ефект върху колагеногенезата в сравнение с други РФ (312).   

В експеримент на Ojima и съавт. (220) се изследва активност на 

ниски концентрации PDGF-BB върху клетки от ПДЛ. За установяване на 

пролиферативния потенциал на РФ, авторите прилагат концентрации от 
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0.01 до 10 ng/ml, а за стимулиране на колагеновата продукция – от 0.1 до 

10 ng/ml. Авторите описват дозозависим ефект на PDGF. Оптимална 

активност върху пролиферацията на клетките имат по-високите 

концентрации (10 ng/ml), докато колагеновата продукция е по-значителна 

при 1 ng/ml от РФ.  

Изследван е ефектът на PDGF-BB върху активността на ензима 

алкална фосфатаза (alkaline phosphatase-ALP) (ранен маркер за остеогенна 

диференциация), както и върху протеиновия синтез (314). Авторите 

култивират клетки от ПДЛ върху дентинови блокчета от екстрахирани 

зъби. Резултатите показват, че PDGF-BB увеличава продукцията на 

протеини от клетките и инхибира ALP-активност (314). 

Papadopoulos и кол. (225) изследват ефекта на PDGF-BB в 

комбинация с алогенна кост върху клетки от ПДЛ. Авторите култивират 

клетките при селектираните условия за период от 48ч. Резултатите 

показват, че РФ заедно с алогенната кост увеличават съдържанието на 

ДНК в клетките, т.е. стимулират пролиферацията. Според авторите 

обогатяването на хранителната среда само с PDGF-BB (без алогенна кост) 

не води до засилен митогенен ефект върху клетките. 

Sant’Ana и кол. (243) докладват, че PDGF може да действа 

синергистично в комбинация с други РФ. Според авторите комбинацията 

от 2 и повече РФ засилва активността им по отношение на пролиферация и 

адхезия при клетки от ПДЛ. 

 

II.8.3.ЗНАЧЕНИЕ НА ТРОМБОЦИТНИЯ РАСТЕЖЕН ФАКТОР ЗА 

ОРАЛНАТА ХИРУРГИЯ 

Ефектът на PDGF върху регенерацията на пери-имплантити и 

пародонтални дефекти е основен акцент в изследванията с 

рекомбинантната форма на този РФ в оралната хирургия (194). Интерес 

представлява приложението му при хоризонтална костна аугментация 
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(213), запазване височината на алвеоларния израстък след зъбна 

екстракция (презервация на алвеолата) (255) и т.н. PDGF обикновено се 

поставя локално в комбинация с авто-, ало-, ксенотрансплантат или 

синтетичен материал (бета-трикалциев фосфат) (266). РФ стимулира 

ангиогенезата, миграцията и пролиферацията на клетки от околната тъкан 

(116). Материалът, който играе роля на депо за PDGF осигурява задържане 

на по-висока локална концентрация на РФ и изпълнява механична функция 

(99). Така формирането на нова тъкан (кост, цимент, ПДЛ) ще се реализира 

по-бързо и пълноценно (316).   

Изследван е ефектът на PDGF върху едно-, дву- и тристенни костни 

дефекти при зъби с пародонтит (214). Авторите прилагат различни 

концентрации на РФ в комбинация с бета-трикалциев фосфат. Според 

резултатите само по-ниските концентрации имат добър регенеративен 

ефект върху тъканите след период от 3 и 6 месеца. Като контрола служат 

зони, третирани само с бета-трикалциев фосфат без PDGF.  

PDGF може да се аплицира директно около зъбни имплантати. 

McAllister и съавт. (194) изследват влиянието на PDGF-BB върху процеса 

на костна регенерация и остеоинтеграция около имплантати, поставени 

имедиатно след екстракция на зъбите. РФ е аплициран в комбинация с 

бета-трикалциев фосфат или депротеинизирана телешка кост. Резултатите 

сочат, че в зоните, в които присъства PDGF-BB, е настъпила 100% 

остеоинтеграция на имплантатите. 

Nevins и съавт. (215) прилагат PDGF при опит за лечение на зъби, 

подлежащи на екстракция, поради напреднала костна резорбция и III 

степен подвижност. РФ е използван в комбинация с алогенна присадка – 

минерализирана лиофилизирана кост. Дефектите са покрити и с мембрана. 

След 6 месеца третираните зони показват излекуване на възпалителния 

процес в меките тъкани и формиране на нова кост. 



52 
 

PDGF е използван и за лечение на клас II фуркационни лезии при 

зъби с тежък пародонтит (60). Авторите аплицират различни концентрации 

от РФ в комбинация с алогенна костна присадка. Резултатите показват 

стимулиране на тъканната регенерация и липса на възпалителни 

усложнения в зоните, третирани с по-високи концентрации. 

Резултатите от клинични експерименти с прилагане на rhPDGF и 

тези, в които се аплицират локално МСКПДЛ са спорни. Не е ясно, кои 

процеси в стволовите клетки са повлияни в най-голяма степен от този РФ. 

С провеждането на in vitro експерименти, изясняващи ефектите на PDGF-

BB ще се докаже дали активната молекула стимулира предимно 

клетъчната пролиферация, дали засилва колагеновата синтеза или  

минерализацията, дали по-скоро поддържа клетките недиференцирани. 

Резултатите от такива експерименти ще дадат отговор дали РФ стимулира 

предимно мекотъканната или костната регенерация в периодонциума. По 

този начин би се осигурила по-добра предвидимост за изхода от лечението 

с rhPDGF в оралната хирургия и ще се дадат възможности за развитие на 

стволовоклетъчната терапия. Именно липсата на достатъчно информация 

относно регенеративния потенциал на МСКПДЛ и rhPDGF ни насочват 

към провеждане на експериментите по настоящия научен труд. 
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II.9.АНАЛИЗ НА ЛИТЕРАТУРНИЯ ОБЗОР 

След направения преглед на литературата се установява, че в ПДЛ на 

постоянни зъби има наличие на специфични клетъчни популации, 

притежаващи типични характеристики на ССК. Те могат да формират 

колонии, да експресират специфични маркери и да се диференцират до 

различни клетъчни типове, както всички МСК. Освен това, МСКПДЛ са 

способни да инициират формиране на пълноценен ПДЛ след  in vivo 

имплантиране в опитни животни (248,249). Високите регенеративни 

способности на периодонталните стволови клетки водят до идеята за 

тяхното бъдещо клинично приложение в лицево-челюстната и оралната 

хирургия с цел стимулиране на оздравителния процес при редица 

патологични състояния. Въпреки големия потенциал на този клетъчен тип, 

много въпроси относно тяхното поведение остават неясни.  

Широко дискутирани и частично решени са въпросите, свързани с 

характеризирането на МСКПДЛ. Установен е техния потенциал за 

мултилинеарна диференциация, но  доказването на стволовоклетъчния им 

фенотип все още се прави на базата на сравнително малък брой маркери. 

Не е доказан универсален маркер, който да се експресира в еднаква степен 

при МСКПДЛ, получени от различни донори. Включването на по-голям 

брой стволовоклетъчни маркери в експериментите ще даде една по-голяма 

достоверност на резултатите, че изолираните клетки действително са 

стволови.  

Има твърдения, според които продължителното клетъчно 

култивиране води до спонтанна автодиференциация на стволовите клетки 

(137). В този смисъл частично решени остават и проблемите, свързани с 

търсенето на оптимални условия на клетъчно култивиране, при които да 

бъде съхранен стволовоклетъчния фенотип на МСКПДЛ за дълъг период 

от време. В литературата, като цяло до момента няма достатъчно 

проучвания, които показват промяна във функциите на МСКПДЛ след 
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култвирането им in vitro в среда с добавени различни биологично активни 

молекули. Липсват достатъчно изследвания, които да покажат как 

експозицията с различни РФ влияе върху динамиката на популацията и на 

стволовоклетъчните свойства. 

Проведените до момента in vitro и предклинични експерименти 

върху животни с МСКПДЛ са крайно недостатъчни за реализиране на 

тяхното клинично приложение (103,148,317,318). Опитните  постановки с 

приложение на МСКПДЛ върху хора са само ретроспективни и са много 

малко на брой (103,111). До момента не са намерени такива изследвания с 

високо ниво на достоверност (Ниво на достоверност А и Б).     

Редица съвременни лечебни подходи в хирургията са насочени към 

прилагането на различни имплантати, тъканни присадки и заместители, 

рекомбинантни форми на РФ, автоложни ТК (13,71,75,155,185,271,278). 

Една популярна напоследък група биоматериали за локално приложение в 

хирургията са ТК. Много автори демонстрират способността на тези 

автоложни кръвни продукти да стимулират оздравителните процеси в 

лицево-челюстната област (51,76,77,88,281). Ефектът им се дължи на 

големия брой тромбоцити и плеядата активни молекули, която се отделя 

след тяхното активиране. Резултатите от клиничното приложение на ТК са 

крайно противоречиви (2,13,15,63,88,211,271). Много въпроси относно 

ефектите на ТК остават нерешени: 

- не е известно дали активността им се дължи на гъстата фибринова 

мрежа, която образуват на мястото на аплицирането им или се дължи 

по-скоро на функцията на РФ;  

- не е ясна индивидуалната роля на всеки РФ за биологичните процеси 

и не е възможно да се прецени значението на локалната 

концентрация на всеки РФ върху неговата активност.  

Индивидуалното изследване на влиянието, което всеки един РФ in 
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vitro оказва върху клетъчните процеси може да се установи по-лесно 

с прилагането на техните рекомбинантни форми.  

Един от най-изследваните РФ е PDGF. Той е първият РФ, чиято 

рекомбинантна форма се предлага за клинична употреба при лечение на 

незарастващи кожни улцери (185,302). Вече има изследвания, които 

изучават ефектите на PDGF в клиниката. Рекомбинантен PDGF-BB се 

прилага за лечение на пародонтални дефекти, пери-имплантити, 

аугментация на алвеоларна кост (60,212,213,214,215). Резултатите, 

докладвани от различните автори все още са разнообразни и спорни. Няма 

общоприети утвърдени терапевтични протоколи и най-вече не е ясно върху 

кои биологични процеси в ПДЛ влияе този РФ.    

Установено е, че PDGF стимулира клетъчната пролиферация, 

ангиогенезата,  процесите на синтез и т.н. От друга страна е известно и 

значението му за туморогенезата (61,198). Описаните до момента in vitro 

експерименти с PDGF и клетки от ПДЛ са насочени предимно към 

установяване значението на РФ за пролиферацията и клетъчната миграция. 

Повечето от тези експерименти са проведени още преди да бъде доказано, 

че в ПДЛ има наличие на МСК.  

Нерешен остава въпросът, свързан с влиянието на PDGF-BB върху 

стволовоклетъчните свойства на МСКПДЛ: 

- на този етап не е известно дали РФ стимулира диференциацията им 

или поддържа стволовоклетъчния фенотип.  

- липсват данни в литературата, които доказват ефекта на PDGF-BB 

върху синтеза и матурацията на колаген, респ. ЕЦМ и не е известно 

как влияе върху минерализационните процеси в периодонтални 

стволови клетки.  

- не е изяснено дали ефектите на PDGF-BB са 

концентрационнозависими. Въвеждането на PDGF в рутинната 

хирургична практика като активно вещество, стимулиращо 
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регенеративните процеси изисква добра колаборация и стабилна 

връзка между in vitro и in vivo експерименти.   

Изследванията върху зъбни МСК с цел развитие на 

стволовоклетъчната терапия, както и конкретизиране ефектите на РФ 

върху регенеративните процеси са актуални и широко дискутирани 

въпроси в световната литература. Тези проучвания все още са в начален 

етап и данните, получени от тях са оскъдни и несистематизирани. Липсата 

на достатъчно информация относно регенеративния потенциал на 

периодонталните МСК и липсата на информация относно ефекта на PDGF-

BB върху тях, като основен РФ в ТК, са мотив за провеждането на 

изследванията по настоящия научен труд.   
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СОБСТВЕНИ ИЗСЛЕДВАНИЯ 

 

III.ЦЕЛ И ЗАДАЧИ 

 

Целта на настоящия труд е да бъде изследван ефектът на 

рекомбинантен PDGF-BB върху МСК, изолирани от ПДЛ в in vitro условия 

и да се изясни значението на РФ и на стволовите клетки за 

тъканнорегенеративните процеси.  

 

За реализиране на поставената цел е необходимо изпълнението на 

следните експериментални задачи:  

 

1 Да се изолират МСК от ПДЛ на човешки постоянни зъби. Да бъдат 

получени достатъчно клетки, имащи типична морфология и функция 

на стволови клетки; клетките да бъдат успешно култивирани в in 

vitro условия. 

 

2 Да се докаже стволовоклетъчният характер на културите чрез 

изследване експресията на специфични клетъчни маркери. Въз 

основа на експресията на маркери да се потвърди, че изолираните 

клетки от ПДЛ на постоянни зъби в действителност са стволови. 

 

3 Да се изследва ефектът на PDGF-BB върху клетъчната 

пролиферация и клетъчния цикъл, респ. влиянието на PDGF-BB 

върху поддържане на стволовоклетъчната култура, върху клетъчната 

репопулация в зони с клетъчен дефицит и върху риска от 

неконтролируема клетъчна пролиферация. 
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4 Да се изследва влиянието на PDGF-BB върху способността на 

клетъчната култура да експресира специфични стволовоклетъчни 

маркери. Да се установи дали PDGF-BB стимулира клетъчната 

диференциация или запазва стволовоклетъчния фенотип на 

периодонтални МСК. 

 

5 Да се установи ефектът на PDGF-BB върху продукцията на колаген 

от клетки, изолирани от ПДЛ, с което да се докаже дали РФ 

допринася за оформянето на пълноценен ЕЦМ и да се оцени рискът 

от фиброза в тъканите след приложението му върху стволовите 

клетки.  

 

6 Да се изследва влиянието на PDGF-BB върху остеогенната 

диференциация на клетките и да се установи значението му за 

процесите на минерализация, осификация и атопично отлагане на 

костна тъкан в периодонциума. 
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IV.МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 

 

IV.1.МАТЕРИАЛИ 

 

Периодонталните МСК, необходими за провеждането на 

експерименталната работа са изолирани от 44 на брой интактни трети 

молари. Биологичният материал е получен от зъби на здрави пациенти, 

дали предварително писмено информирано съгласие.  

Всички протоколи за научната работа са одобрени от етичната 

комисия на Медицински университет-София. Финансирането е осигурено 

от Медицински университет-София (Грант № 42/2015г, Съвет по 

медицинска наука, МУ-София) и Фонд „Научни изследвания“ (Проект № 

ДФНИ Б02/15 от 12.12.2014г). Пациентите (44 на брой) – донори на 

биологичния материал са на възраст между 18 и 40 години. Те постъпват в 

Катедра по Орална и лицево-челюстна хирургия към Факултета по 

дентална медицина на Медицински университет-София по повод рутинна 

екстракция на трети молари. МСК се изолират от ПДЛ по кореновата 

повърхност на екстрахирани нормално пробили, ретенирани и 

полуретенирани трети молари.   

 

Критерии за подбор на пациентите и зъбите: 

- Възрастови: пациентите да бъдат на възраст между 18 и 40 години 

- Пациентите да бъдат клинично здрави 

- Интактни трети молари, които подлежат на рутинна екстракция или 

екстрахирани по ортодонтски показания 

- Зъби със запазена цялост, които НЕ се налага да бъдат сепарирани по 

време на екстракцията  

- Зъби, които нямат кариозни лезии  
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- Отсъствие на възпалителен или неопластичен процес, свързан със 

зъбите, които подлежат на екстракция 

 

За доказване ефектите на PDGF-BB върху периодонталните МСК е 

използвана рекомбинантна форма на РФ: rhPDGF-BB (Santa Cruz, Santa 

Cruz, USA). Рекомбинантният РФ се добавя към хранителна среда за 

клетъчно култивиране. Клетките се отглеждат в среди с различни 

концентрации на rhPDGF-BB, за да се установи дали РФ влияе върху 

клетъчните процеси и дали ефектите му са концентрационно зависими.  

 

В изследването са използвани следните материали за in vitro 

клетъчно култивиране: хранителна среда на Ийгъл, модифицирана от 

Дълбеко – Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM/F12) high glucose 

(AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany); ФТС (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

USA); инсулин-трасферин-селен (insulin-trasferin-selenium - ITS) 

(Gibco Life Technologies Inc., Grand Island, NY, USA); антибиотици в 

комбинация с антимикотик – пеницилин/стрептомицин/амфотерицин 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA); ензими за лизиране на тъканните 

експлантати и получаване на суспензия от единични клетки колагеназа тип 

I (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) и диспаза (LifeScan, Inc., Milpitas, CA, 

USA); фосфатен буферен разтвор – Phosphate-buffered saline (PBS) (Lonza, 

Verviers, Belgium); 0,05% трипсин/ЕДТА (етилен-диамин-тетра-ацетат) 

(Lonza, Verviers, Belgium) за отделяне на адхезирали клетки от дъното на 

културелни съдове; 2% BSA (bovine serum albumine)-телешки серумен 

албумин (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany); Bradford Reagent 

(Sigma-Aldrich) за определане количеството общ белтък в пробите; багрило 

за оцветяване на калциеви нодули Alizarin Red S (AppliChem). 
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В проучването се установява експресия на стволовоклетъчни и 

диференциационни маркери в периодонтални МСК. За верифициране на 

маркерната експресия са използвани следните антитела: 

 

- Стволовоклетъчни: Анти-CD44  (Santa Cruz, Santa Cruz, USA); Анти-

CD105/ендоглин  (Santa Cruz); Анти-CD117  (Santa Cruz); Анти-

STRO-1 (Santa Cruz); Анти-CD49f (интегрин алфа-6) моноклонално 

антитяло директно конюгирано с флуорохром (Thermo Fisher 

Scientific Inc. Waltham, USA); Анти-CD146 моноклонално антитяло 

директно конюгирано с флуорохром (Thermo Fisher Scientific Inc. 

Waltham, САЩ); Анти-CD271 моноклонално антитяло директно 

конюгирано с флуорохром (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Germany); Анти-CD4 (Beckman Coulter International SA, Nyon, 

Switzerland)  

 

- Диференциационни: Анти-ALP IgG (Santa Cruz); Анти-COL1a2 IgG 

(Santa Cruz); Анти-COL3a1 IgG  (Santa Cruz); Анти-SPARC IgG  

(Santa Cruz); Анти-BSP II (Santa Cruz) 

 

- Вторични флуоресцентни антитела: Козе анти-мише антитяло, 

конюгирано с AlexaFluor® 488 IgG (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA); 

Магарешко анти-заешко антитяло, конюгирано с AlexaFluor® 568 

IgG (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 

 

В настоящото проучване се провеждат функционални тестове, чрез 

които се установяват ефектите на PDGF-BB върху клетъчната активност в 

култури от МСКПДЛ. Оценка на пролиферация, продуциран общ колаген 

и активността на ензими, отговорни за синтез на ЕЦМ и минерализация 
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при изследваните периодонтални МСК се извършва посредством следните 

китове: 

- Cytell™ Cell Cycle Kit (GE Healthcare, Pittsburgh, РА, USA) 

- Sircol Collagen Assay Kit (Biocolor Ltd, Carrickfergus, United Kingdom) 

- Lysyl Oxidase Activity Assay Kit (Abcam, Cambridge, UK) 

- Alkaline Phosphatase Assay Kit (Fluorometric) (Abnova, Taipei, Taiwan) 
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IV.2.МЕТОДИКИ 

IV.2.1.Екстракция на трети молари, изолиране, in vitro култивиране и 

характеризиране на клетките.  

 

IV.2.1.1.Екстракция на трети молари и изолиране на първична 

клетъчна култура от периодонтален лигамент.  

  

Екстракция на зъбите: 

Екстракцията на всички зъби се провежда под локална анестезия 

(проводна на долна челюст; терминална/туберална в комбинация с 

анестезия на n. palatinus major за горна челюст) с 1 до 3 карпули 

анестетичен разтвор. Нормално еруптиралите трети молари във вертикална 

позиция се екстрахират чрез обикновена класическа екстракция без 

оформяне на муко-периостално ламбо.  

За ретенираните и полуретенираните зъби се провежда хирургична 

екстракция-extractio per trepanationem/odontectomia – с оформяне на муко-

периостално ламбо с вестибуларен достъп (Фиг. 1 А,Б,В,Г). Костта, 

покриваща частично или напълно зъба се премахва с костна фреза. Зъбът 

се екстрахира със запазена цялост. Острите костни ръбове се заглаждат. 

Прави се щателна хемостаза и се поставят 2 до 3 шева. На всички пациенти 

се дават подробни инструкции за следоперативния период.    
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Фиг. 1 Етапи на екстракция на долен трети молар 

 

 

Зъбите се промиват обилно със стерилен физиологичен разтвор 

непосредствено след екстракцията. Екстрахираните зъби се съхраняват в 

стерилни пластмасови контейнери (DELTALAB SL, Pl. La Verneda, Spain) с 

3-4 ml хранителна среда с високо съдържание на глюкоза: Хранителна 

среда на Ийгъл, модифицирана от Дълбеко – Dulbecco's modified Eagle's 

medium (DMEM/F12) high glucose (AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany) 
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с добавени 100 U/ml пеницилин, 100 μg/ml стрептомицин, 0,25 μg/ml 

амфотерицин (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). В рамките на 24ч., зъбите се 

транспортират до лабораторията. Там се промиват трикратно с фосфатен 

буферен разтвор – Phosphate-buffered saline (PBS) (Lonza, Verviers, 

Belgium) (Фиг. 2). ПДЛ се събира от средната трета на кореновата 

повърхност на зъбите чрез внимателно остъргване. За целта се използват 

стерилни лезвиета №10 и 15 (Heinz Herenz, Hamburg, Germany). Събраният 

материал се поставя в 0,5-1ml разтвор на 3mg/ml колагеназа тип I (Sigma-

Aldrich, St. Louis, USA) и 4mg/ml диспаза (LifeScan, Inc., Milpitas, CA, 

USA) за 1ч. на температура 37
о
С, 5% СО2 и 50% влажност в инкубатор. 

Суспензията се центрофугира за 4 мин. при 3000 оборота/мин. Получената 

на повърхността течна фракция, наречена супернатанта, се отстранява. 

Утаените клетки се ресуспендират в 1ml хранителна среда и се пропускат 

през стерилно сито с размер на порите 70m (BD Falcon, Heidelberg, 

Germany). Целта е получаването на суспензия от отделни клетки, които 

самостоятелно да адхезират към дъното на съда, в който се засяват. 

Клетките се засяват в пластмасови петриеви панички с диаметър 2cm 

(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany) със среда и добавени към нея 

антибиотик и 20% ФТС (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).  
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Фиг. 2 Подготовка на интактен трети молар за изолиране на МСКПДЛ. 

А-съхранение на зъба в транспортна хранителна среда; Б-прехвърляне на 

зъба в пластмасова петриева паничка със стерилна пинсета; В-в 

петрито, зъбът се промива трикратно с PBS. 
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IV.2.1.2.In vitro клетъчно култивиране.   

   

Клетките се култивират при температура 37
о
С, 5% СО2 и 50% 

влажност в инкубатор. През дните след засяване на клетките се следи 

тяхната миграция от тъканния експлантат и пролиферацията им. При 

достигане на около 80% конфлуентност/плътност, клетките се отлепят от 

петритата и се засяват в съдове за клетъчно култивиране, наричани още 

матраци (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany). Прецизно отлепяне на 

всички клетки се постига след предварителното им промиване с PBS. 

Следва инкубиране за 10-15мин. с 0,5-1ml 0,05% трипсин/ЕДТА (етилен-

диамин-тетра-ацетат) (Lonza, Verviers, Belgium), който да покрие дъното на 

съда. След това се извършва обилно промиване 2-3 пъти с PBS, за да могат 

да бъдат събрани всички отлепени клетки. Получената клетъчна суспензия 

се прехвърля в 15-ml пластмасови епруветки (Greiner Bio-One, 

Frickenhausen, Germany) и се центрофугира за 4 мин. на 3000 оборота/мин. 

Утаените клетки се ресуспендират в хранителната среда и се засяват в нов 

съд с добавени антибиотици и 10% ФТС. Клетки се засяват с гъстота 5 х 

10
3
 до 1 х 10

4
 клетки/cm

2
.  

Всяко трипсинизиране на клетки, достигнали около 85% 

конфлуентност и трансфера им в нови културелни съдове се нарича 

пасажиране. Обикновено новият матрак, в който се засяват клетките има 3-

4 пъти по-голяма площ от предходния. При всяко пасажиране, номерът на 

клетъчния пасаж се увеличава с единица. По този начин става възможно 

получаването на много голямо количество клетъчен материал за 

провеждане на експериментите. Резултатите в настоящия научен труд са 

получени не на база на брой пациенти, от които е взет биологичния 

материал, а на базата на многократни повторения на всеки един от 

експериментите. За всеки експеримент се провеждат от 3 до 7 независими 
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повторения. Така се предоставят голям брой данни, които се подлагат на 

статистическа обработка за доказване на достоверността на резултатите.  

Изследванията в настоящия научен труд се провеждат с клетки до 

четвърти пасаж поради опасения от  понижаване на жизнеността и 

активността на клетките с увеличаване поредния номер на пасажа. 

 

 

IV.2.1.3.Характеризиране: изследване експресията на маркери при 

клетките, изолирани от периодонтален лигамент.  

 

Способността на изолираните клетки да експресират маркери, 

характерни за МСК се установява с прилагането на количествени и 

качествени методи. Така се доказва, че в тъканите, които изследваме има 

наличие на стволови клетки. Очакваме клетките да притежават изразен 

пролиферативен и диференциационен потенциал, да могат да се 

размножават в хранителни среди и да се самообновяват.   

За доказване способността на клетките да експресират 

стволовоклетъчни маркери, се използват по-ранни пасажи. Според научни 

доклади с увеличаване на поредния номер на пасажа, експресията на 

стволовоклетъчни маркери намалява (137). 

 

 

IV.2.1.3.1.Флоуцитометричен анализ 

 

Флоуцитометрията е метод, който позволява изследване и анализ на 

редица клетъчни характеристики. За целта клетките трябва да бъдат в 

суспензия и да бъдат белязани с флуоресцентни антитела. Антителата 

обикновено се свързват към специфични протеини по повърхността на 

клетката или вътре в нея. Клетъчната суспензия се пропуска през 
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фокусиран лазерен лъч. Методът дава информация, свързана с клетъчния 

размер, състоянието на ДНК и РНК, състав на цитоплазмата, екпресия на 

повърхностни и вътрешноклетъчни маркери и протеини.  Отчитането на 

резултатите се прави на базата на интензитета от разсеяната и излъчената 

от частиците (в случая клетките) светлина.  

В настоящото проучване, клетки между 1-ви и 3-ти пасаж се засяват 

при гъстота 5000 клетки/cm
2
 в културелни съдове/матраци с площ 175cm

2
 

(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany). Първоначалното засяване е при 

стандартни условия: DMEM с добавени антибиотици и 10% ФТС. След 24ч 

средата се cменя с DMEM и 1% ITS (Gibco Life Technologies Inc., Grand 

Island, NY, USA), като заместител на ФТС.   Хранителната среда се cменя 

всеки 2-ри или 3-ти ден. Клетките достигат необходимата плътност от 80-

85% в рамките на 7-10 дни. След това се провежда флоуцитометричен 

анализ за установяване експресията на повърхностни маркери. Като 

негативна контрола служат клетки, небелязани с антитела, т. нар. 

неоцветена контрола.  

 

В експеримента се използват:  

- PBS 

- 0,05% трипсин/ЕДТА 

- 15 ml пластмасови епруветки 

- 2% BSA (bovine serum albumine)-телешки серумен албумин (Miltenyi 

Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) 

- Моноклонални антитела произведени в мишка или в заек: 

Анти-CD44  (Santa Cruz, Santa Cruz, USA)  

Анти-CD105/ендоглин  (Santa Cruz) 

Анти-CD117  (Santa Cruz) 

Анти-STRO-1 (Santa Cruz) 
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Анти-CD49f (интегрин алфа-6) моноклонално антитяло директно 

конюгирано с флуорохром (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, 

USA) 

Анти-CD271 моноклонално антитяло директно конюгирано с 

флуорохром (Miltenyi Biotec) 

Всички изброени маркери се асоциират със стволовоклетъчен 

фенотип. Очаква се, че клетките, които ги експресират притежават всички 

качества, характерни за стволовите клетки.  

 

Антителата CD44, CD105, CD117, STRO-1, използвани в 

експериментите не са директно свързани с флуорохром. Това налага 

използването на вторични флуоресцентни антитела, които се свърват с 

първичните и така да се установи експресията. В настоящото изследване се 

използват следните вторични флуоресцентни антитела: 

 

- Козе анти-мише антитяло, конюгирано с AlexaFluor® 488 IgG 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 

- Магарешко анти-заешко антитяло, конюгирано с AlexaFluor® 568 

IgG (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 

 

Прилага се следният протокол:  

- Клетките в културелния съд се измиват с PBS за 5мин. 

- Инкубиране с 2ml 0,05% трипсин/ЕДТА в рамките на 10мин., за да 

бъдат отлепени клетките от дъното на съда за клетъчно култивиране 

- Разпределяне на клетките по равен брой в 15-ml пластмасови 

епруветки 

- Инкубиране с 2% BSA в PBS, за да бъдат блокирани неспецифичните 

места за свързване на антителата 

- Измиване на клетките с PBS за 5мин. 



71 
 

- Инкубиране на клетките за 30мин. на стайна температура (19
о
-25

о
С) 

с първично антитяло небелязано с флуорохром, разредено в 2% BSA-

PBS в съотношение 1:250 

- Антитела CD49f и CD271, директно конюгирани с флуорохром, се 

добавят разредени в 2% BSA-PBS в съотношение 1:1000; инкубират 

се също за 30 мин. на стайна температура, далече от пряка светлина 

- Измиване на клетките, белязани с моноклонални антитела 

(неконюгирани с флуорохром) с PBS за 5мин. 

- Маркиране на първичните моноклонални антитела, неконюгирани с 

флуорохром чрез инкубиране с вторични, конюгирани с 

флуоресцентен маркер за 20 мин. на тъмно 

- След всяко измиване, клетките се центрофугират за 4 мин. на 3000 

оборота/мин. 

 

Клетки се изследват с  Navios Flow Cytometer (Beckman Coulter 

International SA, Nyon, Switzerland) (Фиг. 3) и анализират с Kaluza Analysis 

Software Cytometer (Beckman Coulter International SA).  

 



72 
 

 

Фиг. 3 Апарат за флоуцитометричен анализ Navios Flow Cytometer 

(Beckman Coulter International SA, Nyon, Switzerland) 

 

IV.2.1.3.2.Имунофлуоресценция 

 

Имунофлуоресценцията е качествен метод за изследване на 

експресираните клетъчни маркери при in vitro селектирана клетъчна 

култура. Методът се основава на свързването на антитела, белязани с 

флуоресцентна боя (флуорохром, флуорофор) към специфични клетъчни 

антигени. Имунофлуоресценцията бива директна и индиректна. При 

първата се прилага само едно първично антитяло, директно конюгирано с 

флуорохром. При втория тип имунофлуоресценция, първичното антитяло е 

неконюгирано с флуорохром. Това налага прилагането на вторично 

антитяло, белязано с флуоресцентна боя, което се свързва с първичното.  
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В настоящото проучване експресията на повърхностни и на 

вътрешноклетъчни маркери е доказана в отделни експерименти. 

Протоколите на работа са подробно описани. 

За отчитане на имунофлуоресценция се използва IN Cell Analyzer 

6000 imaging system (GE Healthcare, Pittsburgh, РА, USA) (Фиг. 4). 

Апаратът представлява високо чувствителна лазерна конфокална система 

за създаване на изображения и анализ. Лазерите му имат способността да 

улавят и отчитат дори минимални нива на флуоресценция в изследваните 

проби. Използва се именно този апарат, тъй като с него се засичат и най-

слабите сигнали след оцветяване на клетъчните култури с флуоресцентни 

маркери. Друго важно изследване, което може да се проведе чрез този 

апарат, отново на базата на флуоресценция е количеството на ДНК в 

клетката.  Възможно е да се направи анализ на клетъчния цикъл и 

пролиферация.  

При изследване експресията на маркери се долавя флуоресценцията 

едновременно в два (или повече) от каналите на системата. Първият канал 

(син) идентифицира флуоресцентно оцветените клетъчни ядра; вторият 

канал (зелен) отчита флуоресценцията на специфичен протеин, свързан с 

рецептор по клетъчната повърхност или във вътрешността на клетката. 
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Фиг. 4 Система за фенотипен клетъчен анализ IN Cell Analyzer 6000 

imaging system (GE Healthcare, Pittsburgh, РА, USA) 

 

 

IV.2.1.3.2.1.Изследване експресията на повърхностни маркери  

 

Изследва се експресията на CD49f, CD117, CD146, CD271, STRO-1 

при клетки, изолирани от ПДЛ; като негативна контрола се използват 

клетки, оцветени само с нуклеинови бои за визуализиране на клетъчното 

ядро. 

Клетки от 2-ри до 4-ти пасаж се засяват в 96-ямкова плака (TPP
®
, 

Трасадинген, Switzerland) с гъстота 5 х 10
3
 клетки/cm

2
.  

 

В експеримента се използват:  
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- 4% параформалдехид 

- BSA 

- PBS 

- Моноклонални антитела произведени в мишка или в заек: 

Анти-CD49f (интегрин алфа-6) моноклонално антитяло директно 

конюгирано с флуорохром (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, 

USA) 

Анти-CD146 моноклонално антитяло директно конюгирано с 

флуорохром (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, САЩ) 

Анти-CD271 моноклонално антитяло директно конюгирано с 

флуорохром (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) 

Анти-CD117 моноклонално антитяло (Santa Cruz) 

Анти-STRO-1 моноклонално антитяло (Santa Cruz) 

 

- Като втори антитела се използват:  

Козе анти-мише антитяло, конюгирано с AlexaFluor® 488 IgG 

(Invitrogen) 

Магарешко анти-заешко антитяло, конюгирано с AlexaFluor® 568 

IgG (Invitrogen) 

- Нуклеинови бои (за визуализиране на клетъчните ядра): 4’,6-

диамидино-2-фенил-индол, дихидрохлорид (DAPI) и SYBR®Green 

(Invitrogen). 

 

Протокол за непряка имунофлуоресценция (за антителата, които не 

са конюгирани с флуорохром): 

- фиксиране на клетките с 4% параформалдехид-30 мин.; по 100μл във 

всяка ямка от 96-ямковата плака 

- измиване с PBS-3 пъти по 5 мин. всяко 
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-  блокиране на неспецифичните места за свързване на антителата-1% BSA 

в PBS-30 мин. 

- измиване с PBS - 3 пъти по 5 мин. всяко 

- сатуриране на клетките с първото антитяло, разредено в 2% BSA-PBS в 

съотношение 1:250 за 60 мин. 

- измиване с PBS-3 пъти по 5 мин. всяко 

- маркиране на свързаните антитела с второ антитяло, конюгирано с 

флуоресцентен маркер разредено в 2% BSA-PBS в съотношение 1:1000 за 

60 мин. на тъмно 

- измиване с PBS-3 пъти по 5 мин. всяко 

- оцветяване на ядрата на клетките с нуклеинова боя-15 мин. 

- измиване с PBS-3 пъти по 5 мин. всяко 

Препаратите се наблюдават с конфокален флуоресцентен микроскоп 

(Leica, DMRE, Leica Microsystems GmbH, Germany) и с IN Cell Analyzer 

6000 imaging system (GE Healthcare, Pittsburgh, РА, USA). 

 

Протокол за пряка имунофлуоресценция (за антитела, конюгирани 

с флуорохром):   

- фиксиране на клетките с 4% параформалдехид-30 мин.; по 100μл във 

всяка ямка от 96-ямковата плака 

- измиване с PBS-3 пъти по 5 мин. всяко 

- блокиране на неспецифичните места за свързване на антителата-1% 

BSA в PBS-30 мин. 

- измиване с PBS-3 пъти по 5 мин. всяко 

- сатуриране на клетките с антитяло, конюгирано с флуоресцентен 

маркер разредено в 2% BSA-PBS в съотношение 1:1000  за 60 мин.на 

тъмно 

- измиване с PBS-3 пъти по 5 мин. всяко 

- оцветяване на ядрата на клетките с нуклеинова боя-15 мин. 
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- измиване с PBS-3 пъти по 5 мин. всяко 

Препаратите се наблюдават с конфокален, флуоресцентен микроскоп 

и с IN Cell Analyzer 6000 imaging system (Фиг. 4). 

 

IV.2.1.3.2.2 Изследване експресията на вътрешноклетъчни маркери 

Изследват се следните антитела: 

- ALP 

- Колаген 1А2 (COL1a2) 

- Колаген 3А1 (COL3a1) 

- SPARC  

Експресията на тези маркери при клетки от ПДЛ се сравнява с 

негативна контрола от клетки на ПДЛ, оцветени само с нуклеинови бои за 

визуализиране на клетъчното ядро.  

Клетки от 2-ри до 4-ти пасаж се засяват в 96-ямкова плака с гъстота 

5х10
3
 клетки/cm

2
.  

 

В експеримента се използват:  

- 4% параформалдехид 

- Tween20 (ICN Biomedicals Inc, Аурора, САЩ) 

- Triton Х-100 (Calbiochem - Merck, Дармщад, Германия) 

- BSA 

- PBS 

- Моноклонални антитела произведени в мишка: 

Анти-ALP IgG (Santa Cruz) 

Анти-COL1a2 IgG (Santa Cruz) 

Анти-COL3a1 IgG  (Santa Cruz) 

Анти-SPARC IgG  (Santa Cruz) 
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- Като второ антитяло се използва козе анти-мише антитяло, 

конюгирано с AlexaFluor® 488 IgG (Invitrogen) 

- Нуклеинови бои (за визуализиране на клетъчните ядра)-DAPI 

 

Предполага се, че описаните антитела могат от една страна да се 

свързват с мембранни рецептори, а от друга-да  присъстват вътре в самата 

клетка. Поради тази причина, за оптимално отчитане на тяхната експресия 

се прилага протокол за непряка флуоресценция с пермеабилизиране на 

клетъчната мембрана. 

 

Протокол за непряка имунофлуоресценция: 

- фиксиране на клетките с 4% параформалдехид-30 мин.; по 100μл във 

всяка ямка от 96-ямковата плака 

- измиване с PBS-3 пъти по 5 мин. всяко 

- пeрмеабилизиране: 0,05% Tween 20 в PBS-10 мин; 0,05% TritonХ 100 в 

PBS - 30 мин. 

- блокиране на неспецифичните места за свързване на антителата-1% BSA 

в PBS - 30 мин. 

- измиване с PBS-3 пъти по 5 мин. всяко 

- сатуриране на клетките с първото антитяло, разредено в 2% BSA-PBS в 

съотношение 1:250 - 60 мин. 

- измиване с PBS-3 пъти по 5 мин. всяко 

- маркиране на свързаните антитела с второ антитяло, конюгирано с 

флуоресцентен маркер разредено в 2% BSA-PBS в съотношение 1:1000 за 

60 мин. на тъмно 

- измиване с PBS-3 пъти по 5 мин. всяко 

- оцветяване на ядрата на клетките с нуклеинова боя - 15 мин. 

- измиване с PBS-3 пъти по 5 мин. всяко 
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Препаратите се наблюдават с конфокален, флуоресцентен микроскоп 

(Leica, DMRE, Leica Microsystems GmbH, Germany) и с IN Cell Analyzer 

6000 imaging system (GE Healthcare, Pittsburgh, РА, USA) 

 

IV.2.2.Изследване влиянието на PDGF-BB върху клетъчния цикъл и 

пролиферация 

 

IV.2.2.1.Изследване ефекта на PDGF-BB върху клетъчния цикъл 

 

Клетки 4-ти пасаж, изолирани от ПДЛ се засяват в 96-ямкова плака  с 

гъстота 5 х 10
3
 клетки/cm

2
 в среда DMEM с добавени антибиотици и 10% 

ФТС. Инкубират се за 24ч., през които се постига адхезирането им към 

дъното на ямките. След това средата се cменя с DMEM с добавени само 

0,1% ФТС за още 24ч. Клетъчната култура се инкубира в среда с 

минимално количество серум, за да се постигне забавяне на клетъчната 

пролиферация. Така клетките преминават в една и съща фаза (G0) на 

клетъчния цикъл. На следващия ден средата отново се cменя с DMEM с 

добавени 0,1% или 10% ФТС. Към тези условия се добавя и РФ PDGF-BB 

(Santa Cruz) в концентрация 50ng/ml. Избраната концентрация е 

заимствана от данни в научната литература (218,243).  

Изследва се влиянието на следните четири различни типа среди 

върху фазите на клетъчния цикъл:  

 

- DMEM + 0,1% ФТС,  

- DMEM + 10% ФТС,  

- DMEM + 0,1% ФТС + 50ng/ml PDGF-BB, 

- DMEM + 10% ФТС + 50ng/ml PDGF-BB. 

 



80 
 

Клетъчните култури се инкубират за период от 48ч. Клетъчният 

цикъл се изследва със Cytell™ Cell Cycle Kit (GE Healthcare, Pittsburgh, РА, 

USA). Активното вещество в комплекта (Reagent G) се свързва с ДНК в 

клетъчното ядро.  

 

Използваният протокол е по препоръки на производителя на 

използвания кит: 

- Клетъчните култури се фиксират с леденостуден метанол 

- Инкубиране с т.нар. Reagent G за 45 мин. на 37
о
С 

- Наблюдаване на препаратите с IN Cell Analyzer 6000 imaging system 

(GE Healthcare, Pittsburgh, РА, USA). 

- Отчитане и анализ със софтуер - In Cell Analyzer Workstation 3.7.3 

(GE Healthcare) 

 

IV.2.2.2.Изследване ефекта на PDGF-BB върху клетъчната 

пролиферация 

 

Стволовите клетки обикновено се отглеждат в среда с добавен ФТС. 

Той е важен елемент за клетъчната адхезия, растеж и пролиферация. 

Широко се използва за in vitro култивиране на еукариотни клетки (137). 

Съществен недостатък на хранителни среди с високо съдържание на ФТС е 

неизвестната концентрация и съотношение на активните молекули в него. 

Поради тези причини в настоящия научен труд, повечето от 

експериментите се провеждат върху клетки, култивирани в безсерумна 

среда.  

За изследване на пролиферацията клетки с гъстота 5 х 10
3
 клетки/cm

2
 

от 2-ри до 4-ти пасаж се засяват в 96-ямкова плака в среда DMEM с 

добавени антибиотици и 10% ФТС. След 24ч. средата се cменя с DMEM с 

добавени антибиотик и 1% ITS (като заместител на серума). Добавя се и 
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PDGF-BB в следните концентрации: 1ng/ml, 10ng/ml, 50ng/ml, 100ng/ml. За 

контрола се използват клетки, култивирани в среда, съдържаща само 1% 

ITS без PDGF-BB. Целта е да се изследва самостоятелното влияние на 

PDGF-BB върху клетъчната пролиферация и да се елиминира всеки 

минимален ефект на другите активни молекули във ФТС. Клетъчните 

култури се инкубират в среда със съответните концентрации на 

изследвания РФ в продължение на 48ч. За установяване на клетъчния брой 

се използва Cytell™ Cell Cycle Kit (GE Healthcare). Активното вещество в 

комплекта (Reagent G) се свързва с ДНК в клетъчното ядро.  

 

Използваният протокол е по препоръки на производителя: 

- Фиксиране на клетъчните култури с леденостуден метанол 

- Инкубиране с т.нар. Reagent G за 45 мин. на 37
о
С 

- Наблюдаване на препаратите с IN Cell Analyzer 6000 imaging system 

- Отчитане и анализ със софтуер-In Cell Analyzer Workstation 3.7.3  

 

IV.2.3. Флоуцитометричен анализ на стволови клетки от 

периодонтален лигамент, култивирани в безсерумна среда с добавен 

PDGF-BB 

 

Клетки от ПДЛ между 1-ви и 3-ти пасаж се засяват в културелни 

съдове с площ 175cm
2
 с гъстота 5000 клетки/cm

2
. Те се култивират при 

стандартни условия: DMEM с добавени антибиотици и 10% ФТС за 24ч. 

След това средата се сменя с DMEM с добавени антибиотици и 1% ITS . 

След 7-10 дни клетките достигат необходимата плътност от около 85% и в 

средата се включва 50ng/ml PDGF-BB за 48ч. Използва се само тази 

концентрация на РФ, тъй като резултатите от предишните ни 

експерименти демонстрират, че тя е оптималната по отношение на 

клетъчната пролиферация. Поради тази причина се изследва именно 
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ефектът на тази концентрация и върху експресията на маркери. 

Контролните клетки се култивират в DMEM с добавени антибиотици и 1% 

ITS без РФ. Хранителната среда се подменя всеки втори ден до 

провеждането на експеримента. 

Прави се флоуцитометричен анализ за следните маркери: 

- CD105 

- CD146 

- COL1a2 

- COL3a1 

- BSPII  

- SPARC 

Някои от изброените маркери се експресират на клетъчната 

повърхност, а други – във вътрешността на клетката. Поради тази причина 

се използват два различни протокола за флоуцитометрия: съответно за 

повърхностни маркери и за вътрешноклетъчни. 

За негативна контрола се използва маркер, който не се експресира от 

МСК-CD4.  

 

В експеримента се използват: 

- PBS 

- 0,05% трипсин/ЕДТА 

- Пластмасови епруветки от 15мл 

- 2% BSA  

- Комплект от 3 реагента PerFix-nc (Beckman Coulter International SA, 

Nyon, Switzerland) (използва се само при изследване експресията на 

вътрешноклетъчните маркери) 

- Моноклонални антитела произведени в мишка или в заек: 

Анти-CD 105/ендоглин IgG (Santa Cruz) 



83 
 

Анти-CD 146 IgG моноклонално антитяло директно конюгирано с 

флуорохром (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, САЩ) 

Анти-COL1a2 IgG (Santa Cruz) 

Анти-COL3a1 IgG  (Santa Cruz) 

Анти-BSPII IgG (Santa Cruz) 

АнтиSPARC IgG  (Santa Cruz) 

Анти-CD 4-FITC моноклонално антитяло директно конюгирано с 

флуорохром (Beckman Coulter International SA, Nyon, Switzerland) 

 

 За визуализиране на първичните антитела, които не са директно 

свързани с флуорохром, се използват следните вторични флуоресцентни 

антитела: 

- Козе анти-мише антитяло, конюгирано с AlexaFluor® 488 IgG  

- Магарешко анти-заешко антитяло, конюгирано с AlexaFluor® 568 

IgG. 

 

Протокол за белязане на повърхностни маркери (без 

пермеабилизаране на клетъчната мембрана): 

- Клетките в културелния съд се измиват с PBS за 5 мин. 

- Инкубиране с 2ml 0,05% трипсин/ЕДТА за 10 мин. 

- Разпределяне на клетките по равен брой в пластмасови епруветки 

- Третиране с разтвор на 2% BSA в PBS, за да бъдат блокирани 

неспецифичните места за свързване на антителата. Пропускането на 

тази стъпка може да доведе до фалшиво позитивни резултати 

- Измиване на клетките с PBS за 5 мин. 

- Инкубиране на клетките за 30 мин. на стайна температура (19
о
-25

о
С) 

с първичното антитяло, предварително разредено в 2% BSA-PBS в 

съотношение 1:250 
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- Антитяло CD146, което е директно конюгирано с флуорохром, се 

разрежда в 2% BSA-PBS в съотношение 1:1000; инкубира се също за 

30 мин. на стайна температура 

- Измиване на клетките, белязани с моноклонални антитела 

(неконюгирани с флуорохром) с PBS за 5 мин. 

- Маркиране на първичните моноклонални антитела, неконюгирани с 

флуорохром чрез инкубиране с вторични, конюгирани с 

флуоресцентен маркер за 20 мин. на тъмно 

- След всяко измиване, клетките се центрофугират за 4 мин. на 3000 

оборота/мин. 

 

Протокол за белязане на вътрешноклетъчни маркери, чрез 

клетъчно пермеабилизиране: 

- Използван е PerFix-nc Kit (Beckman Coulter International SA, Nyon, 

Switzerland) , съгласно инструкциите на производителя. Комплектът 

включва 3 реагента: буфер №1 Фиксиращ реагент, буфер №2 

Пермеабилизиращ реагент и буфер №3 Финален разтвор. 

- Клетките в културелния съд се измиват с PBS за 5 мин. 

- Инкубиране с 2ml 0,05% трипсин/ЕДТА за 10 мин. 

- Отлепените клетки се ресуспендират в 50µL PBS  

- Добавяне на 5µL от буфер №1 и щателно разбъркване 

- Инкубиране за 15 мин. 

- Добавяне на 300µL от буфер №2 заедно с първичното антитяло 

(разредено в 2% BSA-PBS в съотношение 1:250) 

- Инкубиране за 30 мин. 

- Прибавяне на вторичното антитяло, конюгирано с флуорохром 

(разредено в 2% BSA-PBS в съотношение 1:1000) 

- Инкубиране за 15 мин. 
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- Прибавяне на буфер №3 разреден в PBS до получаване на краен обем 

1ml 

 

Клетки се изследват с  Navios Flow Cytometer (Beckman Coulter 

International SA, Nyon, Switzerland) и анализират с Kaluza Analysis Software 

Cytometer (Beckman Coulter International SA).   

 

IV.2.4.Изследване ефекта на PDGF-BB върху колагеновия синтез 

 

IV.2.4.1.Количествено определяне на тоталния разтворим колаген 

 

Клетки от 1-ви до 3-ти пасаж се засяват в 12-ямкови плаки (TPP
®
, 

Трасадинген, Швейцария) с гъстота 10 000 клетки/cm
2
. Те се култивират 

при стандартни условия: DMEM с добавени антибиотици и 10% ФТС  за 

24ч. На следващия ден средите се cменят с DMEM с добавени 

антибиотици, 1% ITS и една от следните концентрации на РФ PDGF-BB: 

10ng/ml и 50ng/ml. Средата, в която не се добавя РФ служи като контрола. 

Клетките се култивират за една седмица.  

С този експеримент се изследва количеството разтворим колаген, 

синтезиран от клетките и секретиран в хранителната среда (супернатанта) 

над клетъчния слой. За целта се използва Sircol Collagen Assay Kit 

(Biocolor Ltd, Carrickfergus, United Kingdom) съгласно инструкциите на 

производителя. Китът съдържа следните компоненти: 

- Dye Reagent-оцветяващ реагент-съдържа боята Sirius Red в 

пикринова киселина; има способността да се свързва неспецифично 

към колагена, т.е. без да различава отделните типове колаген 

- Alkali Reagent-основен реагент-съдържа 0.5М натриев хидроксид; 

освобождава излишъка от оцветяващия реагент от комплекса с 

колагена 
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- Reference Standart-Стандарт от киселинно разтворим колаген тип I в 

0.5М оцетна киселина; използва се за оформянето на стандартната 

крива, необходима за анализа на резултатите  

- Acid-salt Wash Reagent-съдържа концентрирана оцетна киселина, 

натриев хлорид и сърфактанти 

- Acid Neutralising Reagent-киселиннонеутрализиращ реагент; съдържа 

TRIS-HCL и натриева основа 

- Collagen isolation & Concentration Reagent-съдържа полиетилен 

гликол и TRIS-HCL буфер, рН 7.6 

- Пластмасови конични епруветки тип Епендорф за микроцентрофуга 

с обем 1.5ml 

 

Към 100μl от супернатантата се добавя 1ml Sircol Dye Reagent. 

Пробите се инкубират за 30 мин. на стайна температура. След това се 

центрофугират за 10 мин. на 13000 оборота/мин. Течната фракция се 

отстранява, а към преципитата се прибавя 750μl Acid Salt Wash. Следва 

второ центрофугиране за 10 мин. на 13000 оборота/мин. Преципитатът се 

разтваря в 250μl Alkali Reagent. Пробите се прехвърлят в 96-ямкова плака и 

анализират на апарат за спектрофотометричен анализ Micro Plate reader 

(Varioscan, Thermo, USA) (Фиг. 5). Флуоресценцията се отчита при 

дължина на вълната от 555nm.  

 

 



87 
 

 

Фиг. 5 Спектрофотометър Micro Plate reader (Varioscan, Thermo, USA) 

 

 

IV.2.4.2.Изследване активността на лизил оксидаза (lysyl oxidase-LOX). 

 

Клетки, изолирани от ПДЛ (между 1-ви и 4-ти пасаж) се засяват в 12-

ямкови плаки с гъстота 10 000 клетки/cm
2
. Те се култивират при 

стандартни условия: DMEM с добавени антибиотици и 10% ФТС за 24ч. 

След този период средата се cменя с безсерумна, която съдържа 1% ITS. 

Към хранителната среда се добавя и по една от следните концентрации на 

РФ PDGF-BB: 1ng/ml, 10ng/ml, 50ng/ml, 100ng/ml. Клетки, третирани в 

среда само с ITS без РФ служат за контрола.  

Клетките се култивират в продължение на една седмица.  
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Активността на ензима LOX в супернатантата/ хранителната среда се 

изследва с кита Lysyl Oxidase Activity Assay Kit (Abcam, Cambridge, UK). 

При провеждането на експеримента и отчитането на резултатите се спазват 

стриктно инструкциите на производителя, описани в ръководството към 

кита.  

Като стандарт, спрямо чиято концентрация да се отчита 

количествено LOX  в изследваните проби се използва Recombinant Human 

Lysyl Oxidase Homolog 2 Protein (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).  

 

Китът съдържа: 

- Компонент А-HRP Substrate 

- Компонент Б-буферен разтвор 

- Компонент В-Horseradish Peroxidase 

- Компонент Г-диметилсулфоксид 

Реагентите се подготвят за експеримента според препоръките на 

производителя. 

 

Протокол: 

- Приготвя се cмес от компоненти А, Б и В с краен обем 5.040ml – 

т.нар. „мастермикс” 

- По 50μl от изследвата хранителна среда или стандарт се инкубират  

          с по 50μl мастермикс при температура 37
о
С за 30 мин. на тъмно 

- Флуоресценцията се отчита с апарат Micro Plate reader при дължина 

на вълната Ex/Em = 540/590nm 

 

Количествено определяне на LOX става след преизчисляване 

количеството на ензима спрямо количеството общ белтък в пробите. 

Общият белтък се определя чрез тест на Брадфорд. Използва се Bradford 
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Reagent (Sigma-Aldrich) съобразно инструкциите на производителя. Тестът 

се основава на способността на боята Brilliant Blue G да се свързва и да 

образува комплекси с всички протеини в пробата. Тестът е 

колориметричен. Колкото по-голямо е количеството протеин в дадена 

проба, толкова по-интензивен и тъмен е цветът след оцветяване с реагента 

на Брадфорд. За отчитането на този тест е необходимо използването на 

стандарти, чийто протеинови концентрации са известни. Като стандарт с 

известна концентрация в провежданите експерименти служи BSA.   

 

IV.2.5.Изследване влиянието на PDGF-BB върху остеогенната 

диференциация на стволови клетки от периодонтален лигамент 

 

IV.2.5.1.Изследване на алкалнофосфатазната (alkaline phosphatase-

ALP)-активност  

 

Клетки от 1-ви до 3-ти пасаж се засяват в 12-ямкови плаки с гъстота 

10 000 клетки/cm
2
. Те се култивират най-напред при стандартни условия: 

DMEM с добавени антибиотици и 10% ФТС за 24ч. На следващия ден 

средите се cменят с DMEM с добавени антибиотици, 1% ITS и една от 

следните концентрации на РФ PDGF-BB: 10ng/ml и 50ng/ml. Средата, в 

която не се добавя РФ послужи като контрола. Клетките се култивират за 

една седмица. Хранителната среда се cменя на всеки 2-ри или 3-ти ден. На 

7-мия ден се изследва ALP-активност едновременно в супернатантата и в 

клетъчния слой.  

ALP има способността да катализира хидролизата на фосфатните 

естери до алкални буфери. Образуват се органични радикали и 

неорганични фосфати. Експериментът се отчита с Alkaline Phosphatase 

Assay Kit (Fluorometric) (Abnova, Taipei, Taiwan) съобразно инструкциите 

на производителя. Ефективността му се базира на способността на ALP да 
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отделя фосфатните групи от нефлуоресцентния 4-метилумбелиферил 

фосфат динатриева сол – 4-Methylumbelliferyl phosphate disodium salt 

(MUP) substrate. В резултат се получава интензивно флуоресцентен сигнал.  

 

Китът съдържа: 

- 100ml ALP пробен буфер 

- MUP субстрат 

- ALP ензим 

- 25ml Финален/стоп-разтвор 

Реагентите се подготвят за експеримента според препоръките на 

производителя. 

 

Протокол: 

- Клетките и супернатантата (поотделно) се хомогенизират в 100μl от 

ALP пробен буфер 

- Центрофугиране за 3 мин. на 13 000 оборота/мин. за отстраняването 

на утаената неразтворима фракция 

- Преместване на пробите в 96-ямкова плака  

- Прибавяне на 20μl от финалния разтвор 

- Приготвяне на MUP стандарт и добавянето му в 96-ямкова плака в 

следните концентрации 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5nMol на ямка 

- Прибавяне на 10μl ALP ензим във всяка от ямките, съдържаща MUP 

стандарт 

- Инкубиране за 30 мин. на стайна температура и на тъмно 

- Анализиране на резултата с Micro Plate reader; флуоресценцията се 

отчита при дължина на вълната от 440nm 

- Изчисляването на ALP активност се извършва по следната формула, 

предложена от производителя: 



91 
 

  ALP активност = A / V / T (mU/ml), където А е количеството 4-

метилумбелиферил (отчетено в nMol), V е обемът проба във всяка ямка (в 

ml), Т е времето, необходимо за реакциите (в мин.).  

Количествено ALP се изчислява спрямо количеството общ белтък в 

пробите. Общият белтък се определя чрез тест на Брадфорд. Използван е 

Bradford Reagent (аналогично на предходния експеримент) съобразно 

инструкциите на производителя. Тестът се основава на способността на 

боята Brilliant Blue G да се свързва и да образува комплекси с всички 

протеини в пробата.  

 

IV.2.5.2.Цитохимично оцветяване на калциевите отлагания с Alizarin 

red. 

Клетки от 1-ви до 3-ти пасаж се засяват в 12-ямкови плаки с гъстота 

10 000 клетки/cm
2
. Култивират се при стандартни условия най-напред: 

DMEM с добавени антибиотици и 10% ФТС за 24ч. След това 

хранителната среда се подменя с DMEM с добавени антибиотици, 

включително 1% ITS и една от следните концентрации на РФ PDGF-BB: 

1ng/ml, 10ng/ml, 50ng/ml, 100ng/ml. Клетки, третирани в среда само със 

среда и ITS служат за контрола. Клетките се култивират в продължение на 

3 седмици. Хранителната среда се cменя всеки 2-ри или 3-ти ден.  

За извършването на експеримента се използва Alizarin Red S 

(AppliChem) в концентрация 2g/ml, приготвен според инструкциите на 

производителя.  

 

Прилага се модифициран протокол на Gregory и съавт. (117): 

- Аспириране на хранителната среда 

- Измиване на клетките с PBS триктатно 

- Оцветяване с 2g/ml alizarin red S за 5-10 мин. 

- Измиване с PBS трикратно 



92 
 

- Оцветените препарати се снимат макроскопски (наблюдават се с 

просто око) и се наблюдават с фазово-контрастен микроскоп (Leica, 

DMRE, Leica Microsystems GmbH, Germany). 

Клетките се отделят чрез третиране с 0,05% трипсин/ЕДТА за 15 

мин. Пробите се прехвърлят в 96-ямкова плака и анализират на Micro Plate 

reader. Флуоресценцията се отчита при дължина на вълната от 555nm. 
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IV.2.6.Статистически анализ 

 

За всеки един от експериментите в настоящия научен труд са 

проведени от 3 до 7 независими повторения. 

- Дескриптивна статистика 

средна аритметична – за оценка на централната тенденция; 

стандартно отклонение – за оценка на разсейването; 

графично представяне на резултатите. 

 

- Оценка на параметри – доверителен интервал на средната аритметична. 

 

- Метод на повторно вземане на проба – многократни повторения 

(Bootstrap methods) – за по-точна оценка на доверителните интервали. 

Методът може да се прилага при по-малък обем извършени проби. 

 

T-тест – при сравняване на две независими групи. 

T-тест – при сравняване на две зависими групи (повторни измервания). 

 Използваното критично ниво на значимост е α=0,05. Съответната 

нулева хипотеза се отхвърля, когато Р стойността (Р-value) е по-малка от α. 

За обработка на данните от проучването е използван специализирания 

статистически пакет SPSS версия 13.0. 
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V.РЕЗУЛТАТИ 

 

V.1.РЕЗУЛТАТИ ПО ЗАДАЧА 1 

 

Изолиране и in vitro култивиране на МСК от ПДЛ на постоянни 

зъби. 

 

Тъканните експлантати се изолират от средната трета на кореновата 

повърхност на интактни трети молари. След ензимната обработка на ПДЛ 

се получава суспензия от единични клетки. Средно около 3-4 дни след 

посяването на лизираните тъканни експлантати започват да се наблюдават 

първите единични адхезирали клетки към дъното на пластмасовите 

петрита. При наблюдение с фазово-контрастен микроскоп се установява 

наличието на малки клетки с фибробластоподобна морфология-

вретеновидна и звездовидна форма (Фиг. 6 А, Б).  

 

 

 

 

 

А 

 

Б 

Фиг. 6 А,Б Фазово-контрастни светлинномикроскопски снимки, 

представящи морфологията на клетки, изолирани от ПДЛ. Увеличение  

A-x50, Б-x200.  
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В рамките на 7-10 дни се наблюдава оформянето на първите 

колонии. Те се формират в резултат на интензивното делене на отделните 

адхезирали клетки по дъното на петрито. Клетките имат изразен 

пролиферативен капацитет и след 2 до 3 седмици колониите започват 

постепенно да се сливат, образувайки плътен конфлуентен слой (Фиг. 7 и 

Фиг. 8). 

От фазово-контрастните светлинно-микроскопски изображения се 

установява, че с увеличаване на конфлуентността, клетките променят 

своята морфология. В първите дни след засяването им, пространствата 

между клетките са по-големи и те имат по-добре изразена звездовидна 

форма. В следващите дни клетъчният монослой става по-плътен с по-

малки пространства между клетките. Така последните придобиват 

удължена вретеновидна форма. Тази промяна във формата на клетката не 

инициира процеси на клетъчна диференциация. Тя е резултат от 

значително увеличената митотична активност и бързо нарастналия брой 

клетки.  

 

 

 

Фиг. 7  Фазово-контрастни 

светлинномикроскопски снимки, 

представящи клетки, изолирани 

от ПДЛ; клетките формират 

плътен конфлуентен слой след 

култивиране в продължение на 2 

до 3 седмици. Увеличение х50 
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Успешно усвоената техника ни позволява постоянно получаване на 

първични клетъчни култури от ПДЛ в рутинната лабораторна практика. 

Част от клетките могат да бъдат замразени в течен азот и да се използват за 

експериментални цели на по-късен етап. Наши собствени наблюдения 

показват, че криопрезервацията не cмущава свойствата на стволовите 

клетки. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Фиг. 8  Фазово-контрастни 

светлинномикроскопски снимки, 

представящи клетки, изолирани 

от ПДЛ; клетките формират 

плътен конфлуентен слой след 

култивиране в продължение на 2 

до 3 седмици. Увеличение х100 
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V.2.РЕЗУЛТАТИ ПО ЗАДАЧА 2 

 

 Характеризиране на клетките, изолирани от ПДЛ чрез 

изследване експресията на маркери с методите на флоуцитометричен 

и имунофлуоресцентен анализ. 

 

Изолираните клетки са характеризирани с количествени и качествени 

методи. Характеризирането се реализира чрез доказване експресията на 

два типа маркери: 

-стволовоклетъчни маркери, асоциирани с клетки, които имат 

различен ембрионален тъканен произход  

-маркери, асоциирани с процеси на синтез и минерализация  

Резултатите потвърждават хипотезата, че в човешки ПДЛ има 

клетъчен резерв от недиференцирани МСК. Освен клетки с антигенна 

характеристика на плурипотентни мезенхимни клетки, се установи и 

наличие и на такива, които имат колагенсинтезираща и 

минералпродуцираща функция. По този начин се доказва, че изследваната 

клетъчна популация е хетерогенна, но количествено в нея преобладават 

МСК.  

 

1.Флоуцитометричен анализ: чрез този метод се прави 

количествена оценка на това, какъв процент от клетките в хетерогенната 

култура експресира търсените маркери. Изследва се експресията на 

маркери, типични за ембрионални и недиференцирани МСК: CD44, CD49f, 

CD105, CD117, CD271, STRO-1.  

 

Резултатите показват, че CD44 се експресира в 99,8% ± 0,06%, 

CD49f-в 97,5% ± 0,87%, CD105-в 35,14% ± 3,2%, CD117-в 5,5% ± 1,29%, 

CD271-в 7,6% ± 1,6%, STRO-1-в 4,3% ± 0,7%. Хистограмите, изразяващи 
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експресията на съответните маркери спрямо негативната контрола са 

представени на Фиг. 9.  

Статистическият анализ на данните е представен в Таблица 1. 

В литературата все още няма описан маркер, който е универсален и 

доказано да се експресира при всички МСК с различен тъканен и органен 

произход. Поради тази причина характеризирането на хетерогенната 

клетъчна култура от ПДЛ в настоящото изследване става на базата на 

няколко различни повърхностни маркера. Всеки от тях доказано се 

експресира в стволови клетки от тъкани с различен ембрионален произход.   

 Трите маркера с най-висока експресия при изследваните от нас 

периодонтални МСК са CD44, CD49f и CD105. Високата експресия на три 

маркера е достатъчно условие, за да се твърди, че получената култура е 

съставена основно от МСК. Останалите маркери също се експресират от 

клетките в ПДЛ, но в по-ниска степен. Изясняването и доказването на 

стволовоклетъчния фенотип е задължителен етап в началото на 

експерименталната работа с МСК.  
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Фиг. 9  Флоуцитометричен анализ на клетки, изолирани от ПДЛ. Всички 

изследвани стволовоклетъчни макрери се експресират от клетките. CD44 се 

експресира в 99,87% ± 0,07%, CD49f – в 97,79% ± 0,65%, CD105 – в 35,14% ± 

3,66%, CD117 – в 5,52% ± 1,45%, CD271 – в 8,22% ± 0,95%, STRO-1 – в 4,34% ± 

0,82%. Клетки, неоцветени с маркери се използват за негативна контрола.  

Експресия 

Негативна контрола 
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Таблица 1 Разпределение на резултатите от статистическия анализ 

според вида на статистическия показател и експресията на изследваните 

маркери. Средната стойност на експресията на маркерите и контролите 

е изразена в проценти. 

 

 
Контрола = негативна контрола от клетки, неоцветени с маркери 
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2.Имунофлуоресценция на хетерогенна култура от клетки, 

изолирани от ПДЛ  

Чрез този метод се прави качествена оценка на способността на 

клетки, изолирани от ПДЛ да експресират повърхностни и 

вътрешноклетъчни маркери (Фиг. 10, Фиг. 11). Някои от използваните 

маркери потвърждават стволовоклетъчния характер на клетките, а други са 

свързани със синтез на ЕЦМ и процеси на минерализация.    

Клетките реагират положително, както при оцветяване със 

стволовоклетъчни маркери, така и с маркери, които са характерни за 

минерал-продуциращи тъкани и за два от най-разпространените типове 

колаген. Изображенията, получени при този експеримент потвърдават 

наличието на МСК в човешки ПДЛ. 

Експресията на отделните маркери не е еднаква при всички клетки в 

културата. Това става ясно при анализ на резултатите от 

имунофлуоресценцията. Има клетки, при които оцветяването за дадено 

антитяло е значително по-интензивно в сравнение с други клетки в същия 

препарат. Това е свързано с факта, че изследваната клетъчна култура е 

хетерогенна. 

Позитивната експресия на диференциационни маркери (колагенови, 

ALP) доказва, че тези клетки имат потенциал да поемат по пътя на 

диференциация и синтез на ЕЦМ при подходящи условия.  

Всички маркери, включени в опитната постановка се експресират и 

от стволови клетки, произхождащи от НЕзъбни тъкани. Следователно, 

клетките от ПДЛ са способни да се диференцират едновременно до клетки, 

типични за лицево-челюстната област, както и до такива, с „далечен“ 

тъканен произход и локация. Пътят, по който ще поеме клетката 

(диференциация или дедиференциация) основно зависи от условията на 

микросредата.  
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Фиг. 10  Имунофлуоресценция на клетки, изолирани от ПДЛ, белязани със 

стволовоклетъчни и диференциационни маркери. Увеличение х50. 
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Фиг. 11 МСК от ПДЛ – контрола от клетки, оцветени само с DAPI за 

визуализиране на клетъчното. Увеличение х50. 
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V.3.РЕЗУЛТАТИ ПО ЗАДАЧА 3 

 

Изследване влиянието на РФ PDGF-BB върху клетъчния цикъл и 

пролиферацията на клетки от ПДЛ. 

 

1.Изследване на клетъчен цикъл 

 

След засяването на клетките в плаката се изчаква период от 24ч.-

време, необходимо за тяхната адхезия по дъното на съда за клетъчно 

култивиране. Унифициране на жизнения цикъл на клетките се постига при 

култивирането им за 24ч. в среда с минимално количество серум. Така те 

преминават в една и съща фаза на клетъчен цикъл. Едва след това се 

култивират за период от 48ч. в условия с добавен PDGF-BB в 

концентрация 50ng/ml и различно процентно съдържание на серум. 

Установено е, че именно 48ч. е времето, необходимо за удвояване на 

клетъчната популация при клетки, изолирани от ПДЛ (284).  

Интензивността на флуоресценция на клетките след третирането им 

с реагента от приложения в експеримента кит, дава информация за 

количеството ДНК  в тях. По време на фазите G0/G1 в клетъчното ядро се 

съдържат по две копия от всяка хромозома. През S-фазата се инициира 

процес на репликация. Количеството ДНК започва да се увеличава и при 

G2/M-фазата то вече е два пъти повече в сравнение с G0/G1. Следва 

разделяне на клетката.  

Изследва се влиянието на 4 различни типа хранителна среда върху 

клетъчния цикъл.  

Типове хранителна среда:  

- DMEM+10% ФТС;  

- DMEM+0,1% ФТС;  
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- DMEM+10% ФТС + 50ng/ml PDGF-BB ;  

- DMEM+0,1% ФТС + 50ng/ml PDGF-BB. 

 

Резултатите от разпределението на клетките по фазите на клетъчния 

цикъл след третиране със съответните среди са представени на Фиг. 12. 

 

 

Фиг. 12 Разпределение на клетки, изолирани от ПДЛ по фазите на 

клетъчния цикъл. В синьо е обозначена G1-фаза, в червено – S-фаза, в 

зелено – G2/M-фазите. А - клетки, отглеждани в DMEM + 10% ФТС, Б - 

клетки, отглеждани в DMEM + 0,1% ФТС, В - клетки, отглеждани в 

DMEM + 10% ФТС + 50 ng/ml PDGF-BB, Г - клетки, отглеждани в DMEM 

+ 0,1% ФТС + 50 ng/ml PDGF-BB. 
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На Фиг. 12 се вижда процентното разпределение на клетките по 

фазите на клетъчния цикъл в зависимост от условията, в които са 

отглеждани. Сравнявайки фигура Фиг. 12А  и фигура Фиг. 12Б се 

установява, че наличието на 10% ФТС в средата значително увеличава 

процента клетки, които са в митотична фаза (G2/M - фаза), т.е. активно 

делящи се клетки в сравнение със среда, която съдържа минимално 

количество ФТС (0,1%). Сравнявайки Фиг. 12А и Фиг. 12В става ясно, че 

наличието на 50ng/ml PDGF-BB в среда с 10% ФТС увеличава още повече 

процента на делящите се клетки. Прибавянето на РФ в условия на 

минимално количество ФТС (0,1%) (Фиг. 12Г) от своя страна също 

стимулира клетъчното делене в сравнение в клетки, култивирани в среда, 

която съдържа само 0,1% ФТС (Фиг. 12Б). Резултатите демонстрират, че 

прибавянето на PDGF-BB към средата за клетъчно култивиране винаги 

води до нарастване процента на активно пролифериращи клетки. Поради 

силния митогенен ефект на PDGF-BB върху стволовите клетки би следвало 

да участва активно в оздравителните процеси в ПДЛ. 

 

  2.Изследване влиянието на PDGF-BB върху клетъчната 

пролиферация на МСКПДЛ. 

 

Резултатите от проведения тест за клетъчна пролиферация доказват, 

че PDGF-BB проявява силен митогенен ефект върху периодонтални МСК. 

Всички концентрации на РФ, включени в експерименталната постановка 

активират клетъчното делене при сравнението с контролни клетки, 

култивирани в среда без добавен PDGF-BB. Подобно на други активни 

молекули се установява, че PDGF-BB проявява силен 

концентрационнозависим ефект върху пролиферацията на стволовите 

клетки. От Фиг. 13 става ясно, че с повишаване на концентрацията на 

PDGF-BB до 50ng/ml значимо се увеличава броя клетки, респ. стимулира 
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се клетъчната пролиферация. Петдесет ng/ml е оптималната концентрация 

за стимулиране на клетъчната пролиферация. При по-висока концентрация 

на РФ (100ng/ml) митогенният ефект започва слабо да се понижава.  

Таблица 2 съдържа резултатите от статистическия анализ. 

 

 

 

Фиг. 13 Увеличаване на броя стволови клетки, изолирани от ПДЛ след 48ч. 

инкубиране в хранителни среди с различни концентрации на PDGF-BB. 

Ефектът на РФ върху клетъчната пролиферация е дозозависим. 

 

1 ng/ml 10 ng/ml 50 ng/ml 100 ng/ml контрола 
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Таблица 2 Разпределение на резултатите от статистическия анализ 

според според вида на статистическия показател и ефекта от 

концентрацията на PDGF-BB върху клетъчната пролиферация. 

 

 

Контрола = клетки, които са култивирани в хранителна среда без добавен PDGF-BB 

 

 

Високата активност на PDGF-BB в концентрация 50ng/ml се 

потвърждава и с проведения експеримент за установяване влиянието му 

върху разпределението на клетките по фазите на клетъчния цикъл. 

Независимо дали е включен в хранителна среда с или без ФТС, PDGF 

проявява силен ефект върху клетъчното делене. При високо процентно 

съдържание на серум е по-трудно да се установи индивидуалната роля на 

РФ, тъй като тогава не е елиминирано влиянието на другите активни 

молекули, съдържащи се във ФТС.   
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Клетъчната пролиферация е един от основните процеси, отговорни за 

реализирането на тъканната регенерация. PDGF-BB проявява висока 

активност върху изследваните клетъчни линии. Резултатите потвърждават 

значението му за поддържане на жизнеността на клетъчната популация и 

регенеративния потенциал в ПДЛ. 
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V.4.РЕЗУЛТАТИ ПО ЗАДАЧА 4 

 

Флоуцитометричен анализ на клетки от ПДЛ, доказващ ефекта 

на PDGF-BB върху експресията на стволовоклетъчни маркери. 

 

Клетки, изолирани от ПДЛ се култивират в условия на безсерумна 

среда с PDGF-BB в концентрация 50ng/ml и в такава без добавен РФ. Чрез 

флоуцитометричен анализ се установява влиянието на PDGF върху 

способността на клетките да експресират повърхностни стволовоклетъчни 

маркери. Избраните маркери са CD105 и CD146. Експресията на двата 

маркера, както за третираните с PDGF-BB стволови клетки, така и за 

нетретираните се сравнява най-напред с негативна контрола. Като такава 

послужиха клетки от ПДЛ, белязани с CD4. Този маркер не се очаква да 

бъде експресиран при изследваните клетъчни линии, независимо дали са 

култивирани в автокринна среда или в среда с РФ.  

На Фиг. 14 са показани хистограмите – резултат от 

флоуцитометричен анализ, които сравняват експресията на маркери 

спрямо негативна контрола; на Фиг. 15 се сравнява експресията между 

клетки култивирани в среда с добавен PDGF-BB и такива, култивирани в 

среда без РФ. Резултатите от статистическата обработка на данните са 

дадени в Таблица 3. 
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Фиг. 14 Флоуцитометричен анализ на клетки от ПДЛ, демонстриращ 

ефекта на PDGF-BB върху експресията на стволовоклетъчни маркери. 

Експресията на съответните маркери е съпоставена спрямо негативна 

контрола от клетки оцветени с антитяло CD4. 

 

 

Експресия 

Негативна контрола 

Клетки, култивирани в 
среда без PDGF-BB 

Клетки, култивирани в 
среда с PDGF-BB 

CD105 (31,29% ± 2,68%) CD105 (65,31% ± 5,47%) 
А 

CD146 (23,27% ± 0,35%) CD146 (61,63% ± 5,65%) 
Б 
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Фиг. 15 Експресия на стволовоклетъчни маркери при клетки от ПДЛ, 

култивирани в безсерумна среда с добавен PDGF-BB и сравнението им с 

клетки, култивирани в среда без PDGF-BB-контрола. PDGF-BB засилва 

експресията на стволовоклетъчните маркери CD105 и CD146. 

 

Таблица 3 Разпределение на резултатите от статистическия анализ 

според вида на статистическите показатели и експресията на маркери 

при МСКПДЛ. 

 

 

Контрола = експресия на маркери (CD105 и CD146) при клетки, култивирани в среда без PDGF-BB. 
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V.5.РЕЗУЛТАТИ ПО ЗАДАЧА 5 

 

 Определяне на колагеновия синтез, матурация и експресия на 

колагенови маркери след третиране на МСКПДЛ с PDGF-BB 

 

1.Определяне количеството тотален разтворим колаген, отделен в 

хранителната среда на клетки от ПДЛ. 

 

Функционалната активност на клетки, изолирани от ПДЛ за 

производство и секреция на общ колаген в хранителната среда се изследва 

посредством Sircol Collagen Assay Kit. Целта е да се установи какъв е 

ефектът на две различни концентрации на РФ PDGF-BB (10ng/ml и 

50ng/ml), включени в хранителна среда без ФТС и да се сравни с контрола. 

Контролата представляват клетки, култивирани в безсерумна хранителна 

среда, в която не е включен РФ (0ng/ml PDGF-BB). Резултатите показват, 

че има концентрационнозависимо понижение в колагеновата продукция 

(Фиг. 16). При клетки, третирани с по-ниската концентрация на РФ 

(10ng/ml) не се наблюдава значима разлика в сравнение с контролата. При 

резултатите с 50ng/ml PDGF-BB вече се установява статистически значимо 

понижаване на колагеновия синтез. Tаблица 4 съдържа резултатите от 

статистическата обработка. 
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Фиг. 16  Количество синтезиран и секретиран общ колаген в средата след 

5-дневно култивиране на клетки, изолирани от ПДЛ третирани с различни 

концентрации на РФ. 

 

Таблица 4 Разпределение на резултатите от статистическия анализ 

според вида на статистическите показатели и влиянието на 

концентрацията на PDGF-BB върху колагеновата продукция при 

МСКПДЛ. 

 

 

Контрола = клетки, култивирани в среда без добавен PDGF-BB 
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2.Изследване ефекта на PDGF-BB върху експресията на Col1a2,  

Col3a1 и SPARC при клетки от ПДЛ. 

 

Клетки, изолирани от ПДЛ се култивират в безсерумна среда с 

PDGF-BB в концентрация 50ng/ml и в такава без добавен РФ. Чрез 

флоуцитометричен анализ се сравнява тяхната способност да експресират 

маркери, свързани със синтез на колаген. Избраните маркери са Col1a2, 

Col3a1 и SPARC. Експресията на изброените маркери при клетките, 

култивирани само в DMEM и ITS, както и тези отглеждани с добавен 

PDGF-BB се сравнява още с негативна контрола (експресия на маркер 

CD4). На Фиг. 17 са показани хистограмите – резултат от 

флоуцитометричен анализ, които сравняват експресията на маркери 

спрямо негативна контрола; на Фиг. 18 и Фиг. 19 се сравнява експресията 

между клетки култивирани в автокринна среда и в такава с добавен PDGF-

BB. Резултатите от статистическата обработка са дадени в Таблица 5. 
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Фиг. 17 Флоуцитометричен анализ на клетки, изолирани от ПДЛ, 

демонстриращ ефекта на PDGF-BB върху експресията на колагенови 

маркери. Експресията на маркерите се съпоставя спрямо негативна 

контрола от клетки оцветени с антитяло CD4. 

  

Експресия 

Негативна контрола 

 

Клетки, култивирани 

в среда без PDGF-BB 

Клетки, култивирани 

в среда c PDGF-BB 
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Фиг. 18 Експресия на колагенови маркери при стволови клетки от ПДЛ, 

култивирани в безсерумна среда с добавен PDGF-BB и при клетки, 

култивирани без РФ. 

 

 

Фиг. 19 Експресия на SPARC при стволови клетки от ПДЛ, култивирани в 

безсерумна среда с добавен PDGF-BB и при клетки, култивирани без РФ. 
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Таблица 5 Разпределение на резултатите от статистическия анализ 

според вида на статистическите показатели и експресията на маркери 

при МСКПДЛ. 

 

 

Контрола = експресия на маркерите (Col1A2, Col3A1 и SPARC) при клетки, култивирани в среда без 

PDGF-BB 

 

 

3.Изследване концентрацията на LOX в хранителната среда на 

клетки от ПДЛ след третирането им с PDGF-BB. 

 

Изследва се концентрацията/активността на ензима LOX в 

безсерумна хранителната среда на клетки от ПДЛ след едноседмично 

култивиране в присъствието на няколко различни концентрации на PDGF-

BB. LOX е ензим, който участва в матурацията на колагена в 

екстрацелуларното пространство (82). 

Резултатите от изследването показват, че ниските концентрации на 

РФ не влияят върху активността на ензима. От друга страна, при третиране 

на клетките с по-високи концентрации PDGF-BB (50 и 100ng/ml) се 
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наблюдава статистически значимо увеличение на ензимната активност 

спрямо контролата и спрямо по-ниските приложени концентрации на РФ 

(Фиг. 20). Резултатите отново показват, че ефектите на РФ основно зависят 

от концентрацията на активната молекула. Данните от статистическия 

анализ са представени в Таблица 6. 

 

 

 

 

Фиг. 20 Определяне на активността на ензима LOX в супернатанта на 

стволови клетки, изолирани от ПДЛ след едноседмично култивиране в среда 

с добавен PDGF-BB в няколко концентрации. За контрола се използва 

супернатанта от клетки, отглеждани в среда само с ITS (1%) без добавен 

РФ. 



120 
 

Таблица 6 Разпределение на резултатите от статистическия анализ 

според вида на статистическите показатели и ефекта на 

концентрацията на PDGF-BB върху ензимната активност на LOX. 

 

 

Контрола = клетки, култивирани в среда без добавен PDGF-BB 
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V.6.РЕЗУЛТАТИ ПО ЗАДАЧА 6 

 

 Влияние на PDGF-BB върху остеогенната диференциация на 

клетки от ПДЛ 

 

1.Изследване ефекта на PDGF-BB върху експресията на минерал 

– асоцииран маркер: BSP II. 

 

Клетки, изолирани от ПДЛ се култивират в безсерумна среда с 

PDGF-BB в концентрация 50ng/ml и в такава без добавен РФ. Чрез 

флоуцитометричен анализ се сравнява тяхната способност да експресират 

маркери, свързани с процеси на минерализация. Избраният маркер е BSPII. 

Експресията при клетките, култивирани само в DMEM и ITS, както и тези 

инкубирани в среда с PDGF-BB се сравняват най-напред поотделно с 

негативна контрола. Като негативна контрола служи оцветяването на 

клетките с маркер CD4. На Фиг. 21 са показани хистограмите – резултат от 

флоуцитометричен анализ, които сравняват експресията на маркерa спрямо 

негативна контрола; на Фиг. 22 се сравнява експресията между клетки 

култивирани в среда с и съответно без добавен PDGF-BB. Резултатите от 

статистическата обработка са дадени в Таблица 7. 
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Фиг. 21 Флоуцитометричен анализ на клетки, изолирани от ПДЛ, 

демонстриращ ефекта на PDGF-BB върху експресията на BSPII. 

Експресията на маркерa при третирани и нетретирани клетки с PDGF-

BB е съпоставена спрямо негативна контрола от клетки оцветени с 

антитяло CD4. 

 

 

 

BSP II (99,82% ± 0,07%) BSP II (99,85% ± 0,03%) 
 

Експресия 

 

Негативна контрола 

 

Клетки, култивирани 

в среда без PDGF-BB 
Клетки, култивирани 

в среда с PDGF-BB 
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Фиг. 22 Експресия на BSPII  при клетки от ПДЛ, култивирани в 

безсерумна среда с добавен PDGF-BB и сравнението им с клетки, 

култивирани в среда без РФ. Не се установява разлика в експресията 

между експерименталната и контролната група клетки. 

 

Таблица 7 Разпределение на данните от статистическия анализ според 

вида на статистическите показатели и експресията на маркер BSPII при 

МСКПДЛ. 

 

 

Контрола = експресия на BSPII при клетки, култивирани в среда без PDGF-BB 
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2.Изследване на ALP-активност на клетъчни култури от ПДЛ. 

 

Посредством функционален тест се установява ALP-активност на 

стволови клетки от ПДЛ, след едноседмично третиране на културите с 

PDGF-BB в две различни концентрации (10ng/ml и 50ng/ml). На Фиг. 23А,Б 

е показано влиянието на РФ върху активността на този ензим в 

изследваните клетки. Изследва се количеството ензим в супернатантата и в 

клетъчния слой – едновременно за двата компонента и независимо един от 

друг. След това се изчислява ALP-активност по формула, предложена от 

производителя на приложения в изследването кит. Данните от 

статистическия анализ са представени в Таблица 8 и Таблица 9. 

Резултатите показват, че PDGF-BB проявява супресорен ефект върху 

активността на ензима при МСКПДЛ, респ. върху процесите на ранна 

минерализация в изследваните стволовоклетъчниклетъчни култури  
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Фиг. 23 Отчитане на ALP-активност на МСКПДЛ след едноседмично 

третиране с различни концентрации PDGF-BB. А - ALP-активност в 

супернатанта, Б – ALP-активност в клетъчния слой.  

 

A
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контрола 

контрола 

50 ng/ml          *-p<0.001 10 ng/ml 

50 ng/ml          *-p<0.001 10 ng/ml 
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Таблица 8 Разпределение на данните от статистическия анализ според 

вида на статистическите показатели и ефекта на концентрацията на 

PDGF-BB върху ALP-активност в супернатантa. 

 

 
Контрола = клетки, култивирани в среда без PDGF-BB 

 

 

Таблица 9 Разпределение на данните от статистическия анализ според 

вида на статистическите показатели и ефекта на концентрацията на 

PDGF-BB върху ALP-активност в клетъчния слой. 

 

 
Контрола = клетки, култивирани в среда без PDGF-BB 
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3.Ефект на PDGF-BB върху образуването на калциеви нодули 

при клетъчни култури от ПДЛ. 

 

Една от характерните особености на МСК е способността им да се 

диференцират до остеобластоподобни клетки в подходящи условия. В 

настоящия научен труд се изследва влиянието на РФ PDGF-BB върху 

минерализацията на клетки от ПДЛ.  

Остеогенната диференциация се определя с багрилото Alizarin red за 

оцветяване на калциеви натрупвания в керемиденочервен цвят след 

триседмично култивиране на МСКПДЛ. Това време е необходимо за 

образуване на достатъчно калциеви отлагания, които да бъдат 

визуализирани чрез теста. Данните от качествената и количествената 

оценка от експеримента са представени на Фиг. 24 и Фиг. 25, а 

статистическия анализ на резултатите е представен в Таблица 10. 

Качествената оценка на пробите, а именно инспектирането на плаките с 

просто око след оцветяване с Alizarin red показва пълна липса на 

минерализация при МСКПДЛ, култивирани с PRDGF-BB (Фиг. 25). Тъй 

като този метод е субективен, отчитането се прави и чрез количествен 

анализ. Установява се, че PDGF-BB значително потиска 

минерализационните процеси в МСКПДЛ. Тази тенденция се наблюдава 

при всички използвани концентрации без статистически значими разлики 

между тях (Фиг. 26). Следователно PDGF-BB, дори в ниски дози, проявява 

силен супресорен ефект върху остеогенните процеси в МСКПДЛ. 
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Фиг. 24 Оцветяване на култури от МСКПДЛ с Alizarin red за 

установяване наличие на калциеви нодули, след триседмично инкубиране. 

Клетките са култивирани в условия с различни концентрации на РФ 

PDGF-BB: А – 0ng/ml (без РФ); Б – 1ng/ml; В – 10ng/ml; Г – 50ng/ml; Д – 

100ng/ml. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Фиг. 25 Количествен израз на способността на СКПДЛ, култивирани в 

условия с различни концентрации на РФ, да образуват калциеви 

отлагания. Количеството багрило (Alizarin red) е изразено в µg/ml.  

 

A Г В Б Д 

К
а

л
ц

и
ев

и
 о

т
л

а
г
а
н

и
я

 (
μ

g
/m

l)
 

контрола 1 ng/ml 10 ng/ml 50 ng/ml 100ng/ml 
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Таблица 10 Разпределение на резултатите от статистическия анализ 

според вида на статистическите показатели и ефекта на 

концентрацията на PDGF-BB върху формирането на минерални нодули в 

популация на МСКПДЛ. 

 

 

Контрола = клетки, култивирани в среда без PDGF-BB 
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VI.ОБСЪЖДАНЕ НА РЕЗУЛТАТИТЕ 

 

ОБСЪЖДАНЕ НА РЕЗУЛТАТИТЕ ПО ЗАДАЧА 1 

 

 

Констатации въз основа на резултатите: 

1.В ПДЛ на постоянни зъби се установява наличие на популации от 

МСК 

2.МСКПДЛ могат да бъдат изолирани успешно от екстрахирани 

интактни зъби и да се култивират в подходящи in vitro условия 

3.Първите мигрирали и адхезирали единични МСК по дъното на 

културелните съдове се забелязват средно 1 до 3 дни след засяването на 

тъканните лизати 

4. Първите колонии от периодонтални МСК в in vitro условия се 

оформят в рамките на 7-10 дни  

5.Изолираните МСКПДЛ имат типична фибробластоподобна 

морфология с характерна вретеновидна или звездовидна форма 

  

Стволовите клетки са недиференцирани и имат свойство да се 

самообновяват, могат да се делят неограничено и да заместват увредени 

клетки от същата линия (33,44,83,157). Типично свойство на стволовите 

клетки е, че могат да се диференцират до различни високо специализирани 

клетъчни типове in vitro (33,43,137). Това определя тяхната т. нар. 

мултилинеарност. Друга характерна особеност на МСК е способността им 

да инхибират пролиферацията на Т-клетките и да потискат имунните 

реакции (11,66,161). Всички тези характериситки на стволовите клетки 

водят до идеята за развитие на стволовоклетъчната терапия и бъдещото им 

прилагане в клиниката за лечение на редица патологични състояния: 

автоимунни системни заболявания на съединителната тъкан, 
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дегенеративни заболявания, възстановяване на екстензивни деформитети 

след хирургично лечение на тумори, стимулиране остеоинтеграцията на 

дентални имплантати, пародонтални костни лезии, реплантиране на 

експулсирани зъби и т.н. (7,33,48,199).  

Едни от най-широко изследваните МСК са изолираните от костен 

мозък (106,144,158). Тези клетки често служат като контролна група за 

съпоставяне на морфология и функция на новооткрити МСК от други 

органи. Изолирането на костномозъчни МСК има своите негативни страни. 

Това са дискомфортът и болката на мястото на донорната ложа, от която се 

изолират клетките, както и необходимостта от провеждането на 

допълнителна хирургична интервенция за взимането на материала. Тези 

недостатъци подтикват към търсенето на алтернативни, по-лесно достъпни 

източници на МСК в организма. Такива са зъбните структури. От тях се 

изолират МСК чрез по-малко инвазивни интервенции. До сега са описани 

СКЗППЗ, СКЗПВЗ, СКПДЛ, СКАЗП и ПКДФ (102,132).   

МСК от ПДЛ се получават най-често от интактни премолари и трети 

молари след рутинна екстракция (140,228,243,248).  

В настоящия научен труд се постига успешно изолиране на МСК от 

човешки ПДЛ. Съществен критерии при подбора на биологичния материал 

е зъбите, от които ще бъде изолиран да бъдат напълно интактни, без 

наличие на патологични изменения. При екстракция на зъбите се спазват 

стриктно всички правила на антисептиката и асептиката. По този начин се 

свежда до минимум рискът от развитие на инфекции и опорочаване на 

експерименталната работа. Екстрахираните зъби се съхраняват в стерилна 

хранителна среда и се транспортират до лабораторията за клетъчно 

култивиране максимално бързо. ПДЛ се отделя от зъба,  подлага се на 

ензимна обработка и засяване при стандартните условия за култивиране на 

МСК. Част от клетките се използват за експериментали цели 

непосредствено след изолирането им, а други се замразяват в течен азот. 
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Нашият опит до момента сочи, че съхраняването на МСК в течен азот не 

понижава регенеративния им потенциал и стволовоклетъчните им 

свойства. Провеждали cме пробни експерименти с клетки, съхранявани в 

течен азот за период от 3год. и не cме установили дефицит във функциите 

им. Въпреки това, във всички опитни постановки, проведени за целите на 

настоящото проучване са използвани само МСКПДЛ, които не са били 

замразявани.  

Един до 3 дни след засяване на тъканните лизати установихме 

наличие на първите адхезирали клетки по дъното на културелни съдове. Те 

имат малки размери и формата им е вретеновидна или звездовидна, т.е. те 

притежават типична морфология на фибробластоподобни клетки. Същата 

морфологична находка е описана и от Seo и съавт. (248), които първи 

разкриват наличието на МСК в ПДЛ. Морфологията на периодонталните 

стволови клетки е описана в последствие и от много други автори 

(12,69,228,254,259,284).  

Методите за изолиране на МСКПДЛ са добре известни и се прилагат 

от всички учени, ангажирани в тази област 

(108,122,162,228,243,259,284,320). В настоящото проучване се прилагат 

утвърдените вече методики. Клетките се култивират в хранителна среда с 

включен ФТС и се съхраняват в инкубатор при температура 37
о
С. 

Хранителната среда с ФТС и антибиотик се cменя всеки ден, за да се 

поддържат постоянно стерилни условия на култивиране и високи нива на 

биологично активни вещества, необходими за клетъчните процеси. 

Установихме, че при тези условия клетките се делят с оптимална скорост – 

средно 1-1,5 пъти за 24ч. Съдовете за клетъчно култивирани се наблюдават 

неколкократно, ежедневно със светлинен микроскоп. Морфологията и 

темпът на размножаване на клетките са строго контролирани. Активната 

клетъчна пролиферация осигурява бързото получаване на достатъчен брой 

клетки за реализиране на всички планирани експерименти в настоящия 
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научен труд. Неправилно е да се счита, че зъбните тъкани са източник на 

ограничено количество МСК. Резултатите от експериментите, които се 

провеждат в настоящото проучване сочат, че броят на тези клетки може да 

се увеличи многократно за сравнително кратко време при подходящи 

условия in vitro.  

През първите дни след засяването на тъканните експлантати, по 

дъното на културелните съдове наблюдаваме само единични адхезирали 

клетки. Групи от клетки, формиращи колонии се забелязват средно след 7-

10 дни. Резултатите от проведените от нас експерименти ясно показват 

една основните характеристики на МСКПДЛ, а именно потенциала им да 

формират колонии при in vitro клетъчно култивиране. Данни, намерени в 

литературата, също показват, че първите единични колонии в клетъчна 

култура от ПДЛ се образуват за период от 7-10-14 дни (228,248).  

С нарастване на конфлуентността на клетъчния монослой, 

микроскопски установяваме слаба промяна в клетъчната форма. Клетките 

придобиват по тясна и удължена форма. След достигане на необходимата 

конфлуентност, клетките се пасажират и намножават в нови културелни 

съдове.  

По време на преките ни наблюдения върху поведението на МСКПДЛ 

in vitro направи впечатление, че клетъчната пролиферация е най-висока 

между първата и втората седмица от засяване на клетките. След 

формирането на плътен конфлуентен слой по дъното на културелните 

съдове, клетъчната пролиферация се забавя. 

Много бързо след като се доказва, че в тъканите съществува резерв 

от МСК се популяризира идеята за бъдещото им приложение в клиничната 

практика (7,33,46,199). Потенциалът на МСК от ПДЛ да стимулират 

пародонталната тъканна регенерация се потвърждава основно от 

експерименти, проведени върху животни (126,148,317). Тези изследвания 

доказват, че клетки от ПДЛ могат да се изолират и култивират в 
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подходящи условия in vitro с последващо in vivo реплантиране около 

пародонтални дефекти. Стволовите клетки притежават някои 

характеристики, които трябва да бъдат взети под внимание и проучени 

преди това. От основно значение е теоретично неограниченият потенциал 

на МСК да се делят (48). Това може да доведе до неконтролируема 

пролиферация на мястото, в което са аплицирани клетките. Известно е, че 

неконтролируемото клетъчно делене е типичен белег на туморните 

процеси (6,9,67,105). Изисква се подробен анализ на свойствата и 

предварителна in vitro подготовка на МСК, когато са предназначени за 

терапевтични цели. Риск от неопластични процеси съществува най-вече 

при използването на ЕСК и ИПСК (48,163). Не бяха намерени данни в 

литературните източници, които да доказват, че ССК и най-вече тези от 

зъбен произход могат да инициират спонтанна туморогенеза. Това дава 

основание да се твърди, че тези клетки могат да се прилагат безопасно в 

клиниката. 

Основавайки се на резултатите от проведените от нас експерименти 

до момента, можем да предположим, че непосредствено след 

имплантиране на МСКПДЛ in vivo във витални тъкани те ще имат една 

фаза на интензивна пролиферация. Активно делящите се МСК ще доведат 

до бърза клетъчна репопулация в реципиентната зона. Стволовите клетки 

биха компенсирали локалния клетъчен и тъканен дефицит, които 

обикновено се наблюдават при повечето патологични процеси в 

периодонциума. Функциите на МСК до голяма степен ще бъдат 

дефинирани от условията на микросредата. Всички активни молекули в 

средата (РФ, цитокини, хемокини, IL, витамини и др.) биха повлияли в 

различна степен и по различен механизъм функцията на МСК. 
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ОБСЪЖДАНЕ НА РЕЗУЛТАТИТЕ ПО ЗАДАЧА 2 

 

Констатации въз основа на резултатите: 

1.Потвърдихме, че изолираните от нас периодонтални клетки 

екпресират STRO-1, CD44, CD105, CD146. Това са стволовоклетъчни 

маркери, които по литературни данни се експресират от МСК 

2.Периодонталните МСК успешно експресират и други 

стволовоклетъчните маркери CD49f, CD117, CD271. До момента не cме 

открили данни в литературата, които да доказват експресията на тези три 

маркера в периодонтални МСК 

3. МСКПДЛ могат да експресират диференциационни маркери 

(колагенови и минерализационни). Това свойство се асоциира със 

способността им да се диференцират до различни типове клетки според 

условията на средата 

  

При изолиране и предстояща експериментална работа с МСКПДЛ е 

необходимо тяхното предварително характеризиране на базата на 

експресия на маркери (228,248,296). Характеризирането се прави в in vitro 

условия с цел да се докаже, че изолираните клетки действително са 

стволови (228,248,296). Въпреки големия брой повърхностни 

стволовоклетъчни маркери описани в литературата, все още няма открит 

универсален маркер, който доказано да се експресира от всички МСК 

(183,217). Експресията на маркерите е различна при клетки с разнороден 

тъканен произход. Често процентът, в който даден маркер се експресира 

при клетки от една и съща тъкан може да варира при отделните индивиди – 

донори на биологичен материал (137). Възрастта на пациента и поредния 

номер на клетъчния пасаж също имат значение за експресията на маркери 

(137).  
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В проведеното от нас изследване са включени няколко 

стволовоклетъчни маркера маркера, с които се потвърждават свойствата на 

изолираните периодонтални стволови клетки. За част от маркери е 

доказано, че се експресират при този тип зъбни МСК (STRO-1, CD44, 

CD105, CD146) (296,320). Наред с тези маркери, в настоящото проучване 

се изследва и експресията на CD49f, CD117, CD271. Последните също 

доказват стволовоклетъчен фенотип, но експресията им върху 

периодонтални МСК не е изследвана до момента.  

 

Селектираните маркери имат следните характеристики: 

 

- CD44/HCAM – трансмембранен гликопротеин, рецептор за 

хиалуронова киселина (166); рутинно използван за специфично 

маркиране на МСК. Освен с хиалуронова киселина, CD44 може да 

свързва и други лиганди като остеопонтин, колаген, матриксни 

металопротеинази (ММП). Участва в множество клетъчни функции 

като лимфоцитна активация, хематопоеза, развитие на туморни 

метастази (166). Свързва се с прогресията на плоскоклетъчния 

карцином в областта на главата и шията (297). 

 

- CD105/ендоглин – тип 1 мембранен гликопротеинов рецептор, 

намиращ се върху клетъчната повърхност; част от TGF-бета 

рецепторния комплекс (175). Влияе върху туморния растеж; участва 

в ангиогенезата (101); маркер за МСК (135). 

 

- CD117 – нарича се още Stem cell growth factor receptor (SCFR) – 

рецептор за стволовоклетъчен растежен фактор, протоонкоген c-Kit; 

той е тирозин киназен протеинов рецептор (18). Използва се за 

идентифицирането на стволови клетки от зъбна пулпа 
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хематопоетични стволови клетки, тимоцитни прогениторни клетки, 

мастни клетки, меланоцити в кожата и др. (137,139). 

 

- CD146/MCAM (melanoma cell adhesion molecule) – рецептор за 

ламинин алфа-4 – матриксна молекула, която се експресира в 

съдовата стена; експресира се в съдовите ендотелиални клетки, 

гладкомускулните клетки и перицитите; маркер за МСК изолирани 

от различни тъкани в организма; свързва се клетъчна 

мултипотентност и висок диференциационен потенциал (82,241). 

 

- STRO-1 – един от най-добре познатите маркери за доказване 

наличието на МСК в тъканите и най-вече тези от зъбен произход; 

редица изследвания го прилагат за потвърждаване наличието на 

МСК в тъканни експлантати (217,248).  

 

- CD49f/ алфа-6-интегрин – регулатор на сигналните пътища за голям 

брой клетъчни процеси; участва в изграждането на трите зародишеви 

пласта; маркер за плурипотентни и ЕСК (313). 

 

- CD271 – рецептор за невротрофини; стимулира невроналните клетки 

да се делят и диференцират; има високи нива на експресия при 

костномозъчни, мастни МСК (144), МСК от зъбен произход, 

включителни и тези от ПДЛ (222). 

 

Изводите, до които се стига след подробен анализ на литературните 

източници показват, че двата най-често използвани маркера при човешки 

МСК от ПДЛ са CD146 и STRO-1 (259,293). Zhu и кол. (320), дори 

използват CD146 като маркер, с който сепарират клетките на CD146-

позитивни и CD146-негативни, след което съпоставят свойствата им. Друг 
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често използва маркер при МСКПДЛ е CD105 (254). В настоящото 

проучване също се установява тяхната експресия при изследваните 

клетъчни култури. Chen и кол. (69) доказват наличие на периодонтални 

МСК чрез качествен имунохистохимичен метод, използвайки маркерите 

CD44, CD146 и STRO-1. И трите маркера се експресират положително. В 

друго проучване, характеризирането на МСКПДЛ става на базата на три 

маркера едновременно – CD90, CD105 и CD146 (259).  

Част от стволовоклетъчните маркери, включени в настоящото 

изследване са добре познати маркери за доказване стволовоклетъчните 

свойства на клетки от ПДЛ. Наред с тях се използват и стволови маркери, 

чиято експресия в изследвания вид клетки не е доказана още. Методите, 

които се използват за потвърждаване стволовоклетъчния характер на 

клетките в изследването са имунофлуоресценция и флоуцитометрия. 

Имунофлуоресценцията е качествен метод, а флоуцитометрията – 

количествен. Двата метода се допълват взаимно и осигуряват висока 

степен на достоверност на получените резултати.  

Анализът на експресията на стволовоклетъчни маркери показва, че в 

изолираната клетъчна култура от ПДЛ има наличие на МСК. Откриваме 

известни разлики в процента на маркерна експресия при изследваните от 

нас клетки и резултатите в литературата (69,140,254). Тези отклонения са 

нормални и напълно предсказуеми. Базират се на разлика в използваните 

методики при клетъчна характеризация, както и на индивидуални разлики 

между донорите на биологичен материал. Друга много важна причина, 

която с висока вероятност оказва влияние върху експресията на маркери 

при изследваните клетки е, че в проведените от нас експерименти, ФТС в 

хранителната среда е заменен с ITS.  

Клетките в настоящото проучване са култивирани в селективни 

условия, оптимални за развитието на МСК. Въпреки това, освен стволови 

клетки, ПДЛ съдържа редица други клетъчни типове като фибробласти, 



139 
 

ендотелиални клетки, остеобласти, циментобласти, имунни клетки, 

епителни остатъци на Malassez, сетивни клетки, изпълняващи различни 

функции (41,210). Клетъчната култура, която изследваме е хетерогенна и 

клетките притежават различен диференциационен потенциал. Очакваме 

наред с експресията на стволовоклетъчни маркери, да открием и позитивна 

експресия на маркери, асоциирани със синтез на колаген и минерализация. 

Позитивната експресия на последните от МСКПДЛ доказва, че те имат 

способност да се диференцират до високо специализирани клетъчни 

типове (колагенсинтезиращи,  остеобластоподобни и др.), т.е. потвърждава 

потенциалът им за мултилинеарна диференциация.  

 

В проучването се изследва експресията на следните 

диференциационни маркери:  

 

- ALP – хидролизиращ ензим, който при алкално рН отстранява 

фосфатни групи от различни молекули, включително нуклеотиди, 

протеини, алкалоиди; процесът се нарича дефосфорилация; ALP се 

среща в литературата още под наименованието основна/базична 

фосфатаза; ензимът се асоциира с недиференцирани СК, остеогенни 

и одонтогенни прекурсори (248,275,314). 

 

- COL1a2 – основна съставна част на ЕЦМ в съединителната тъкан; 

част от органичната съставка на дентина и пулпата, както и на други 

органи като кости, корнея, сухожилия; синтезира се от повечето 

мезенхимни клетки (225,309). 

 

- COL3a1 – експресира се още по време на ембриогенезата; при 

възрастни е съставна част на ЕЦМ на много органи, включително и 

тъканите, изграждащи зъба и зъбодържащия апарат (309). 
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Фибриларните типове колаген са основен компонент в ЕЦМ на ПДЛ, 

като тип I и тип III са в най-висок процент (~75% и 20% респективно) 

(310). Колагеновите фибри осигуряват механична стабилност на 

съединителнотъканните структури като сухожилия, кръвоносни съдове, 

ПДЛ и т.н. (54,166)   

 

- SPARC – гликопротеин в костите, който се свързва с калциеви йони; 

секретира се от остеобластите по време на процеса на 

костообразуване и инициира минерализацята на тъканта; експресира 

се също в меки тъкани, включително и в гингива, и стабилизира 

интегритета на ЕЦМ; увеличената му експресия се асоциира с някои 

туморни заболявания (121). SPARC е сред най-добре представените 

неколагенови протеини в ЕЦМ, отговорни за баланса между 

резорбция и образуване на кост (188). Представлява колаген-

свързващ гликопротеин, участващ в инициацията на колагеновата 

фибрилогенеза в ЕЦМ (188). 

 

Чрез имунофлуоресценция доказваме положителна експресия на 

четирите описани диференциационни маркери в периодонтални стволови 

клетки: двата най-разпространени типове колаген (тип I и III), SPARC и 

ALP. Положителната експресия на колагенови маркери в проведените от 

нас експерименти потвърждава резултати, докладвани от други автори 

(248). Според последните МСКПДЛ експресират колагенови маркери и 

формират колагенови фибри, силно наподобяващи Шарпееви влакна. 

Следователно, периодонталните стволови клетки участват активно в 

периодонталната регенерация. Същите автори докладват, че 

периодонталните МСК са способни и да инициират изграждането на 

комплекси подобни на цимент-ПДЛ, след имплантирането им в опитни 
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животни. Експресията на колагенови маркери и способността на МСКПДЛ 

да изграждат колагенови фибри зависи основно от условия на култивиране 

на клетките. 

До момента няма изследвания в литературата, които доказват 

експресията на SPARC в МСКПДЛ. Предвид значението му както за 

процеси на минерализация, така и за колагенова фибрилогенеза, SPARC е 

интересен маркер за научни изследвания. Имунофлуоресценцията 

потвърждава неговата експресия в изолираните от нас периодонтални 

МСК. 

ALP е неколагенов протеин в ЕЦМ, отговорен за костния 

метаболизъм. ALP се използва като ранен маркер за остеогенна 

диференциация в клетъчни култури (147). Доказано е, че МСКПДЛ могат 

да експресират ALP (248). В настоящото проучване се потвърждава 

позитивната експресия на минерализационния маркер в изследваната 

популация. 

Положителната експресия на описаните маркери потвърждава 

потенциала на клетките за мултилинеарна диференциация и реализиране 

на процеси на синтез на ЕЦМ и минерализация. Тези функции на МСК са 

свързани със способността им да поддържат интегритета на ПДЛ и да 

участват в тъканната регенерация при наличие на патологичен процес. 

Диференциацията на изолирани МСК изисква специални in vitro условия. 

Остеогенната диференциация се реализира, когато в средата бъдат 

включени дексаметазон и бета-глицеро фосфат (12,69,228,248,254). За 

иницииране на адипогенна и хондрогенна диференциация се изисква 

наличие на дексаметазон, инсулин, метилксантин/бета-меркаптоетанол или 

TGF-beta, дексаметазон, аскорбинова киселина, натриев пируват и пролин, 

респективно (228,248,254,296). Включването на тези активни вещества в 

средата насочват клетъчната диференциация към определен високо 

специализиран клетъчен тип. 
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Резултатите от имунофлуоресценцията показват, че в изолираната от 

нас клетъчна култура присъстват клетки, които експресират както 

стволовоклетъчни така и диференциационни маркери – за колаген и 

минерализация. Успешно доказахме стволовоклетъчния фенотип на 

МСКПДЛ и потенциала им за мултилинеарна диференциация. Тези клетки 

могат да променят фенотипа си според in vitro условията. Важна роля 

играят активните вещества в средата – РФ, цитокини, витамини и др., 

които отключват различни клетъчни процеси и влияят върху клетъчната 

сигнализация. 

 

 

ОБСЪЖДАНЕ НА РЕЗУЛТАТИТЕ ПО ЗАДАЧА 3 

 

Констатации въз основа на резултатите: 

1.PDGF-BB влияе върху клетъчния цикъл на МСКПДЛ, 

увеличавайки броя клетки в активна фаза на пролиферация (G2/M-фаза) 

2.PDGF-BB стимулира клетъчната пролиферация на периодонтални 

стволови  клетки. Ефектите от активността му са дозозависими и са 

оптимални при концентрация от 50ng/ml 

 

PDGF е най-добре представеният РФ в тромбоцитите, респ. в ТК. 

(97,270). Притежава няколко изомерни форми, различаващи се по степен 

на активност (14,112,123). Предишни проучвания сочат, че PDGF-BB 

изомерът има по-добър ефект върху процесите на пролиферация и 

миграция при клетки от ПДЛ в сравнение с другите изомерни форми на 

PDGF (50). За провеждането на експериментите в настоящото проучване се 

избира именно -ВВ изомерът. Докладвано е, че PDGF-BB има позитивен 

ефект върху клетъчната адхезия (314), химиотаксиса, пролиферацията и 

матриксния синтез (50,220) на клетки от ПДЛ. Клетъчната пролиферация е 
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един от най-важните процеси за оптималното протичане на тъканна 

регенерация. Увеличаването на клетъчния брой на мястото на тъканно 

увреждане води до бърза репопулация в областта на засегнатия участък 

(18,42,43,307).  

В настоящото проучване се установява ефектът на PDGF-BB върху 

разпределението на клетките в културата по фазите на клетъчния цикъл. С 

най-важно значение е процентът клетки в G2/M фаза. Това са активно 

делящите се клетки към момента на фиксирането им, след изтичане на 

необходимото време за третиране с РФ.  

Двадесет и четири часа след засяването на клетките, хранителната 

среда, съдържаща 10% серум се заменя с такава, в която има само 0,1% 

ФТС за още едно денонощие. Тази стъпка е необходима, за да се постигне 

синхронизиране на клетъчния цикъл на всички клетки в културата. 

Клетките преминават в една и съща фаза на клетъчния цикъл, тъй като в 

среда с минимално процентно съдържание на ФТС жизненият им цикъл се 

забавя. По-късно се добавят четири различни типа хранителна среда: 

DMEM с 0,1% ФТС, DMEM с 10% ФТС, DMEM с 0,1% ФТС и 50ng/ml 

PDGF-BB, DMEM с 10% ФТС и 50ng/ml PDGF-BB. Клетките се инкубират 

при тези условия за период от 48 ч. По данни, които се откриват в 

литературата, 48 ч. е необходимото време за удвояване на клетъчната 

популация от ПДЛ (284). През този период се очаква клетката да премине 

през всичките фази на клетъчния цикъл. В края, броят на клетките в 

популацията нараства приблизително двукратно. 

За този експеримент е избрана само една концентрация на PDGF-BB. 

Целта е да се установи най-напред дали РФ влияе върху пролиферацията и 

по какъв начин (стимулира я или я инхибира). Съответно на очакванията 

ни процентът клетки в G2/M фаза е забележително по-голям след 

третиране с DMEM и 10% ФТС (30.82%) в сравнение с процентът клетки в 

същата фаза след култивиране в среда с минимално количество серум 
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(6,6%). Клетките, към чиято среда е прибавен и PDGF-BB в концентрация 

50ng/ml пролиферират значително по-активно, особено в условия, при 

които РФ е в комбинация с 10% серум (40,5% клетки в G2/M-фаза). Данни 

от предишни изследвания показват, че PDGF увеличава броя клетки в 

G2/M-фаза на клетъчния цикъл и при фибробласти (14).   

За оптимално протичане на клетъчна пролиферация и 

диференциация са необходими in vitro условия, максимално наподобяващи 

тези в живия организъм. Клетките се култивират in vitro обикновено в 

среда с добавен серум. В него се съдържат хормони, протеини, 

аминокиселини, РФ и цитокини (137). При включване на ФТС в средата не 

успяваме на установим точното количество на активните молекули в него. 

Следователно, ако се изследва ефект на РФ върху клетъчни култури в 

среда с добавен ФТС, получените резултати няма да бъдат „чисти“. Всички 

активни молекули включени в серума ще окажат влияние върху 

клетъчните процеси. Това прави невъзможно доказването на 

индивидуалната активност на изследвания от нас РФ.  

Друг недостатък на клетъчно култивиране в среда с ФТС е, че той 

представлява продукт от животински произход. Използването на 

културелна среда с ксеногенен ФТС в стволовоклетъчната терапия води до 

риск от имунна реакция (158). Алтернативен вариант е прилагането на 

автоложен серум. Проблем при използването на автоложен серум е 

ограниченото количество кръв, която може да се вземе от пациента за 

получаването му. Работата с автоложен серум допълнително усложнява 

протокола на работа и увеличава стойността на стволовоклетъчната 

терапия. 

След като се взимат под внимание недостатъците на ФТС 

преценяваме, че за установяване активността на PDGF-BB е необходимо да 

използваме безсерумна хранителна среда. На базата на информация от 

литературни източници избираме ITS като заместител на ФТС (137). По-
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голяма част от екпериментите в настоящото проучване се провеждат в 

безсерумна хранителна среда с добавен 1% ITS. Очаква се, че активността 

на PDGF-BB варира в зависимост от концентрацията. Изследваме ефекта 

на PDGF-BB, добавен към хранителна среда с 1% ITS върху клетъчния 

брой (пролиферацията) на стволовоклетъчна култура от ПДЛ. Избраните 

концентрации на РФ са 1ng/ml, 10ng/ml, 50ng/ml и 100ng/ml. Така 

доказваме едновременно митогенния ефект и значението на 

концентрацията на РФ.   

Резултатите ни показват първо: че PDGF-BB е активен митоген за 

периодонтални МСК и второ: че всички изследвани концентрации на РФ 

стимулират значимо увеличаването на клетъчния брой (пролиферацията). 

Най-изявен е ефектът при 50ng/ml PDGF-BB. Резултатите ни съвпадат с 

доклади от предишни проучвания. Oates и съавт. (218) също установяват, 

че 50ng/ml е оптимална концентрация на PDGF-BB за стимулиране на 

пролиферацията при клетки от ПДЛ. Ojima и съавт. (220) изследват ефекта 

на концентрацията на PDGF-BB и времето на инкубиране на клетки от 

ПДЛ върху пролиферативните процеси. Те използват концентрации от 0,01 

до 10ng/ml за време на третиране на клетките с РФ 24 и 48 ч. Резултатите 

им показват, че PDGF с концентрация 10ng/ml проявява най-добър 

митогенен ефект след 48 ч. инкубиране на клетките.  

При работа с активни молекули, потенциращи клетъчното делене не 

трябва да се пропуска обсъждането на риска от неконтролируема клетъчна 

пролиферация. PDGF-BB както и другите РФ влияят върху развитието на 

неопластични процеси (89,113,306). РФ могат да бъдат част от клетъчната 

терапия за подготовка на клетки в in vitro условия, преди реплантирането 

им в пациенти. Рекомбинантните им форми вече намират голямо 

приложение и в клиничната практика (60,212). Елиминирането на 

опасността от развитие на нежелани реакции, включително безконтролна 

пролиферация на клетките, може да се осъществи чрез правилно дозиране 
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на РФ и установяване на оптималното време за реализиране на активността 

му. Нужно е провеждане на много предварителни in vitro експерименти, 

правилна оценка и добро планиране в случаите, когато РФ са средство на 

избор при лечението на различни патологични състояния. 

 

 

ОБСЪЖДАНЕ НА РЕЗУЛТАТИТЕ ПО ЗАДАЧА 4 

 

Констатации въз основа на резултатите: 

1.PDGF-BB стимулира експресията на стволовоклетъчни маркери 

при МСКПДЛ. РФ поддържа клетките недиференцирани 

 

След деленето на една стволова клетка, нейните дъщерни могат да се 

диференцират или да запазят стволовоклетъчните си свойства в зависимост 

от условията на микросредата, в която се намират (7,43,62). В организма 

нормално е установен баланс между процеси на делене, поддържане на 

стволовоклетъчните свойства и диференциацията на тези клетки (199,216). 

Точните механизми, по които се поддържа този баланс не са ясни, но се 

предполага активно участие на биологично активни вещества 

(66,108,170,173,151). Смятаме, че биологично активните вещества имат 

пряко отношение към всяка промяна в клетъчния фенотип и към 

експресията на стволовоклетъчни маркери. В настоящото изследване се 

установява влиянието на PDGF-BB върху експресията на 

стволовоклетъчни маркери в клетъчна култура от ПДЛ. Клетките се 

култивират в хранителна среда с 50ng/ml от РФ до достигане на 80-85% 

конфлуентност. Високата плътност (>85%), респ. прекалено близките 

междуклетъчни контакни могат да повлияят маркерната експресия. От 

наши наблюдения върху клетъчни култури установяваме, че 

пролиферативният и диференциационният потенциал на стволовите клетки  
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се променят при липса на достатъчно пространства между тях. 

Предполагаме, че това се дължи на реципрочните взаимодействия между 

близкостоящи клетки. Последните си влияят взаимно чрез отделяне на 

биологично активни вещества по време на клетъчното култивиране. 

Известно е, че продуцираните от едни клетки активни молекули могат да 

влияят върху други по автокринни, паракринни и телекринни пътища и 

така да водят до изменения в свойствата им (23,166).  

Клетките за експеримента по установяване ефектите на PDGF-BB 

върху експресията на маркери се култивират в безсерумна среда. Този 

дизайн на експериментите е избран подари описани вече недостатъци на 

ФТС. Основен проблем е невъзможността за дефиниране на количествения 

и качествения му състав по отношение на активни молекули.  

Анализът на резултатите показва, че при контролните клетки  

(култивирани в среда без РФ) маркерът CD105 се експресира в 

31,29±2,68% от популацията, а при третираните с PDGF-BB експресията е 

повишена до 65,31±5,47%. Маркерът CD146 се експресира в 23,27±0,35% 

от контролните клетки и в 61,63±5,65% от клетките, култивирани с РФ. От 

литературните източници е известно, че и двата използвани маркера се 

асоциират със стволовоклетъчен фенотип (82,135,241).  

До момента не бяха намерени данни в литературата, които доказват 

ефекта на PDGF-BB върху експресията на стволовоклетъчни маркери при 

клетки, изолирани от ПДЛ. В настоящото проучване се доказва за първи 

път влиянието на този РФ върху стволовоклетъчните свойства след in vitro 

култивиране. 

Установената от резултатите ни способност на PDGF-BB да 

поддържа клетъчната дедиференциация има голямо значение за 

приложението му в in vitro и в in vivo изследвания. Данните от 

експериментите ни, които сме анализирали до момента показват, че тази 

активна молекула стимулира пролиферацията на клетки от ПДЛ с 
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оптимален ефект при концентрация от 50ng/ml. Същата тази концентрация 

на РФ има способността да увеличава експресията на стволовоклетъчни 

маркери. Следователно PDGF-BB активно стимулира самообновяването на 

МСК. Включването на PDGF-BB в културелната среда на МСКПДЛ ще 

съхрани стволовоклетъчния фенотип за по-дълго време и ще забави 

клетъчното „стареене“. Очаква се, че в in vitro условия PDGF-BB ще 

повиши клетъчната преживяемост и  клетъчния брой. Тази негова функция 

може да допринесе за решаване на проблема, свързан с недостига на МСК, 

изолирани от тъканите с цел последващото им локално аплициране в 

клиниката.  

Освен, че потвърждават стволовоклетъчния фенотип, изследваните 

маркери CD105 и CD146 се асоциират с инициирането на туморен растеж 

и развитието на метастази (101,320). Значението на РФ за туморогенезата е 

добре известно. Всички морфогени от семейството на PDGF се асоциират с 

развитието на неоплазми (61,223,306). Рецепторите им се експресират от 

редица туморни клетки. Повишената експресия на РФ корелира с туморния 

растеж, локална инвазивност и развитие на метастази, лекарствена 

резистентност и лоша прогноза (61,223,306). Клиничното приложение на 

рекомбинантни РФ трябва да става с презумпцията за вероятни нежелани 

реакции. Нежеланите реакции са свързани от една страна с недостатъчен 

терапевтичен ефект на агента и липса на контрол върху клетъчната 

пролиферация – от друга. Въпреки това, до момента не cме намерили 

данни в литературата, които сочат, че локалното аплициране на rhPDGF 

инициира развитието на неопластичен процес.  

В тромбоцитите и в автоложните ТК има голям брой различни РФ и 

цитокини (55,57,321). Те функционират заедно и допълват взаимно 

функциите си. В настоящия научен труд се изследва самостоятелно 

ефектът на PDGF-BB. Други активни молекули не са включени в опитната 

постановка. Резултатите ни имат значение за клиниката най-вече при 
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лечение на заболявания в лицево-челюстната област с рекомбинантна 

форма на PDGF-BB.  

 

 

ОБСЪЖДАНЕ НА РЕЗУЛТАТИТЕ ПО ЗАДАЧА 5 

 

Констатации въз основа на резултатите: 

1.PDGF-BB потиска синтеза на общ колаген при МСКПДЛ 

2.PDGF-BB потиска експресията на колаген тип I, който е основен 

протеин в ЕЦМ на ПДЛ. Експресията на колаген тип III не се променя от 

активността на РФ. Следователно, PDGF притежава селективен 

инхибиторен ефект. 

3.PDGF-BB повишава активността на ензима LOX в периодонтални 

стволови клетки. Този ензим катализира матурацията на колагеновите 

молекули екстрацелуларно. Следователно, PDGF-BB стабилизира 

структурата на ЕЦМ в периодонциума. Ефектът му е 

концентрационнозависим 

4.PDGF-BB увеличава значимо експресията на SPARC – ензим 

свързан с матурацията на екстрацелуларната колагенова мрежа.  

 

Освен чрез силна митогенна активност, РФ участват в тъканната 

регенерация и посредством стимулиране на матриксния синтез 

(180,266,273). Фактът, че PDGF-BB е един от основните РФ, предполага 

неговото централно място в процесите на изграждане на колагеновите 

молекули при клетки от ПДЛ. 

 Основен елемент в ЕЦМ на ПДЛ е колагенът (310). Поради тази 

причина изследвахме детайлно ефектите на PDGF върху продукцията и 

експресията на колаген при МСКПДЛ. Синтезът и обмяната на колагена са 
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сложни процеси, в които вземат участие голям брой активни молекули 

(38,39,127,166,276).    

В настоящото проучване се използват няколко различни метода за 

доказване влиянието на PDGF-BB върху синтеза на колаген в клетъчна 

култура от ПДЛ. Изследват се тоталният разтворим колаген, произведен от 

клетките, експресията на двата основни типа колаген и SPARC, както и 

активността на ензима LOX. 

Изследване на общото количество разтворим колаген синтезиран от 

клетките се провежда след период от едноседмично култивиране. Използва 

се безсерумна хранителна среда с две селектирани концентрации PDGF-

BB: 10ng/ml и 50ng/ml. Резултатите показват, че инкубация на клетки с РФ 

в концентрация 10ng/ml не води до промяна в синтезните процеси в 

сравнение с контрола. Прилагането на PDGF-BB в концентрация 50ng/ml 

води до супресия върху колагеновата продукция и синтез. С повишаване 

на концентрацията на РФ се стига до значимо намаляване на общото 

количество секретиран колаген при периодонтални МСК. Установява се, 

че ефектът на PDGF е дозо-зависим.  

Основно значение за бъдещата употреба на rhPDGF-BB в клиниката 

има уточняването на оптималните концентрации, които инициират и 

поддържат тъканната регенерация. По тази причина в експериментите, 

които провеждаме търсим концентрацията на PDGF, потенцираща и респ. 

инхибираща в най-висока степен клетъчните функции. 

Съпоставянето на резултатите от експеримента по отчитане на 

тоталния синтезиран колаген и този по пролиферативната активност на 

клетките показва, че концентрацията на РФ влияе в 

обратнопропорционална зависимост. При аплицирането на по-високи 

концетрации PDGF-BB ще се стимулира клетъчното делене, но ще бъде 

инхибирана колагеновата продукция и обратно. 
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В изследване, провденето от Matsuda и кол. (193) се констатира, че 

PDGF-AB (една от другите изомерни форми на PDGF) увеличава синтеза 

на колаген в плъши клетки от ПДЛ. Резултатите им значително се 

различават от нашите. Това се дължи на няколко факта. Те не изследват 

различни концентрации на РФ. Прилагат само една концентрация и не 

констатират дозо-зависим ефект на PDGF върху клетките. От друга страна 

техният експеримент се провеждат върху клетки от ПДЛ, изолирани от 

плъх и се прилага друга изомерна форма на PDGF. Следователно 

различните изомерни форми на РФ проявяват различна активност върху 

клетъчните процеси. Трябва да се направи по-добра оценка на влиянието, 

което оказва концентрацията на морфогена върху клетъчната култура. 

Ojima и кол. (220) изследват едновременно ефекта на PDGF-BB 

върху пролиферацията и колагеновия синтез в клетъчна култура от 

човешки ПДЛ. Те прилагат по-ниски концентрации на РФ: от 0,1 до 

10ng/ml. Резултатите им показват, че най-активен клетъчен синтез се 

реализира при концентрация 1ng/ml, докато при концентрация от 10ng/ml 

не се наблюдава значима промяна в продукцията на колаген от клетките 

спрямо негативна контрола. Изводите, направени от Ojima и кол. (220) 

допълват тези от настоящото проучване, т.е. с увеличаване концентрацията 

на PDGF-BB намалява потенциалът му да стимулира колагеновата 

продукция, респ. се засилва неговият инхибиторен ефект.  

В настоящото изследване се установява влиянието на PDGF-BB 

върху експресията на колаген тип I и III в клетъчна култура от ПДЛ чрез 

флоуцитометрия след 48ч. култивиране. Използвана е само една 

концентрация на РФ – 50ng/ml. Резултатите, коментирани до тук показват, 

че именно тази концентрация води до инхибиране на продукцията на общ 

колаген от клетките. Тези данни, обаче не дадоха информация дали РФ 

проявява селективна активност по отношение на различните типове 

колаген в ЕЦМ на ПДЛ. Поради това провеждаме допълнителен 
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флоуцитометричен анализ, за уточняване дали PDGF-BB има различен 

ефект върху колаген тип I и III.  

Резултатите демонстрират, че PDGF-BB в концентрация 50ng/ml в 

малка степен потиска експресията на колаген тип I. От друга страна  

експресията на колаген тип III остава непроменена. PDGF има 

способността селективно да понижава експресията на определени типове 

колаген. Важно е да се отбележи, че той инхибира именно най-

разпространения колаген в ЕЦМ на ПДЛ. 

Данните от изследванията, проведени от Ojima (220) също показват, 

че повишаването на концентрацията на PDGF води до потискане на 

тоталната колагенова продукция, както и на експресията на основния 

протеин в ЕЦМ на ПДЛ при човека-тип I колаген.  

Резултатите ни до момента потвърждават, че PDGF-BB има 

способност да контролира клетъчната активност по отношение на 

пролиферация и синтез на колаген. Ако този морфоген се аплицира върху 

пациенти локално, непосредствено след тъканно увреждане би довел до 

интензивна клетъчна пролиферация. На този етап от лечението, локалната 

концентрация на РФ е висока. На по-късен етап от тъканната регенерация 

концентрацията на PDGF-BB се понижава (изчерпва се), понижава се 

митогенният му ефект и се засилва синтеза на ЕЦМ. Оптималните 

концентрации на РФ за локално приложение in vivo трябва бъдат 

конкретизирани след провеждане на допълнителни изследвания. 

Продукцията на колаген in vivo е многоетапен процес, регулиран от 

редица колаген-асоциирани и неспецифични матриксни протеини 

(38,39,127,166,276).  LOX е сред основните екстрацелуларни ензими, които 

участват в синтеза и матурацията на ЕЦМ (84). Ензимът се продуцира от 

много клетъчни типове (84). LOX катализира образуването на силно 

реактивоспособни алдехидни групи от лизиновите остатъци в 

прекурсорните колагенови молекули (84,145,257). Именно тези алдехидни 
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групи са в основата на формирането на ковалентни връзки между 

колагеновите вериги (257). Този процес протича след като молекулите 

колаген са синтезирани и секретирани вече от клетката в ЕЦМ. Извършват 

се конформационни промени, които значително повишават стабилността 

на колагена и понижават разтворимостта му (84,257). Описаните процеси 

би следвало да водят до повишена резистентност на колагеновите фибри 

към механично натоварване и към активността на протеолитични ензими. 

LOX участва и в много други биологични процеси, вкл. и в туморогенезата 

(28,177). Доказано е, че високите нива на този ензим се асоциират с някои 

злокачествени новообразувания като меланома, рака на гърдата (149) и 

белодробния карцином (251).  

До момента не са провеждани изследвания, които доказват промяна в 

лизилоксидазната активност при клетки от ПДЛ под действието на PDGF. 

Функциите, които този ензим притежава го правят интересен обект на 

научни проучвания. 

В настоящото изследване, активността на ензима LOX в МСК от 

ПДЛ се установява посредством функционален тест. И тук целта е да 

разкрие дали има концентрационна зависимост по отношение на ефекта на 

PDGF-BB върху ензимната активност. Промяна в активността на LOX след 

третиране на клетките с PDGF-BB би означавало, че РФ влияе върху 

матурацията на колагена в извънклетъчното пространство на 

съединителната тъкан и върху механичната стабилност на ПДЛ.  

 Резултатите от проведения експеримент показват, че по-ниските 

концентрации на PDGF-BB (1ng/ml и 10ng/ml) не оказват влияние върху 

лизилоксидазната активност при клетки от ПДЛ. При култивиране на 

клетките с концентрации от 50ng/ml и 100ng/ml се наблюдава значимо 

увеличаване на активността на ензима. Следователно PDGF-BB участва в 

правилното организиране и стабилизиране на колагена, респ. във 

формирането на пълноценен периодонтален ЕЦМ. Отново доказваме и 
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значението на концентрацията на приложеното активно вещество за 

оптималното протичане на биологичните процеси.  

Друг интересен протеин, чийто функции се асоциират с иницииране 

на различни диференциационни клетъчни процеси е SPARC. Това, което го 

прави атрактивен обект на изследване е, че SPARC представлява колаген-

свързващ протеин от една страна, а от друга е свързан с иницииране и 

поддържане на клетъчна минерализация. SPARC участва активно в 

колагеновата фибрилогенеза в ЕЦМ и се експресира в тъкани с добри 

възможности за реорганизация на ЕЦМ, вкл. и в ПДЛ; отделя се от 

остеобласти и се свързва с калциеви йони по време на минерализация; 

участва в туморогенезата (121,188).   

Чрез флоуцитометрия се изследва влиянието на PDGF-BB върху 

експресията на SPARC. Използвана е само една концентрация на РФ. 

Според резултатите, PDGF-BB силно повишава експресията на SPARC при 

клетки от ПДЛ.  

В настоящия научен труд разглеждаме LOX и SPARC като протеини, 

ангажирани с колагеновата матурация. Сходният ефект, който PDGF 

проявява върху двете изследвани активни молекули позволява да се 

направи заключение, че РФ стимулира матриксните промени в ПДЛ.  

Установяваме, че PDGF-BB има противоположен ефект върху 

процесите на синтеза на колаген и неговата матурация. Следователно този 

РФ осъществява контрол върху синтезните процеси в организма. PDGF 

допринася за стабилизиране на вече изградената колагенова мрежа в 

екстрацелуларното пространство в комбинация с редукция на 

протеиновата продукция от клетките в ПДЛ de novo. Резултатите ни сочат, 

че активността на PDGF-BB е свързана с превенция на патологични 

процеси, при които се реализира свръхпродукция на колаген в тъканите и 

последващо фиброзиране. 
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Има проучвания, които доказват, че PDGF-BB увеличава 

стабилността и здравината на тъканите при инцизионни рани с 30-50% в 

рамките на три седмици и с около 30% при ексциозионни рани (232). 

Предполагаме, че тези възможности на PDGF са свързани именно със 

способността му да поддържа колагеновата матурация в ЕЦМ. Очаква се с 

напредване на оздравителния процес локалната концентрация на РФ да се 

изчерпа заедно с неговата активност, за да не се стигне до инициация на 

нежелани реакции и усложнения. 

В настоящото проучване синтезът на колаген и неговата матурация в 

се разглеждат като отделни процеси, които се инициират и поддържат от 

различни ензими и активни молекули. Резултатите ни до момента 

разкриват на кой етап от формирането на колагеновите молекули, респ. на 

ЕЦМ се проявява активността на PDGF-BB. Биологичните процеси 

протичат с участие на редица морфогени. PDGF-BB функционира в 

комбинация с други РФ. Всеки отделен РФ се очаква да реализира своята 

активност в точно определен момент, отключвайки специфични клетъчни 

процеси. 

 

 

ОБСЪЖДАНЕ НА РЕЗУЛТАТИТЕ ПО ЗАДАЧА 6 

 

Констатации въз основа на резултатите: 

1.PDGF-BB инхибира активността на ензима ALP – ранен маркер за 

остеогенна диференциация, в МСКПДЛ. Ефектът на PDGF е 

концентрационнозависим 

2.PDGF-BB потиска формирането на минерални нодули в клетъчни 

култури от периодонтални МСК след продължително култивиране 

3.Експресията на минерализационния маркер BSPII при МСКПДЛ 

остава не повлията след третиране с PDGF-BB 
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Установено е, че една от характерните особености на МСКПЛД е 

способността им да поемат по пътя на остеогенна диференциация при 

подходящи условия (248). Най-честите признаци доказващи, че клетките са 

се диференцирали до остеобластоподобни е образуването на калциеви 

натрупвания във вид на нодули и експресията на маркери като ALP, BSPII, 

остеокалцин и др. (12,147,228,229,248,254,259).  

Активните молекули в микросредата играят важна роля в клетъчните 

процеси на минерализация. Kawase и съавт. (147) изследват как би 

повлияла среда с PRP върху остеогенната диференциация на клетки от 

ПДЛ. Резултатите от проведеното от тях проучване не са убедителни, тъй 

като само част от изследваните остеогенни маркери показват значимо 

повишена експресия. PRP съдържа плеяда от активни молекули, които се 

освобождават в средата (1,3,92,94,97). Именно на тях се дължи 

потенциалът на PRP да стимулира клетъчното делене и диференциация. ТК 

съдържа множество активни молекули, всяка от които е с индивидуална 

специфична активност спрямо клетъчните процеси. Поради тази причина 

cмятаме за необходимо да бъдат изследвани детайлно функциите на всеки 

отделен РФ. Това може да стане с прилагането на рекомбинантните им 

форми както в in vitro, така и в клинични експерименти.  

В настоящото проучване се разкрива ефектът на PDGF-BB върху 

минерализацията посредством двата най-често прилагани теста за тази цел. 

Това са разкриване активността на ензима ALP чрез функционален тест и 

установяване способността на клетките за образуване на калциеви 

отлагания с помощта на багрилото Alizarin red. Изследва се, също така 

промяната в експресията на маркера BSPII – основен протеин в ЕЦМ на 

минерализираните тъкани в организма. Тези методи на изследване са 

достатъчно показателни за да можем да направим необходимите 

заключения. Използват се различни концентрации PDGF-BB. Така се 

установява дали РФ влияе върху остеогенната диференциация и дали 
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съществува концентрационна зависимост. Това би имало значение за 

прилагането на рекомбинантната форма на PDGF-BB в клиничната 

практика, подчертавайки отново правилното дозиране на морфогена като 

основен фактор за изхода от лечението.  

За изследване активността на ALP, клетките се култивират за период 

от една седмица в безсерумна среда с PDGF-BB. Този период на третиране 

преценяваме като напълно достатъчен, защото ALP е ранен маркер за 

остеогенна диференциация. ALP може да бъде както свързана с рецептори 

по клетъчната стена, така и да бъде секретирана от клетката в 

хранителната среда in vitro, респ. ЕЦМ. По тази причина се изследват 

паралелно супернатанта и клетъчен лизат. 

И при двата експеримента (в супернатанта и в клетъчен лизат) се 

установява статистически значимо понижение на ALP-активност при 

МСКПДЛ, култивирани с PDGF-BB. Инхибирането на ензимната 

активност е концентрационнозависимо. При по-висока концентрация от 

50ng/ml инхбиторният ефект на PDGF-BB е по-голям.  

Описаните резултати са в съгласие с изследване проведено от Zaman 

и кол. (314). Тяхната методика и експериментална постановка  значително 

се различава от гореописаната, но и те установяват, че PDGF не стимулира 

ALP-активност при клетки от ПДЛ.  

Изследва се влиянието на няколко концентрации PDGF-BB върху 

образуването на калциеви нодули. Клетките са култивирани в безсерумна 

среда с РФ за период от три седмици. В този експеримент клетките са 

отглеждани за по-дълъг период. През това време постепенно се оформят 

струпвания от клетки, в които се очаква да протече засилена 

минерализация. Тези струпвания обичайно са лесно видими дори с просто 

око след оцветяване с Alizarin red. Ализарин или 1,2-

дихидроксиантраквинон е органично багрило. Той се свързва с отлагания 

на калциеви йони в тъканните препарати и служи като маркер за 
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минерализация на матрикса (117). Калцифицирането на екстрацелуларния 

матрикс се асоциира с изграждането на истинска кост или костоподобни 

структури в тъканите. Резултатите ни показват, че дори много ниски 

концентрации на PDGF-BB водят до потискане на минерализацията при 

изследваните клетки. Въпреки, че са включени четири различни 

концентрации (1ng/ml, 10ng/ml, 50ng/ml и 100ng/ml) не се установява 

статистически значима концентрационна зависимост на инхибиторния 

ефект на РФ върху минерализацията.  

Прилага се флоуцитометрия за количествена оценка експресията на 

BSPII, като още един метод, с който да се докаже ефектът на изследвания 

РФ върху остеогенната диференциация. BSPII е значителна съставна част 

на минерализираните тъкани: кост, дентин, цимент; счита се, че този 

протеин представлява около 8% от всички неколагенови протеини в костта 

и цимента (104). Флоуцитометричният анализ показва, че няма промяна в 

експресията на BSPII при клетки от ПДЛ третирани с РФ в сравнение с 

контрола от клетки, култивирани в безсерумна хранителна без добавен 

PGDF-BB. Тези резултати, не противоречат на резултатите от предходните 

проведени експерименти, свързани с минерализация. Клетките са 

култивирани с РФ само за 48ч. преди флоуцитометричния анализ, докато 

анализът в промяната на ALP-активност и оцветяването с Alizarin red са 

проведени след период на третиране с PDGF-BB от една седмица и три 

седмици съответно. Това сочи, че е нужна по-продължителна експозиция 

на клетките с РФ за реализиране на инхибиторното му действие върху 

минерализацията. 

Kratchmarova и кол. (153) изследват влиянието на PDGF върху 

пролиферацията и остеогенната диференциация на МСК от костен мозък. 

Техните резултати, подобно на нашите доказват, че РФ инициира и 

поддържа митотичната активност на клетките, но инхибира 

минерализацията.  



159 
 

rhPDGF-BB е прилаган в клинични експерименти по повод на 

пародонтални костни дефекти, фуркационни лезии и остеоинтеграция на 

дентални имплантати (60,194,214,215). Най-често РФ е аплициран локално 

в комбинация с бета-трикалциев фосфат или алогенни костни присадки. 

Всички тези изследвания показват, че PDGF-BB стимулира 

регенеративните процеси в сравнение с контроли. Те обаче не дават 

отговор на въпроса по какъв механизъм е протекла регенерацията в 

тъканите. Предвид резултатите от описаните в научния труд експерименти, 

може да направим извод, че PDGF-BB подпомага оздравителните процеси 

в костите най-вече чрез изявения си митогенен ефект и стабилизирането на 

колагеновите вериги в ЕЦМ. Необходимо е да изследването му в 

комбинация с други РФ in vitro, за да се установи каква е неговата роля 

съвместно с други активни молекули, които се намират в ТК, респективно 

в тромбоцитите. 

След анализ на резултатите от проведените експерименти се 

установява тенденция за потискане на минерализационните процеси при 

клетки от ПДЛ след третирането им с PDGF-BB. Потискайки  клетъчната и 

тъканната минерализация, PDGF-BB е способен на елиминира риска от 

развитието на патологични състояния с клинична значимост за оралната и 

лицево-челюстната хирургия, свързани с патологично натрупване на 

костна тъкан и осификация,  като осифициращ периостит, периапикален 

остеит, хиперциментоза, анкилоза и др. 
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VII.ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Заключение по задача 1 

В ПДЛ на постоянни зъби има наличие на популации от стволови 

клетки с мезенхимен произход. Периодонтални МСК се изолират и 

култивират успешно в подходящи in vitro условия. Стволовоклетъчните 

култури трябва да бъдат получени от интактни зъби, екстрахирани при 

спазване на всички правила на антисептиката и асептиката, за да сведе до 

минимум рискът от заразяването им с бактериални микроорганизми. 

Изолирането на клетките в лабораторията за клетъчно култивиране също 

се извършва при стерилни условия.  

Ензимната обработка преди засяването на тъканните експлантати 

води до лизиране на колагена и останалите протеини в периодонталния 

ЕЦМ. От експлантата започват да се отделят клетки, които самостоятелно 

„залепват“ по дъното на културелните съдове. Средно в рамките на 1 до 3 

дни след засяване, вече се наблюдават първите мигрирали и адхезирали 

клетки. Те притежават фибробластоподобна вретеновидна или звездовидна 

форма. След период от 7-10 дни се установяват първите колонии. Типично 

свойство на МСК е способността им да формират колонии в подходящи in 

vitro условия на култивиране.  

Продължителното култивиране на клетките за 3 и повече седмици, 

води до получаването на плътен конфлуентен слой и забавяне на 

клетъчната пролиферация. 

 

Заключение по задача 2 

Характеризацията на периодонталните МСК с цел доказване на 

стволовоклетъчния им фенотип е направена с количествен и качествен 

метод, респ. флоуцитометрия и имунофлуоресценция.  
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Установяваме стволовоклетъчния характер на изследваната 

популация на базата на експресия на предварително селектирани 

специфични маркери. Всички включени в изследването стволовоклетъчни 

маркери – STRO-1, CD44, CD49f, CD105, CD117, CD146 и CD271 се 

експресират положително от клетките. Това доказва, че изследваните 

клетки в действителност са стволови. 

В изолираните периодонтални МСК се открива позитивна експресия 

и  за диференциационни маркери, асоциирани със синтез на колаген и 

минерализация. Това се дължи от една страна на факта, че изолираната 

клетъчна култура е хетерогенна. Другата основна причина за позитивната 

експресия на тези маркери е потенциалът на МСК да се превръщат във 

високо специализирани клетъчни линии при специфични in vitro условия. 

 

Заключение по задача 3 

Резултатите от изследванията ни сочат, че PDGF-BB проявява силна 

митогенна активност върху МСКПДЛ. Тази активност е концентрационно 

зависима. Всички приложени в експеримента концентрации на РФ 

стимулират клетъчното делене, но оптимален митогенен ефект се 

наблюдава при 50ng/ml.  

PDGF-BB стимулира преминаването на клетките в активна фаза на 

делене от клетъчния цикъл (G2/M-фаза), следователно РФ влияе върху 

разпределнието на периодонталните МСК по фазите на клетъчния им 

цикъл. 

Активността на PDGF-BB по отношение на клетъчната 

пролиферация и  клетъчния цикъл се асоциират със способност на РФ за 

поддържане на клетъчната линия, стимулиране на репопулацията в зони с 

клетъчен дефицит поради различни патологични процеси и участие в 

тъканнорегенеративните процеси.  
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Заключение по задача 4 

В зависимост от условията на култивиране in vitro, МСКПДЛ могат 

да запазят стволовоклетъчните си свойства или да поемат по пътя на 

диференциация. Горните резултати показват, че PDGF-BB стимулира 

експресията на специфични стволовоклетъчни маркери в периодонтални 

МСК, т.е. има потенциал да запазва клетките недиференцирани. 

Експресията и на двата маркера – CD105 и CD146 е значимо увеличена 

след третиране на клетките с PDGF-BB. Този ефект на PDGF е от голямо 

значение за превенция на процесите на клетъчно стареене и за съхраняване 

на стволовоклетъчните свойства на клетките за дълъг период. 

 

Заключение по задача 5 

За оценка ефекта на PDGF-BB върху формирането на пълноценен 

периодонтален ЕЦМ изследваме влиянието му върху експресията на 

колаген в МСКПДЛ, върху тоталния синтезиран колаген от клетките и 

върху функцията на молекули, стимулиращи колагеновата матурация. 

Колаген тип I и III са основни протеини в ПДЛ. PDGF-BB в по-висока 

концентрация потиска експресията на колаген тип I, докато експресията на 

колаген тип III остава непроменена. PDGF-BB притежава специфичен 

селективен инхибиторен ефект върху експресията на колаген тип I. РФ 

инхибира и синтеза на общ колаген в МСКПДЛ. Следователно РФ потиска 

процеси на свръхпродукция на колаген и фиброзиране в ПДЛ.  

Изследван е ефектът на  PDGF-BB върху активността на LOX – 

основен екстрацелуларен ензим, отговорен за формирането на интра- и 

интермолекулярни ковалентни връзки между колагеновите вериги. 

Резултатите ни показват, че по-високите концентрации на РФ повишават 

ензимната активност на LOX. PDGF-BB повишава и експресията на 

SPARC при МСКПДЛ. SPARC притежава активност, сходна с тази на LOX 

по отношение на колагена в ЕЦМ. Това означава, че функцията на PDGF-
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BB насочена по-скоро към иницииране и поддържане на колагеновата 

матурация екстрацелуларно. РФ води до стабилизиране на вече 

синтезираните протеинови молекули в извънклетъчното пространство и 

понижаване на разтворимостта им. PDGF-BB участва във формирането на 

пълноценен периодонтален ЕЦМ. 

 

Заключение по задача 6 

PDGF-BB проявява инхибиторен ефект върху минерализационните 

процеси при популациите от МСКПДЛ. Резултатите ни сочат, че РФ 

потиска активността на ензима ALP (ранен маркер за остеогенна 

диференциация) и понижава способността на МСКПДЛ да формират 

калциеви нодули след продължително in vitro култивиране. Ефектът на 

PDGF-BB върху стволовоклетъчните култури е насочен към превенция на 

ранна минерализация и остеогенеза. РФ понижава риска от развитие на 

патологични процеси, свързани с абнормно натрупване на костна тъкан в 

периодонциума като хиперциментоза и анкилоза. 

С проведените от нас експерименти и резултатите се изяснява и 

конкретизира значението на PDGF-BB за МСК и за биологичните процеси 

в ПДЛ. Ефектът на PDGF-BB е насочен най-вече към ранната фаза на 

тъканната регенерация. Тогава концентрацията на РФ е най-висока, респ. и 

неговата активност. На този етап е най-важно да бъде стимулирана 

клетъчната пролиферация и да има наличие на достатъчно 

недиференцирани МСК в ПДЛ. PDGF-BB води до формирането на 

стабилен ЕЦМ и понижава риска от преждевременна фиброза и 

минерализация в тъканите.  

Информацията, която получаваме от резултатите има основно 

практическо значение за правилното приложение на рекомбинантната 

форма на PDGF-BB в клиничната практика. Установеният модел на 

влияние на rhPDGF-BB върху МСКПДЛ може да служи като основа за 
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разработване на терапевтични методики, които да подобрят условията за 

интеграция на дентални имплантати, да подпомогнат регенерацията при 

реплантиране на експулсирани зъби, при хирургично лечение на 

пародонтални костни лезии и т.н. 
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VIII.ИЗВОДИ: 

 

1.Клетките, изолирани от ПДЛ на човешки постоянни зъби притежават 

типична морфология на МСК. Имат фибробластоподобна форма, формират 

колонии и успешно се култивират in vitro в автокринна среда. 

 

2.Изолираните МСКПДЛ експресират следните стволовоклетъчни 

маркери: CD44, CD49f, CD105, CD117, CD146, CD271, STRO-1. На базата 

на положителната експресия за изброените маркери, можем да потвърдим, 

че изследваните клетки в действителност са стволови. 

 

3.Освен стволовоклетъчни маркери, изолираните МСКПДЛ експресират 

ALP, SPARC, Col1a2, Col3a1. Тези  маркери се експресират от клетки, 

притежаващи потенциал да синтезират ЕЦМ и да инициират 

минерализационни процеси при подходящи условия. 

 

4.PDGF-BB е РФ, който проявява висока биологична активност върху 

периодонтални стволови клетки. В повечето от проведените експерименти 

ефектите от тази активност са концентрационнозависими. 

 

5.PDGF-BB влияе върху клетъчната пролиферация и клетъчния цикъл. 

Установява се, че РФ проявява най-висока митогенна активност при 

концентрация 50ng/ml. При тази концентрация броя клетки в популацията 

е най-значимо увеличен. PDGF-BB стимулира преминаването на клетките 

в активна фаза на делене (G2/M) от клетъчния цикъл. 

 

6.PDGF-BB стимулира експресията на стволовоклетъчни маркери в 

клетъчната култура от ПДЛ, следователно има способност да запазва 

стволово-клетъчния фенотип. 
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7.След култивиране на МСКПДЛ в среда с PDGF-BB се наблюдава 

супресия в експресията на основния колаген в ЕЦМ на ПДЛ – колаген тип 

I, а експресията на колаген тип III остава непроменена; продукцията на 

общия колаген от клетките също е потисната. 

 

8.PDGF-BB във високи концентрации повишава активността на LOX, 

който е отговорен за матурацията и стабилизирането на синтезираните 

вече колагенови молекули, респ. на ЕЦМ в ПДЛ. Това би ускорило 

процесите на регенерация в периодонталните структури.  

 

9.Изследването на ензимната активност на ALP и оцветяването с Alizarin 

red на МСКПДЛ след третиране с PDGF-BB доказва, че РФ потиска 

процесите на минерализация. Това означава, че PDGF-BB понижава риска 

от развитие на патологични процеси като хиперциментоза и анкилоза в 

периодонциума.   
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IX.ПРИНОСИ: 

 

1.За първи път у нас се провежда научно-експериментална дейност  в in 

vitro условия с изолирани МСКПДЛ от човешки постоянни зъби. 

 

2.За първи път е изследван ефектът на основния РФ в тромбоцитите и в ТК 

– PDGF-BB върху биологичните процеси, които протичат в МСКПДЛ. 

Установи се оптималната му концентрация in vitro относно процеси на 

пролиферация и колагенова матурация. 

 

3. Доказва се, че PDGF-BB може да поддържа клетките недиференцирани и 

да съхранява стволово-клетъчните им свойства. 

 

4.Потвърждават се данни в литературата, според които PDGF-BB е активен 

митоген за периодонталните стволови клетки. 

 

5.Доказва се, че PDGF-BB влияе върху процесите на синтез и матурация на 

колагена в култури от МСКПДЛ. 

 

6.Доказва се, че PDGF-BB влияе върху процесите на минерализация в 

култури от МСКПДЛ. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1:  Формуляр за информирано съгласие 

 

Заглавие на проекта: 

Изследване влиянието на растежния фактор Platelet – deroved growth 

factor – BB (PDGF-BB) върху производството на колаген и остеогенната 

диференциация на стволови клетки от периодонтален лигамент in vitro. 

 

Съгласно чл. 29 (2) от Конституцията на Република България „Никой не 

може да бъде подлаган на медицински, научни или други опити без 

неговото доброволно писмено съгласие“ 

 

Долуподписаният/ата……………………………………………………............ 

год.....................  

дом. адрес.............................................................................................................. 

телефон за контакт............................................................................................... 

съм информиран/а за същността на проекта и съм съгласен/а да бъде 
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