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Използвани съкращения  

MSCs - мезенхимни стволови клетки 

BMSC - мезенхимните стволови клетки от костен мозък 

OCSC - стволови клетки от устна кухина / орални стволови клетки 

DPSC - стволови клетки от зъбна пулпа 

SHED - стволови клетки от пулпа на временни зъби 

PDLSC - стволови клетки от пародонтален лигамент 

SCAP - стволови клетки от апикалната папила 

DFSC - зъбни фоликулни стволови клетки 

GMSC - гингивални мезенхимни стволови клетки 

PDL - пародонталният лигамент 

ALP - алкална фосфатаза 

GAPDH - глицералдехид-3-фосфат дехидрогеназа 

qRT-PCR - полимеразна верижна реакция в реално време 

HH - Hedgehog сигнален път  

SHH- Sonic Hedgehog сигнален път  

Edn1 - ендотелин-1 

EMT - епително-мезенхимна трансформация/ транзиция  

HERS - епителна коренова обвивка на Hertwig 

FGF-8 - фибробластен растежен фактор 

Lh-6 и Lh-7 - Lim home-box домейн гени 

Pax-9  - сдвоен хомоеротичен ген 

PSC - Плурипотентните стволови клетки 

ESCs- Ембрионалните стволови клетки 

    iPSCs - Индуцираните плурипотентни стволови клетки 

 ASCs - възрастни стволови клетки  
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TSCs - тъканни стволови клетки 

BFPSC - стволови клетки от букална мастна подложка 

VEGF - съдов ендотелен растежен фактор 

TGF-β1- трансформиращия растежен фактор-бета 

BMP2 - костен морфогенетичен протеин 2 

BMP4- костен морфогенетичен протеин 4 

OCT 4 - октамер свързващ транскрипционен фактор  

EVs - извънклетъчните везикули 

BMPs - костни морфогенетични протеини 

CM - кондиционираната среда 

NGFR - неврален растежен фактор 

CD49f - интегрин α6 

COL1A2 - Колаген тип I α 2 

COL3A1 - Колаген тип III α 1 

ECM - извънклетъчната матрица  

NSCs -неврални стволови клетки 

CK19 - Цитокератин 19 

MCAM - адхезионна молекула на меланомна клетка 

TFRC - трансферинов рецепторен протеин 1  

SCFR - рецептор на фактор на стволови клетки 

GIST - томашно-чревни стромални тумори 

AML - остра миелоидна левкемия  

DSPP- дентинов сиалофосфопротеин 

DSP - ентинов сиалопротеин 

DPP - дентинов фосфопротеин 

HMG- групата на транскрипционни фактори с висока мобилност 

KGF - кератиноцитен растежен фактор 

FGF - фибробластния растежен фактор 

ITGA1 - алфа-1 субединицата на интегрин 
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ITGA2 - алфа-2 субединицата на интегрин 

ITGA3  - алфа-3 субединицата на интегрин 

ITGA4 - алфа-4 субединицата на интегрин 

ITGA5 - алфа-5 субединицата на интегрин 

ITGA6  - алфа-6 субединицата на интегрин 

ITGA7 - алфа-7 субединицата на интегрин 

ITGA8 - алфа-8 субединицата на интегрин 

ITGAL- алфа-L субединицата на интегрин 

ITGAM- алфа-M субединицата на интегрин 

ITGAV - алфа-V субединицата на интегрин 

ITGB1 - бета-1 субединицата на интегрин 

ITGB2 - бета-2 субединицата на интегрин 

ITGB3 - бета-3 субединицата на интегрин 

MMP - Матрични металопротеинази 

TIMPs - тъканни инхибитори на металопроеинази 

OI - остеогенеза имперфектна 

LAMA1  - Ламинин-1 

LAMA2 - Ламинин-2  

LAMA3- Ламинин-3 

H-JEB - Herlitz junctional epidermolysis bullosa 

JEB - булозна епидермолиза 

НА - хиалуронова киселина 

NCAM1 - адхезионна молекула на невралните клетки 1 

VCAM1 - васкуларна клетъчна адхезионна молекула 1 

SELE - E-селектин 

SELL - L-селектин 

SELP - P-селектин 

CTNND1 - δ-катенин 1 

CTNNA1 - алфа-катенин 
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CTNNB1 - β-катенин 

CTNND2 - δ-катенин 2 

THBS1- Thrombospondin 1 / Тромбоспондин-1 

THBS2- Thrombospondin 2 / Тромбоспондин-2 

THBS3- Thrombospondin 3 / Тромбоспондин-3 

HAS1 - хиалуронан синтаза 1 

PECAM1 - тромбоцитна ендотелна клетъчна адхезионна молекула-1 

SGCE - епсилон-саркогликан 

MDS - синдром на миоклонус-дистония 

SPG7 - параплегин 

HSP7 - наследствена спастична параплегия тип 7 

HSP - Наследствените спастични параплегии 

ANOS1 - Anosmin-1 

GnRH - гонадотропин-освобождаващия хормон 

CTGF - растежен фактор на съединителната тъкан 

CLEC3B - тетранектин 

tPA - тъканен плазминогенен активатор 

FGF-2- фибробластен растежен фактор 2  

CNTN1 - Contactin-1 

FN1- фибронектин 1 

SPARC - секретиран протеин кисел и богат на цистеин 

LRP1 - рецептора на липопротеин с ниска плътност 

ECM1 - Екстрацелуларен матричен протеин 1 

SPP1 - секретиран фосфопротеин 1  

OPN - остеопонтин 

VCAN - Versican 

VTN - Витронектин 

uPAR- урокиназа плазминогенен активатор 

FBS - фетален телешки серум 
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DMEM - Клетъчната среда съдържа хранителна среда Dulbecco’s 

RT-PCR  - обратна транскрипция-полимеразна верижна реакция 

RT - обратна транскрипция  

ДНК – дезоксирибонуклеинова киселина  

РНК – рибонуклеинова киселина  

AMV - тичи миелобластозен вирус 

MMLV- вирус на миша левкемия на Moloney 
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1. Въведение 

Първите описани мезенхимни стволови клетки (MSCs) са изолирани 

от костно-мозъчен аспират от възрастен организъм (1).  Те проявяват 

висока способност за пролиферация и имат потенциал за многолинейна 

диференциация. Мезенхимните стволови клетки от костен мозък (BMSC) 

са изследвани в различни човешки и животински моделни системи и са 

използвани в различни поручвания с клинично приложение, завършили с 

променлив успех (2,3).Трудното набавяне на BMSC, поради необходимост 

от инвазивна процедура, води до търсенето на алтернативни източници за 

стволови клетки. Така се стига до идентифицирането на стволови клетки 

от устна кухина (OCSC) (4).  

Понастоящем са добре известни няколко различни вида OCSC; 

стволови клетки от зъбна пулпа (DPSC), стволови клетки от пулпа на 

временни зъби (SHED), стволови клетки от пародонтален лигамент 

(PDLSC), стволови клетки от апикалната папила (SCAP), зъбни фоликулни 

стволови клетки (DFSC) и гингивални мезенхимни стволови клетки 

(GMSC). По време на ембрионалното развитие зъбите се формират чрез 

жизненоважно взаимодействие между оралните ектодермални епителни 

клетки - които допринасят за емайла, апикалната папила и зъбните 

фоликуларни структури  и MSCs, отговорни за дентина, пулпата, цимента 

и периодонталните връзки (5). Повечето от зъбните MSC , които се 

изолират, имат ектомезенхимен произход, което им дава способността за 

пролиферация и специализация. Чрез своята органна функция, те имат 

ключова роля в развитието и запазването на зъбите и околните тъкани (6). 

DPSC са клетки, които са специализирани в регенерирането на 

тъканноподобни комплекси, които могат да минерализират матрица с 

тубули, облицовани с одонтобласти и фиброзна тъкан, съдържаща 
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кръвоносни съдове в устройство, подобно на пулпо-дентинния комплекс. 

Пародонталният лигамент (PDL) е специализирана съединителна тъкан, 

позната още като зъбозадържащ апарат, която свързва цимента и 

алвеоларната кост, за да поддържа зъбите и да запазва тъканната 

хомеостаза (7). Развитието на зъбите започва с образуването на корени от 

епителните клетки от цервикалната бримка, които пролиферират апикално 

и влияят върху диференциацията на одонтобластите, образуващи 

апикалната папила. Тази апикално разширяваща се двуслойна епителна 

стена образува епителната коренова обвивка на Herwig, която е отговорна 

за образуването на зъбния корен и PDL (8). 

  Първите идентифицирани зъбни мезенхимни стволови клетки са 

DPSCs, изолирани от Gronthos et al (9) през 2000 г., последвани от SHED, 

както е описано от Miura et al (10) през 2003 г. Впоследствие са описани 

PDLSC, SCAP и DFSCs.(11,12,13). Способността на различните видове 

стволови клетки от зъбен произход да проявяват многолинейна 

диференциация е изследвана задълбочено и е сравнена с тази на 

мезенхимните стволови клетки от костен мозък. В тези проучвания се 

установява, че тези от зъбен призход имат по-висока пролиферативна 

активност спрямо стволовите клетки от костен мозък (14). Въпреки 

регенеративните възможности на мезенхимни стволови клетки, те се 

намират в малки количества в тъканите. Например, BMSCs представляват 

само 0,001% до 0,01% от клетъчните компоненти в костния мозък (15). 

Независимо от това, тези клетки могат да бъдат култивирани in vitro, за да 

се идентифицират техните специфични свойства и да се оцени 

потенциалното им приложение в регенеративната медицина. Затова е от 

голямо значение разбирането на механизмите за контролиране на техните 

свойства и възможности. Има много изследвания, концентрирани върху 

отделни групи клетки, и сравняването помежду им. Например Vasandan et 
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al (16) са направили сравнителен анализ на DPSC и PDLSC по отношение 

на техния диференциационен потенциал, докато Kunimatsi et al (17) 

изследват костната диференциация и нивата на генна експресия на алкална 

фосфатаза (ALP), BMP2, Runx2 и глицералдехид-3-фосфат дехидрогеназа 

(GAPDH) в SHED , DPSC и BMSC. Lei et al (18) изследват приликите и 

разликите между SCAP и зъбните фоликули и протеомиката и 

молекулярните механизми и на двете моделни системи. Smeda et al (19) 

характеризират DPSC и SCAP, с MSC маркери CD73, CD90 и CD105. Те 

също така са извършили количествена полимеразна верижна реакция в 

реално време (qRT-PCR), но тя е фокусирана само върху остеогенната 

регулация.  

От друга стана, GMSCs са добре известни със своите регенеративни 

способности, които са добре проучени в пародонтологията и  в оралната и 

лицево-челюстна хирургия. Cao et al (20) сравняват GMSC само с BMSC и 

DPSC. Обикновено изследователите се фокусират върху сравняването на 

ограничен набор от 2 или 3 типа клетки и когато обхватът от типове клетки 

се разшири, броят на анализираните маркери и гени намалява. Тестването 

се извършва не само върху човешки клетки in vitro, но и върху различни 

животински видове, като мишки и кучета, in vitro и in vivo (21,22). 

Значението на нашето изследване се крие в неговата цялостна 

методология, която включва култивиране и детайлно изследване на всички 

видове клетки едновременно в рамките на една и съща контролирана среда 

и времева рамка. Този прецизен подход има за цел да елиминира 

потенциални вариации, които могат да възникнат от различни условия, 

като по този начин гарантира устойчивостта и надеждността на нашите 

открития. Въпреки съществуването на предишни изследвания по темата, 

нашето проучване въвежда нов аспект чрез провеждане на идентични 

експерименти in vitro с голям панел от маркери едновременно (23,24). Това 
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изследване се стреми да се идентифицират, характеризират и сравнят 

свойствата на различните орални стволови клетки (OCSC). Използването 

на този иновативен подход има значение за разбирането на разликите в 

генната експресия на извънклетъчните, стволовите и диференциационните 

маркери. 

 

2. Литературен обзор 

Изследването на стволовите клетки изисква цялостно разбиране на 

техния произход и механизми за програмиране, от разгадаването на техния 

ембрионален и/или постембрионален произход, до дешифрирането на 

сложните генетични и епигенетични програми, управляващи тяхната 

съдба. Навлизането в света на стволовите клетки разкрива плетеница от 

регулаторни мрежи, организиращи тяхната забележителна 

плурипотентност и регенеративен потенциал. Нещо повече, използването 

на стволовите клетки като мощни инструменти в регенеративната 

медицина предвещава нова ера на терапевтични иновации, предлагайки 

несравнима гъвкавост и потенциал в клетъчно-базирани терапии и 

откриване на лекарства. Този интердисциплинарен подход, интегриращ 

основни научни открития с транслационни приложения, има 

трансформиращи последици за човешкото здраве, проправяйки пътя към 

бъдеще, където регенеративният потенциал на стволовите клетки е 

напълно реализиран, предлагайки надежда на милиони, засегнати от 

инвалидизиращи болести и наранявания. 

2.1. Ембрионално развитие  

След началните етапи на ембрионалното развитие през първата и 

втората седмица, започва гаструлацията, която води до формиране на трите 

зародишни слоя и органогенеза, започва от третата седмица (25). 
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Първичният зародишен диск се състои от два слоя: ектодерма и 

ендодерма. На 14-ия ден се появява възелът, който чрез сигнални пътища 

(Nodal, SHH (HedgeHog сигнален път), FGF, Wnt (сигнален път), BMP, 

Notch) определя ляво-дясната асиметрия на ембриона (26-30). Ектодермата 

се удебелява и формира прехордалната плоча, която предшества 

развитието на орофациалната област. През третата седмица ектодермата 

образува третия зародишен слой - мезодермата, от която възниква 

интраембрионалната мезодерма. Нотохордата, формирана от мезодермата, 

индуцира развитието на невралната пластина и невралната тръба. Трите 

зародишни слоя формират основата за развитието на тъкани и органи (31). 

Ектомезенхимната тъкан произлиза от клетките на невралния гребен, 

където взаимодействат  епидермални фактори и техните антагонисти. 

Клетките на невралния гребен са плурипотентни и се индуцират чрез 

активиране на Wnt и инхибиране на BMP (32). Те мигрират между 

мезодермата, ектодермата и ендодермата и след достигане на целта си се 

диференцират под влиянието на генетични фактори и фактори на средата. 

Сигналът на ендотелин-1 (Edn1) определя максило-мандибуларната 

идентичност на черепния неврален гребен (33). Тези клетки са основен 

източник на съединителна тъкан, мускули, артерии и ганглии в лицево-

челюстната област (34). 

До четвъртата гестационна седмица главата на плода съдържа 

мезенхим, произхождащ от параксиалната мезодерма и черепния неврален 

гребен чрез епително-мезенхимна трансформация (EMT) (35). След 

гаструлацията през третата седмица, мезенхимните клетки мигрират и 

формират ембрионалната мезодерма, която се организира в параксиална 

мезодерма и по-късно се диференцира в сомити и склеротом. Тези 

структури, заедно с клетки от невралния гребен, допринасят за 

формирането на черепните и лицевите кости. Неврокраниумът се развива 
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от параксиалната мезодерма и невралния гребен, докато висцерокраниумът 

произлиза изцяло от мезенхима на нервния гребен (36). 

2.2. Зъбна ембриология  

Когато ембрионът е на 3½ седмици, примитивната устна кухина или 

стоматодеумът е свързан отгоре с предния мозък и отдолу от сърдечната 

изпъкналост. Примитивната устна кухина е облицована от стратифициран 

сквамозен слой епител, наречен устна ектодерма и е отделен от 

ендодермата на предстомашието с мембрана, наречена букофарингеална 

мембрана. Тази мембрана се разкъсва, когато ембрионът е на около 4 

седмици, така се установява връзка между стоматодеума и 

предстомашието. Устната ектодерма е изградена от два до три слоя епител 

и покрива ембрионалната съединителна тъкан, която е наречена 

ектомезенхим, поради миграцията на клетките на невралния гребен в него. 

Ектомезенхимните клетки взаимодействат с надлежащите ектодермални 

клетки, за да инициират развитието на зъбите (37).  

Когато ембрионът е на около 5–6 седмици, определени региони на 

базалните клетки на оралната ектодерма пролиферират по-бързо от 

съседните клетки, за да образуват непрекъсната лента от удебелен епител, 

нахлуващ в подлежащ ектомезенхим. Това се нарича първична епителна 

лента. Тя има форма на подкова (дъга) и съответства на позицията на 

бъдещите дентални дъги на горната и долната челюст. Формацията на 

първичната епителна лента започва в предната част в областта на резците и 

се разпространява по формата на дъгата латерално. Този процес поражда 

две подразделения от клетки: първи зъбен лист и вестибуларна ламина 

малко по-късно, пред зъбната ламина. Зъбната ламина допринася за 

формиране на ектодермалната част на развиващите се зъби. В някои 

области на зъбната пластинка, където бъдещите 10 максиларни и 10 

мандибуларни временни зъби ще се формират, клетките започват да 
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пролиферират за да образуват малки кръгли структури, т.нар зъбни 

плакоди, които изпъкват в основата на ектомезенхима. Тези кръгли 

епителни издутини образуват емайловите органи на временните зъби (38).  

Тези емайлови органи не се развиват едновременно. Първият се 

появява в антериорната област във всяка арка а останалите се появяват по-

късно. Когато емайловия орган се образува, ектомезенхимните клетки 

пролиферират и това води до кондензация на ектомезенхима. Частта от 

кондензирания ектомезенхим непосредствено под емайловия орган е 

зъбната папила, а частта която загражда емайловия орган и зъбната папила 

е зъбният фоликул или зъбната торбичка. Емайловият орган, зъбната 

папила и зъбният фоликул представляват зъбния зародиш, от които се 

получават всички части на зъба и неговата опора структурите. Емайловият 

орган е предшественик на емайла, от зъбната папила произлиза дентина 

(коронален и радикуларен) и пулпата, а от зъбния фоликул произлиза 

цимента, пародонталния лигамент и алвеоларната кост Фигура 1 (39).  
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Фигура. 1 Клетъчна сигнализация и етапите на ембрионално зъбно развитие (39) 

 
 

2.2.1. Развитие на емайлов орган на постоянни зъби и съдба 

на денталната ламина  

Зъбната ламина, от която произлиза емайловия орган на временните 

зъби, претърпява дистално и лингвално разширение, за да започне 

формирането на емайловите органи  на постоянните зъби . Те могат да 

бъдат класифицирани като такива, които имат предшестващи временни 

зъби и такива, които нямат предходни временни зъби (40). Постоянните 

централни и странични резци, кучешки зъби и първи и втори премолари 

имат аналог при временните зъби и с пиковете на растеж заемат техните 

места. Докато първият, вторият и третият молари са зъби без 

предшественици . Този феномен при моларите се дължи на лингвално 
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разширение на зъбналата пластина, която дава началото на емайла орган на 

зъби. Първото лингвално удължаване става на 5-ия месец в утробата за 

постоянния централен резец и последното на 10-тия месец след раждането 

за втория премолар. Емайловият орган на моларите се развива от дистално 

разширение на зъбната пластинка, което създава своето залавно място в 

четвъртия месец в утробата за първи постоянен молар. На първата година 

след раждането се залавя втория молар и на петата година след раждането 

се залавя третия молар. Дейността на зъбната пластинка функционира до 5 

годишна възраст, след което започва да дегенерира, заради мезенхимната 

инвазия. Тя губи връзката си с емайловия орган, докато зъбите 

продължават тяхното развитие (41). Зъбната ламина може да е активна в 

района на третия молар дори след като започне да дегенерира в другите 

области (42).  

2.2.2. Стадии на развитие  

Развитието на зъба може да бъде разделено с няколко стадия, 

базирани на формата на емайловия орган: 

● Пъпковиден стадий  

● Шапковиден стадий  

● Камбанковиден стадий  

● Напреднал камбанковиден стадий  

2.2.2.1. Пъпковиден стадий 

Зъбната пъпка представлява кълбо от ектодермални клетки, 

разположени сред мезенхима. В този стадий зъбната пъпъка е еднаква по 

форма и големина за всички зъби. 

2.2.2.1.1 Емайлов орган  
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Емайловия орган, който прилича на пъпка, се състои от ниски 

колонни клетки в периферията и многоъгълни клетки в центъра. 

В резултат на повишена пролиферация на ектомезенхимни клетки и 

миграция на клетки на нервния гребен, клетъчната плътност на 

ектомезенхима в непосредствена близост до емайловия орган се увеличава. 

Това се нарича кондензация на ектомезенхим (43). 

2.2.2.1.2 Дентална / зъбна папила  

Кондензираният ектомезенхим непосредствено под емайловия орган е 

зъбната папила. 

2.2.2.1.3 Дентален фоликул  

Кондензираният ектомезенхим, обграждащ емайловия орган и 

зъбната папила оформят зъбния фоликул / торбичка (44). 

2.2.2.2 Шапковиден стадий  

2.2.2.2.1 Емайлов орган  

Емайловият орган се дели неравномерно в различните части. Това 

води до етап, в който емайловият орган изглежда като шапка. 

Клетките на емайловия орган в изпъкналата част на шапкопобната 

структура са с кубовидна форма и образуват външния емайлов епител, а 

клетките във вдлъбнатината на шапковидната структура са с колонна 

форма и образуват вътрешния емайлов епител. Външният емайлов епител е 

отделен от зъбната торбичка, а вътрешният емайлов епител е отделен от 

зъбната папила чрез базална мембрана. Външният емайлов епител е 

отделен от зъбната торбичка, а вътрешният емайлов епител е отделен от 

зъбната папила чрез базална мембрана. Клетките в центъра на емайловия 

орган, между външния емайлов епител и вътрешния емайлов епител, 
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синтезират гликозаминогликани, които се секретират в извънклетъчното 

пространство между епителните клетки. Тъй като са хидрофилни, тези 

гликозаминогликани изтеглят вода в емайловия орган от околния 

ектомезенхим чрез осмотична сила. В резултат на това полигоналните 

клетки в центъра се раздалечават. Тези клетки стават звездообразни, тъй 

като продължават да поддържат контакт една с друга заради своите 

цитоплазмени взаимодействия. Звездовидните клетки образуват 

разклонена клетъчна мрежа, наречена звездовиден ретикулум. Мукоидната 

течност, която се събира между клетките на звездовидния ретикулум, е 

богата на албумин и му придава консистенция, която има протективна 

функция и поддържа клетките за образуващия се емайл (45). 

2.2.2.2.2 Преходни структури 

Клетките в центъра на вдлъбнатината на „шапката“ на емайловия 

орган са плътно опаковани и образуват разширение, стърчащо към 

подлежащата зъбна папила. Тази структура се нарича първичен емайлов 

възел. Той действа като център, където се протича клетъчното делене, 

което води до морфогенезата на зъба.  

Вертикално разширение на емайловия възел, минаващо през центъра 

на емайловия орган, се нарича емайлова връв. Когато това разширение се 

срещне с външния емайлов епител, се нарича емайлова преграда. Малката 

депресия, която се образува на кръстопътя между емайловата преграда и 

външния емайлов епител, се нарича емайлов пъп. Това са преходни 

структури, които изчезват преди да започне образуването на емайла (46). 

Емайловите възли играят жизненоважна роля за успешното 

формиране на зъбите. Проучванията за нокаут на гени разкриват, че 

развитието на зъбите е спряно, ако има проблем при образуването на 

първичния емайлов възел. Вторичните възли на емайла се образуват по 
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време на камбанковидния стадии на мястото на бъдещите туберкули и 

играят централна роля в насочването на морфогенезата при 

мултикуспидални зъби. Разликите в местоположението на вторичните 

възли съответстват на разликите в позиционирането на ръба. Промените в 

генната експресия или сигналните протеини могат да доведат до аномална 

морфология на зъбите. Дори леки промени, засягащи времето и 

позиционирането на вторичния емайлов възел, могат да доведат до видими 

и количествено измерими вариации в крайната морфология на короната 

(47). 

2.2.2.2.3 Дентална / зъбна папила  

Заедно с развитието на емайловия орган, клетките на зъбната папила 

започват своята пролиферация. В нея започва ангиогенеза. Това се вижда 

от наличието на митотични фигури и активното пъпкуване на капилярите 

(48). 

2.2.2.2.4 Дентален / зъбен сак 

Зъбната торбичка изглежда по-уплътнена и фиброзна  

2.2.2.3 Камбанковиден стадий  

2.2.2.3.1 Емайлов орган  

Тъй като емайловият орган се инвагинира допълнително с растеж по 

ръбовете, той приема формата на камбана. В този стадий короната на зъба 

придобива окончателната си форма (морфодиференциация) и клетките, 

които образуват твърдите тъкани на короната (амелобластите, които 

образуват емайла и одонтобластите, които формират дентина), се 

диференциират (49).  

На този етап могат да бъдат идентифицирани четири различни типа 

епителни клетки на емайловия орган (50): 
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1. Вътрешен емайлов епител 

2. Междинен слой 

3. Стелатен/звездовиден ретикулум 

4. Външен емайлов епител 

Връзката между вътрешния и външния емайлов епител е известна 

като зона на рефлексия или цервикална бримка. 

1. Вътрешен емайлов епител: Изграден е от единичен слой  цилиндрични 

клетки, свързани помежду си с десмозоми. В процеса на амелогенеза, те се 

диференцират в амелобласти  

2. Междинен слой: Образува се от сквамозни клетки, разположени между 

вътрешния емайлов епител и стелатния ретикулум. В тях се наблюдават 

умерен брой митохондрии, снопове от нишки, добре развит апарат на 

Голджи, множество рибозоми, тонофиламенти, киселинни 

мукополизахариди и гликогенови отлагания. Клетките на междинния слой 

участват в синтеза на протеини и транспортирането на хранителни 

вещества до амелобластите и имат висока активност на ензимната алкална 

фосфатаза. Този слой играе важна роля в регулирането на образуването на 

емайла. 

3. Стелатен ретикулум: Тези звездообразни клетки са свързани една с 

друга и с клетките на външния емайлов епител и stratum intermedium от 

десмозоми. Те служат за защита на епителните клетки на вътрешния 

емайл. След като се постави слой дентин, вътрешните емайлови епителни 

клетки са лишени от хранителния си запас от зъбната папила. Стелатният 

ретикулум се свива преди образуването на емайла, приближавайки 

капилярите в зъбния фоликул по-близо до епителните клетки на 

вътрешния емайл, за да осигурят хранене. Колапсът на стелатния 

ретикулум не е едновременен и не настъпва напълно, а започва от най-
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дълбоката точка на инвагинация на емайловия орган и прогресира 

цервикално. Колабиралият стелатен ретикулум не може да се разграничи 

от междинния слой. 

4. Външен емайлов епител - има кубовидни клетки. Те са свързани със 

съседните клетки чрез връзка комплекси. Външният емайлов епителен 

слой е гладък в началните етапи. Тъй като стелатният ретикулум се свива 

преди образуването на емайла, този слой се поставя в гънки, 

приближавайки капилярите, присъстващи в зъбния фоликул, по-близо до 

амелобластите (50). 

2.2.2.3.2 Зъбна папила 

Фините фибрили от базалната ламина, която отделя зъбната папила 

от емайловия орган, се простират в ацелуларна зона. Ацелуларната зона 

присъства между базалната ламина и зъбната папила и е лишена от клетки. 

Извънклетъчното пространство е заето от няколко фини, разпръснати 

колагенови фибрили. Клетките на зъбната папила са недиференцирани 

мезенхимни клетки, съдържащи обичайните органели. Периферно 

разположените недиференцирани ектомезенхимни клетки на зъбната 

папила увеличават размера си преди да започне образуването на емайла. 

Първоначално те са кубовидни, а по-късно стават колонни и се 

диференцират в одонтобласти. Това увеличаване на размера на най-

външните клетки на зъбната папила елиминира ацелуларната зона между 

зъбната папила и вътрешния емайлов епител. Експериментално е 

установено, че диференцирането на недиференцираните ектомезенхимни 

клетки на зъбната папила се осъществява под влияние на клетките на 

вътрешния емайлов епител. При отсъствието на епителните клетки на 

вътрешния емайл не настъпва диференциация на одонтобластите и не се 

образува дентин. Базалната мембрана, която разделя органа на емайла и 
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зъбната папила непосредствено преди образуването на дентина, се нарича 

membrana preformativa (51). 

2.2.2.3.3 Зъбен фоликул 

Тъй като все повече колагенови фибрили заемат извънклетъчните 

пространства между фибробластите на зъбния фоликул, те могат ясно да се 

разграничат от по-кръвоснабдени зъбни папили. Тези колагенови 

фибрилите се ориентират кръгово около емайловия орган и зъбните 

папили. Именно тези влакна на зъбния фоликул по-късно се диференцират 

в периодонтални влакна, които се вграждат в цимента и алвеоларната кост 

(52). 

2.2.2.3.4 Определяне на формата на короната  

Другите събития, които се случват по време на камбанковидния 

стадии, са разрушаването на зъбната ламина и определянето на модела на 

короната на зъба (морфодиференциация) (53). По време на този стадии, 

зъбната ламина, която присъединява емайловия орган към оралната 

ектодерма, се инвазира от околните клетки на зъбния фоликул (54). Той 

претърпява фрагментация, което води до отделяне на емайловия орган от 

оралната ектодерма. Клъстери от епителни клетки, които обикновено 

дегенерират, се образуват след фрагментирането на зъбната ламина (55). 

Клетките, които продължават да се делят образуват епителни острови. 

Понякога върху развиващия се зъб от тези остатъци от клетки се образуват 

кисти, които забавят зъбния пробив. Вече беше отбелязано, че преходът на 

емайловият орган от шапковиден  до камбанковиден стадии се дължи на 

инвагинацията на вътрешния слой на емайловия орган и растежа на 

емайловия орган в неговите краища (56). Допълнителна инвагинация или 

нагъване на вътрешния слой на емайловия орган (вътрешен емайлов 

епител) определя формата на короната на зъба. По-рано се е смятало, че 
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нагъването на емайловия орган се получава в резултат на натиска, 

упражняван от пролифериращите клетки на зъбната папила върху 

вътрешния емайлов епител (57). Сега проучванията показват, че на това 

налягане се противопоставя течността, присъстваща в стелатния 

ретикулум. Нагъването, което придава форма на короната, възниква в 

резултат на различните скорости на митотично делене на клетките от 

вътрешния емайлов епител, както и на разликата във времето, в което тези 

клетки претърпяват диференциация (58). Клетките започват да се 

диференцират, след като спрат да се делят. Тези вътрешни епителни 

клетки на емайла, които се намират в областта на бъдещия туберкул или 

режещ ръб, спират да се делят по-рано и започват да се диференцират 

първи, за да поемат своята функция за производство на емайл. Тази точка, 

в която първа започва  диференциацията на епителните клетки на 

вътрешния емайл, е известна като център на растеж (59). Докато тези 

клетки на върха на туберкула претърпяват диференциация и спират да се 

делят, другите клетки на емайловия орган продължават да се делят, 

упражнявайки натиск върху клетките в областта на върха на туберкула или 

режещия ръб. Това води до изтласкване на клетките в областта на върха на 

емайла нагоре в емайловия орган към външния емайлов епител (60). 

Клетките в друга бъдеща зона на туберкул започват да се диференцират и 

образуват върха на туберкула чрез подобен процес. Постепенно останалата 

част от клетките на вътрешния емайлов епител от страната на растежния 

център престават да се делят и претърпяват диференциация . Този процес 

определя формата на зоната между двата върха на зъбците, които са 

степента на наклоните на зъбците и височината на коронковата част. 

Клетъчната диференциация протича цервикално и клетките в цервикалната 

бримка са последните, които се диференцират. По този начин се определя 

формата на короната (61). 
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2.2.2.4 Напреднал камбанковиден стадии 

Напредналият камбанковиден стадий се характеризира с началото на 

минерализация и образуване на корени. 

2.2.2.4.1 Минерализация 

Периферните ектомезенхимни клетки на зъбната папила се 

диференцират в одонтобласти под влияние на епителните клетки на 

вътрешния емайл. Линията, разделяща новодиференцираните 

одонтобласти и епителните клетки на вътрешния емайл, очертава емайло-

дентиновата граница (62). Тъй като одонтобластите започват да се 

диференцират, те изработват органичната матрица на дентина по 

протежение на емайло-дентиновата граница, първоначално в областта на 

бъдещия ръб. Този матрикс продължава пулпално и апикално и 

минерализира по-късно. След като се образува първият слой дентин, 

късите колоновидни епителни клетки на вътрешния емайл се удължават, за 

да станат с по изразена колоновидна форма, която променя тяхната 

полярност (подравняване на ядрата в съседство с междинния слой и 

комплекса на Голджи, обърнат към зъбната папила) и стават 

функционални амелобласти (63). Тези амелобласти произвеждат органична 

матрица от емайл срещу новообразувания дентин. Почти веднага тази 

органична матрица се минерализира, за да се превърне в началния слой на 

емайла. Тъй като образуването на емайла продължава от дентино-

емайловото съединение към външната повърхност, амелобластите се 

отдалечават от дентина коронално и цервикално(64). 

2.2.2.4.2 Реципрочна индукция 

Важна стъпка в развитието на зъба е крайната диференциация на 

амелобластите и одонтобластите и образуването на две основни твърди 

тъкани на зъба: емайл и дентин. Това е процесът на хистодиференциация. 
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Експериментите показват, че диференциацията на одонтобластите от 

периферните ектомезенхимни клетки на зъбната папила става под 

въздействието на епителните клетки на вътрешния емайл и на свой ред 

тези вътрешни емайлови епителни клетки се диференцират във 

функционални амелобласти, единичен слой от дентинова матрица, 

положен от одонтобластите, е от съществено значение. Диференциацията 

на амелобластите и одонтобластите е взаимозависима и това е пример за 

реципрочна индукция (65). 

2.2.2.5 Епителна коренова обвивка на Hertwig и образуване на 

корен 

Образуването на емайла и дентина протича, очертавайки дентино-

емайловото съединение. Когато тази линия достигне бъдещото циментово-

емайлово съединение, започва развитието на корена. От цервикалната част 

на емайловия орган възниква епителна коренова обвивка на Hertwig 

(HERS), която играе важна роля при определянето на формата, дължината, 

размера и броя на корените (66). В допълнение, той инициира 

образуването на радикуларен дентин. Епителната коренова обвивка на 

Hertwig, възникваща от цервикалната част на емайловия орган, е двоен 

слой от клетки, съставен само от вътрешен и външен емайлов епител. Тази 

обвивка се простира около зъбната папила и я отделя от околния зъбен 

фоликул навсякъде, с изключение на базалната част (67). Клетките на 

вътрешния емайлов епителен слой на HERS влияят върху образуването на 

слой одонтобласти от най-външната част на радикуларната зъбна папила. 

Този слой от одонтобласти поставя първия слой радикуларен дентин. Това 

се случва подобно на начина, по който коронарният дентин се образува 

под въздействието на вътрешния емайлов епител на емайловия орган (68). 

В частта на короната клетките на вътрешния емайлов епител стават 

функционални амелобласти, като стават по-високи и образуват емайл след 
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образуването на един слой дентин. За разлика от тях, в кореновата част, 

клетките на вътрешния емайлов епител на HERS остават къси и не 

произвеждат емайл. След образуването на първия слой радикуларен 

дентин, HERS губи своята непрекъснатост и в същото време клетките на 

зъбния фоликул/торбичка пролиферират и нахлуват в двойния слой на 

HERS, разделяйки го на епителни нишки (69). По този начин епителната 

обвивка на корена се отдалечава, което позволява на клетките на 

съединителната тъкан на зъбния фоликул да влязат в контакт с 

повърхността на новообразувания радикуларен дентин. Това води до 

диференциацията клетките на зъбния фоликул в цементобласти, които 

отлагат цимент върху повърхността на радикуларния дентин. По същия 

начин фибробластите и остеобластите се диференцират от клетките на 

зъбния фоликул, образувайки съответно периодонталния лигамент и 

алвеоларната кост (70). Повечето от клетките на HERS се отстраняват след 

нахлуването на клетките на зъбния фоликул, но на някои места се откриват 

остатъци от тях. Тези остатъци се наричат клетъчни остатъци от Malassez и 

те могат да бъдат намерени като нишки или бучки от епителни клетки в 

периодонталния лигамент на изникнали зъби. Развитието на HERS при 

зъби с един корен и при тези с два или три корена е различно (71). 

2.2.2.5.1 Образуване на еднокоренов зъб 

Външният и вътрешен емайлов епителен слой на HERS се огъват в 

бъдещата циментово-емайлова връзка върху хоризонтална равнина, преди 

да започне образуването на корена. Това образува епителната диафрагма, 

чиято равнина остава относително фиксирана по време на по-нататъшното 

развитие и растеж на корена (72). Диафрагмата стеснява широкия шиен 

отвор на зъбен зародиш и обхваща първичния апикален отвор. Когато 

клетките на епителната диафрагма пролиферират, човек може да очаква да 

види свободния край на диафрагмата да расте в съединителната тъкан, 
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причинявайки допълнително стесняване на цервикалния отвор на зъбния 

зародиш. Но пролиферацията на клетките на епителната диафрагма е 

придружена от пролиферацията на клетките на съединителната тъкан на 

зъбната папила, съседна на диафрагмата. В резултат на това се получава 

удължаване на обвивката на корена (коронарна до епителна диафрагма) и 

не се получава стесняване на цервикалния отвор (73). Въпреки че има 

удължаване на HERS с началото на образуването на корен, кореновата 

обвивка всъщност не расте в челюстта. Това е короната на зъба, която се 

отдалечава от костната основа на криптата. С увеличаването на дължината 

на обвивката на корена се образува повече корен с образуването на 

цимент, периодонтален лигамент и алвеоларна кост, както беше описано 

по-рано. HERS не се разглежда като непрекъснат слой върху повърхността 

на корена поради бързата последователност на неговата пролиферация и 

унищожаване (74). По време на последните етапи от развитието на корена, 

пролиферацията на клетките на епителната диафрагма (HERS) изостава от 

тази на клетките на зъбната папила. Това стеснява цервикалния отвор, 

който допълнително се стеснява от отлагането на дентин и цимент. По този 

начин апикалната трета на корена става конична (75). 

2.2.2.5.2 Образуване на многокоренов зъб 

При многокоренови зъби се развиват езиковидни разширения върху 

хоризонталната диафрагма поради диференциалния растеж на 

диафрагмата. Зъбните зародиши на долните молари имат две такива 

разширения, а тези на горните молари имат три такива разширения, чиито 

свободни краища растат един към друг и се сливат. Единичният 

цервикален отвор (първичен апикален отвор) на зъбния зародиш е разделен 

на два или три отвора (вторични апикален отвор). Образуването на дентин 

започва от пулпозната страна на тези епителни мостове. Оформянето на 
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корена следва същия начин, както е описано за еднокоренови зъби по 

периферията на всеки отвор (76). 

2.2.2.5.3 Аберация в HERS 

Клетките на HERS могат да се диференцират в напълно 

функционални амелобласти и да образуват емайл, ако останат прилепнали 

към радикуларния дентин, без да бъдат отстранени от нахлуващите клетки 

на зъбния фоликул. Това може да се появи като глобула от емайл, наречена 

перла на емайла, и понякога се вижда в областта на фуркацията на 

корените на първите постоянни молари (77). Това кълбо от емайл може да 

доведе до пародонтални проблеми. Възниква дефект в дентиновата стена 

на пулпата, ако непрекъснатостта на HERS е нарушена преди образуването 

на радикуларен дентин и това води до образуването на допълнителни 

коренови канали. Подобен тип дефекти могат да възникнат и когато има 

аберации в разцепването на първичния апикален отвор, което води до 

развитие на допълнителни корени (78). Допълнителните коренови канали и 

допълнителните корени могат да доведат до неуспех на ендодонтската 

терапия, ако бъдат оставени незабелязани. Изкривяването на HERS поради 

травма или натиск може да доведе до ъглови корени, които създават 

трудности по време на екстракция. Това рязко извиване в корена на зъба се 

нарича дилацерация. Съединението на зъбния корен само с цимента се 

нарича конкресценция. Това се дължи на прекомерно отлагане на цимент. 

Такова събитие създава трудности по време на извличане (79). 

2.2.2.6 Развитие на зъб: хистофизиологичен процес 

Досега развитието на зъба е разглеждано въз основа на формата на 

емайловия орган в  отделните етапи на развитие. Въз основа на 

протичащия хистофизиологичен процес, развитието на зъба може да се  

проследи  по следните процеси: 
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1. Инициация 

2. Пролиферация 

3. Хистодиференциация 

4. Морфодиференциация 

5. Апозиция 

Въпреки че всеки от гореспоменатите процеси преобладава в единия 

етап повече от другия, те значително се припокриват. 

Инициация 

Началото на развитието на зъбите зависи от епително-

ектомезенхимното взаимодействие. Зъбната ламина, която се образува в 

резултат на това взаимодействие, има способността да образува емайлови 

органи на временни и постоянни зъби. Липсата на такова взаимодействие 

води до липса на зъб, състояние, наречено анодонтия (80). Това може да 

включва един зъб или множество зъби (олигодонтия) или цялото съзъбие 

(пълна анодонтия). Зъбите, които обикновено липсват, са горните 

странични резци, третите молари и долните втори премолари. Обратно, 

анормалното започване може да доведе до образуването на единични или 

множество излишни зъби. Най-често срещаните допълнителни зъби са 

mesiodens (между два горни централни резеца) и paramolars (отстрани на 

кътниците) (81). По същия начин аберацията в началото може да доведе до 

развитие на зъба на необичайни места (яйчник). 

Пролиферация 

Органът на емайла, образуван в резултат на инициирането, 

претърпява пролиферация, за да придаде на короната на зъба окончателния 

си размер и форма. Всяко смущение в пролиферацията ще има ефект върху 
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развитието на зъба в зависимост от етапа, в който възниква смущението 

(82). 

Хистодиференциация 

Тъй като клетките продължават да се делят, те претърпяват промени 

(структурни, биохимични и т.н.) и се подготвят да изпълняват функцията 

си, например отлагане на органична матрица (апозиция). Този процес е 

известен като хистодиференциация . В него клетките могат да се откажат 

от някои от свойствата, които са притежавали по-рано, като например 

способността им да се делят. Хистодиференциацията се наблюдава в етапа 

на камбаната точно преди образуването и поставянето на емайла и 

дентина. В етап камбана, вътрешният емайловият епител влияе върху 

съседните клетки на зъбната папила да се диференцират в одонтобласти, 

които образуват матрицата на дентина. Това представлява 

хистодиференциацията на одонтобластите. След това вътрешните 

емайлови епителни клетки се диференцират в амелобласти, които 

образуват емайловата матрица. Това представлява хистодиференциацията 

на амелобластите (83). Образуването на емайла и дентина е 

взаимнозависим процес. Когато има дефицит на витамин А, амелобластите 

не успяват да се диференцират правилно и оттам се нарушава техния 

контрол върху съседните клетки на зъбната папила. В резултат на това 

одонтобластите не успяват да се диференцират правилно и дентинът, 

образуван от тези одонтобласти, ще бъде нетипичен и е известен като 

остеодентин (84). 

Морфодиференциация 

Морфологичната форма и формата на зъба се определят от 

морфодиференциация или диференциален растеж. Дентино-емайловото 

съединение и дентино-цементното съединение са характерни за различните 
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зъби и определят формата съответно на коронката и корена. Дентино-

емайловото съединение и дентиноцементното съединение се установяват 

преди образуването на твърдата тъкан (85). В съответствие с формата си 

формиращите клетки отлагат емайл, дентин и цимент, придавайки на зъба 

характерната форма и размер (86). Нарушенията, възникващи по време на 

морфодиференциацията, могат да повлияят на морфологията на короната 

или корена в зависимост от етапа, на който възниква нарушението. 

Образуването на излишен корен и дилацерация (анормално изкривяване на 

корена, причинено от травма) са някои примери за смущения, включващи 

морфологията на корена (87). 

Апозиция 

Апозицията е отлагането на матрицата от твърди зъбни тъкани, 

характеризиращо се с редуване на периоди на активност и почивка (88). 

Именно този правилен и ритмичен апозиционен растеж придава 

окончателната форма на зъба. Прилагането включва образуване на 

органичната матрица и нейното последващо калцифициране или 

минерализация (89). Хипоплазия е терминът, използван за обозначаване на 

смущения, включващи образуването на матрикса, докато 

хипокалцификацията или хипоминерализацията показват смущения, 

включващи калцификацията или минерализацията на матрикса. Различни 

генетични фактори и фактори на околната среда могат да причинят 

смущения в образуването на матрицата на емайла, водещи до хипоплазия 

на емайла (90). 

2.2.2.7 Молекулярни аспекти на развитието на зъбите 

Инициация 

Спрямо литературни данни, одонтогенезата се инициира от фактори, 

намиращи се в първия арков епител, влияещи върху ектомезенхима, но с 



35 
 

времето този потенциал се поема от ектомезенхима (91-93). Тези 

експериментални находки са подкрепени от модела на експресия на 

растежни и транскрипционни фактори в тези тъкани. Растежен фактор, 

FGF-8 (фибробластен растежен фактор), се експресира на правилното 

място и време в първия бранхиален епител на дъгата и това индуцира 

експресията на транскрипционни фактори като Lh-6 и Lh-7 (Lim home-box 

домейн гени) в невралния гребен, получен първи архектомезенхим (94-96). 

Позициониране на зъбните зародиши 

Много фактори контролират разположението на зъбните зародиши 

по устната повърхност. Експерименталните данни показват, че сигналът за 

локализиране на зъбните зародиши изглежда произхожда от оралния 

епител. FGF-8, експресиран в оралния епител, играе роля в инициирането 

на развитието на зъбите и определянето на позицията, в която ще се 

формират зъбните зародиши. Това се прави чрез индуциране на 

експресията на гена Pax-9 (сдвоен хомоеротичен ген) в мезенхима (97). 

Експресията на гена Pax-9 в мезенхима съвпада с точното място, където ще 

се появят зъбните зародиши. Заедно с FGF-8, някои протеини като BMP-2 

и BMP-4 (костен морфогенетичен протеин) също се експресират в оралния 

епител в области, които не се припокриват. BMP-2 и BMP-4 имат 

потискащ ефект върху генната експресия на Pax-9. Така че Pax-9 генът ще 

се експресира в области, където FGF-8 се експресира в оралния епител и 

няма да се експресира в области, където BMP-2 и BMP-4 се експресират в 

оралния епител (98,99). 

2.3 Стволови клетки  

Изследванията на стволови клетки са започнали още през 50-те 

години на миналия век, когато са проведени различни експерименти с 

костен мозък, за да се докаже техният регенеративен потенциал (100). 
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Екипът от учени от университета в Мадисън първи изолира човешки 

ембрионални стволови клетки в лаборатория. Тези изолирани стволови 

клетки, които запазват способността си да се трансформират в различни 

видове клетки, включително костни, хрущялни, нервни и мускулни клетки 

(101). 

Стволовите клетки притежават уникални характеристики, 

включително способността да се самообновяват чрез клетъчно делене и 

потенциала да се диференцират в специализирани видове клетки при 

специфични физиологични условия. Тези отличителни характеристики 

отличават стволовите клетки от другите видове клетки (102). Стволовите 

клетки се категоризират в три основни типа въз основа на тяхната 

ефективност: ембрионални стволови клетки, индуцирани плурипотентни 

стволови клетки и възрастни стволови клетки (103). 

Сред тях ембрионалните стволови клетки, получени от 

ембрионалните зародишни слоеве, проявяват висока плурипотентност и 

потенциал за диференциация както in vitro, така и in vivo. Тази гъвкавост 

ги позиционира като основен източник за регенерация на тъкани и обещава 

в регенеративната медицина, като предлага потенциални лечения за 

състояния като болестта на Паркинсон, сърдечни заболявания и диабет 

(104, 105). 

Стволовите клетки обикновено са недиференцирани клетки в 

човешкото тяло. Те могат да се делят, диференцират и специализират при 

определени условия във всеки тип клетки, съответстващи на всеки орган в 

човешкото тяло. Те съществуват както в ембрионалния, така и във 

възрастния организъм. Пътят към специализацията е многоетапен (106). 

Фигура 2 създадена от BioRender.com. 
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● Тотипотентните стволови клетки могат да се делят и диференцират в 

различни клетки в целия организъм. Те имат най-висок потенциал за 

диференциация, което им позволява да създават както ембрионални, 

така и екстраембрионални структури. Пример за тотипотентни клетки е 

зиготата. Тези клетки могат впоследствие да образуват трите зародишни 

слоя или плацентата. След 4 дни ембрионално развитие вътрешната 

клетъчна маса на бластоциста става източник на плурипотентни 

стволови клетки (107). 
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● Плурипотентните стволови клетки (PSC) участват във формирането на 

всички зародишни слоеве, но не допринасят за формирането на 

екстраембрионални структури. Ембрионалните стволови клетки (ESCs) 

произхождат от вътрешната клетъчна маса на предимплантационния 

ембрион, докато индуцираните плурипотентни стволови клетки (iPSCs) 

произхождат от епибластния слой на имплантирания ембрион. Много 

изследвания се фокусират върху разбирането на механизмите на iPSCs, 

насочени към изкуствено препрограмиране/програмиране от соматични 

клетки (108). 

● Мултипотентните стволови клетки имат много по-ограничен потенциал 

за диференциация в сравнение с PSC, но имат способността да се 

специализират тясно в линията на стволовите клетки, към която 

принадлежат. Примерите включват хематопоетични стволови клетки, 

които могат да се специализират в различни видове кръвни клетки. 

Някои видове мултипотентни стволови клетки обаче имат способността 

да се превръщат в несвързани типове клетки (109). 

● Олигопотентните стволови клетки могат да се диференцират в няколко 

вида стволови клетки. Например миелоидните стволови клетки могат да 

се диференцират в бели кръвни клетки, но не и в червени кръвни клетки 

(110). 

● Унипотентните стволови клетки се характеризират с клетъчна 

специализация само в един тип клетки, като дермални клетки (111). 

За да се справят с това предизвикателство, изследователите са 

започнали да изолират стволови клетки от устната кухина. Тези стволови 

клетки попадат в категории като мезенхимни стволови клетки (MSCs), 

възрастни стволови клетки (ASCs) и тъканни стволови клетки (TSCs). Сред 

тях, MSC са особено ценени заради тяхната забележителна пластичност, 

запазвайки потенциала да се диференцират в множество клетъчни линии, 
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когато се култивират в колонии (112). Първите мезенхимни стволови 

клетки, изолирани от устната кухина, са стволови клетки от зъбна пулпа 

(DPSC). Оттогава стволовите клетки са извлечени от различни области на 

устната кухина с помощта на различни методи и са диференцирани в 

различни типове клетки (113). 

2.4 Стволови клетки от зъбен произход  

Устната кухина е богат резервоар от разнообразни тъканни 

източници, от които могат да бъдат изолирани стволови клетки, 

включително периодонтален лигамент, апикална папила, алвеоларна кост, 

тъкан от зъбна пулпа, максиларен синус, гранулационна тъкан на 

периодонтален лигамент и гингива. След изолирането на стволови клетки 

следват процеси на диференциация, ръководени от различни маркери и 

методологии, водещи до генериране на остеобласти, одонтобласти, 

цементобласти, хондробласти, хондроцити, адипоцити, невробласти, 

ангиобласти и фибробласти (114). Стволовите клетки, основополагащи за 

усилията на тъканното инженерство, са недиференцирани клетки, 

преобладаващи в почти всички тъкани, способни както на самообновяване, 

така и на диференциация в безброй видове клетки. В рамките на зрелия 

пародонт множество видове клетки, като цементобласти, остеобласти, 

фибробласти, ендотелни клетки, нервни клетки и епителни клетки, 

демонстрират подобни на стволови свойства (115). Първоначално 

идентифицирана в костния мозък, където се намират хематопоетични 

стволови клетки и мезенхимни стволови клетки, устната кухина се 

очертава като значителен източник на мезенхимни стволови клетки, 

разпределени в добре охарактеризирани тъкани (116). Изолирани са 

различни типове зъбни стволови клетки, включително стволови клетки от 

зъбна пулпа (DPSC), стволови клетки от ексфолирани млечни зъби 

(SHED), стволови клетки от пародонтален лигамент (PDLSC), стволови 
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клетки от апикална папила (SCAP), стволови клетки от зъбен фоликул 

( DFSC), гингивални фибробластни стволови клетки (GFSC) и стволови 

клетки от букална мастна подложка (BFPSC). Зъбните мезенхимни 

стволови клетки допринасят значително за поддържането и 

възстановяването на свързаните тъкани, предлагайки различни предимства 

пред получените от костен мозък двойници поради произхода им от 

нервния гребен по време на ембрионалното развитие и техния афинитет 

към одонтогенна диференциация. Фигура 3 (115).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Фигура 3. Стволови клетки от орален произход 

PSC - Плурипотентните стволови клетки 

Mезенхимните стволови клетки от костен мозък 

DPSC - Стволови клетки от зъбна пулпа 

SHED - Стволови клетки от пулпа на временни зъби 

PDLSC - Стволови клетки от пародонтален лигамент 

SCAP - Стволови клетки от апикалната папила 

DFSC - Зъбни фоликулни стволови клетки 

GMSC - Гингивални мезенхимни стволови клетки 

 

MSC, открити в устната кухина, играят решаваща роля в 

поддържането и възстановяването на свързаните тъкани. Докато зъбните 

MSCs споделят някои характеристики с BMSCs, както доказват от Pittenger 
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et al., те проявяват разлики в неврогенния потенциал поради техния 

произход от нервния гребен по време на ембрионалното развитие (117). 

Зъбната мезенхимна тъкан, известна още като "ектомезенхим", 

взаимодейства с нервния гребен. Освен това, зъбните MSCs показват по-

голяма ангажираност към одонтогенното, а не към остеогенното развитие. 

Това предпочитание се приписва на „паметта“, запазена от MSCs, 

получени от специфични тъкани, което води до тъканно-специфични 

свойства, повлияни от тяхната нишова среда (118). Според 

Международното общество за клетъчна терапия, зъбните MSC показват 

пластична адхезия и са положителни за CD90, CD105, CD73 и CD44, 

докато са отрицателни за хематопоетични маркери CD34, CD38, CD45 и 

CD54. Те имат способността да се диференцират в остеобласти, 

хондробласти и адипоцити (119). 

2.4.1 Стволови клетки от зъбна пулпа  

Зъбната пулпа се очертава като втората най-използвана тъкан за 

изолиране, главно поради изобилието от стволови клетки (DPSC). 

Първоначално изолирани от Gronthos и колеги 2000 г (9), DPSC показват 

забележителна гъвкавост, диференцирайки се в адипоцити и неврални 

клетки при благоприятни условия на растеж. Те са източник на различни 

видове клетки, които са от решаващо значение за регенерацията на 

тъканите, включително одонтобласти, остеобласти, невробласти, 

ангиобласти, адипоцити и хондроцити. 

Въпреки това през 2005 г. някои изследователи, като Shi et al проявяват 

съмнение по отношение на ефикасността на тези стволовите клетки при 

регенерацията на зъбната тъкан (120).  

DPSCs проявяват типичните свойства на мезенхимните стволови 

клетки (MSC), включително многолинейна диференциация, бърза 

пролиферация и имуномодулаторни функции. Техният неврогенен 



42 
 

потенциал произтича от техния произход от невралния гребен, докато се 

намират в периваскуларна ниша в постнаталната зъбна пулпа(121) . По-

специално, те допринасят за ангиогенезата in vivo, улеснена от тяхната 

диференциация в ендотелни клетки и участието им в производството на 

съдов ендотелен растежен фактор (VEGF) (122). 

Клиничните приложения на DPSC са обещаващи, с проучвания, 

демонстриращи регенерирането на васкуларизирани комплекси, подобни 

на дентин-пулпа, в пространствата на кореновите канали и успешна 

реконструкция на тъканите на пулпата в травматизирани зъби. Трябва да 

се отбележи, че DPSCs са използвани в рандомизирани клинични 

проучвания, което води до триизмерна регенерация на тъканите на зъбната 

пулпа, включително одонтобластни слоеве, съединителни тъкани, 

кръвоносни съдове и невронни маркери (123). 

Освен това, DPSC показват уникален капацитет да се диференцират в 

одонтобласти за възстановяване на дентина, както се вижда от in vivo 

проучвания за трансплантация (124). Сравнителни анализи с получени от 

костен мозък MSCs (BMSCs) показват превъзходна активност на алкална 

фосфатаза и потенциал за минерализация в DPSCs, което показва тяхната 

пригодност за остеогенни приложения (125). Въпреки че техният 

капацитет за образуване на цимент повдига въпроси за периодонталната 

регенерация, изследванията на синтетичното скеле показват обещание за 

лечение на костни дефекти, като DPSC насърчават ранното образуване на 

нова кост в предклинични животински модели (126). 

2.4.2 Стволови клетки от временни зъби  

SHED, подобно на DPSC, произхождат от зъбната пулпа. Въпреки 

това, SHED показват по-високи нива на експресия на гени, свързани със 

стволово клетъчния им характер (OCT4, SOX2, NANOG и REX-1) в 
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сравнение с DPSC поради различия в развитието между млечните и 

постоянните зъби (127). Тази по-висока пластичност се запазва дори чрез 

множество пасажи in vitro. SHED демонстрират стабилна възможност за 

пролиферация и притежават способността да се диференцират в различни 

клетъчни линии, включително невронни клетки, остеобласти, хондроцити 

и адипоцити. Докато SHED може да се диференцира в одонтобласти, 

тяхната репаративна ефикасност може да бъде по-ниска от тази на 

получените от DPSC одонтобласти (128). Те могат да образуват подобна на 

дентин или пулпа тъкан, но не и комплекса дентин-пулпа, освен ако не се 

комбинират с колаген I и не се инжектират в човешки коренови канали. 

SHED може да произхожда от периваскуларни клетки с перицитоподобни 

характеристики и да проявява потенциал за ендотелна диференциация, 

насърчавайки васкуларизацията. Проучванията in vivo показват, че 

трансплантираният SHED може да образува функционални съдови 

структури (129). Освен това, SHED, поддържани при остеогенни условия, 

показват значително повишени проангиогененни възможности, 

секретиращи проангиогенни фактори за първични ендотелни клетки. 

Изследвайки техния остеоиндуктивен потенциал, SHED успешно поправят 

дефекти на калварията с критичен размер, като се наблюдава ефективно 

образуване на кост (130). Култивирането на SHED в хитозанови скелети, 

съдържащи двувалентни метални фосфати, допълнително засилва тяхната 

остеобластна диференциация в сравнение с култури без двувалентни 

метални фосфати (131). 

2.4.3 Стволови клетки от периодонтален лигамент  

PDLSCs, получени от зрели пародонтални връзки, проявяват 

свойства на стволови клетки, подобни на MSCs, а не на клетките на 

нервния гребен. Разположени в периваскуларната стена на 

периодонталните връзки, PDLSC споделят морфологични, 
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диференциационни и клетъчно-фенотипни прилики с перицитите и 

демонстрират способност да образуват капилярни структури in vitro. Те 

пораждат различни видове клетки, включително остеобласти, 

одонтобласти, хондробласти, адипоцити, хондроцити и циментобласти. 

Човешкият PDL съдържа група стволови клетки, PDLSCs, 

експресиращи повърхностни маркери на MSCs, със способност за 

самообновяване и мултипотентен капацитет (132). Тези клетки играят 

решаваща роля в регенерирането и поддържането на хомеостазата на 

пародонталната тъкан, прикрепването на зъбите и костите и дъвкателната 

функция. PDLSC са обстойно изследване и се считат за най-подходящия 

източник за пародонтална регенерация поради тяхната достъпност и 

способност да секретират минерализирани структури (133). 

Въпреки че остеоиндуктивният потенциал на PDSCs е по-малко 

изявен в сравнение с DPSCs и SHED, те допринасят за регенерацията на 

PDL тъкан чрез диференциране в циментобласти и образуване на 

колагенови влакна, вградени в подобна на цимент тъкан (134). Наличието 

на TGF-β1 сигнализиране определя дали PDLCs се диференцират в 

лигаментни прогенитори или циментобласти, като инхибирането на TGF-

β1 благоприятства фибробластната диференциация (135). 

Трансплантацията на PDLSC в модел на плъх с пародонтална лезия доведе 

до генерирането на типични PDL-подобни структури, включително 

колагенови снопчета, подобни на влакна на Sharpey, свързани с подобни на 

цимент структури (136). 

2.4.4 Стволови клетки от апикална папила  

Клетки, произхождащи от апикалната папила, включително 

остеобласти, одонтобласти, остеоцити и адипоцити, се идентифицират чрез 

специфични маркери като STRO-1 (137). Освен това, маркери като OCT-4, 



45 
 

Nanog, Sox2 и Rex1 се експресират както от остеобласти, така и от 

одонтобласти, като допълнително характеризират тяхната линия (138). 

Апикалната папила, разположена на върха на развиващите се 

постоянни зъби, служи като прекурсорна тъкан за радикуларната пулпа, 

съдържаща стволови клетки със забележителен пролиферативен 

потенциал. Стволовите клетки, получени от апикалната папила (SCAP), са 

лесно достъпни от меките тъкани около незрелите постоянни зъби, особено 

третия молар. SCAP са привличат значителен интерес поради техния 

капацитет за ремоделиране на дентина и тяхната роля в развитието и 

регенерацията на корените (139). 

В сравнение със стволовите клетки на зъбната пулпа (DPSCs), SCAPs 

показват повишена способност да ремоделират дентина и могат ефективно 

да се диференцират в дентин върху повърхностите на скелета (140). 

Експерименталната трансплантация на SCAPs заедно със стволовите 

клетки на пародонтален лигамент (PDLSCs) показва обещаващи резултати 

при обновяването както на тъканите на корена, така и на периодонталния 

лигамент (141). 

Зъбната папила отдавна е призната като основен източник на 

одонтобласти по време на развитието на зъбите. Тъй като тези 

специализирани клетки полагат основата на първичния дентин, някога 

отделната зъбна папила се обвива в нововъзникващата дентинова 

структура, като постепенно се трансформира в пулпна тъкан. Въпреки 

това, напоследък фокусът се измести към апикалната папила, което 

предполага нейната решаваща роля във формирането на кореновия дентин 

(142). 

Съгласно тази нововъзникваща перспектива, сигнализирането от 

епителната обвивка на корена на Hertwig (HERS) насочва съседните 

недиференцирани мезенхимни клетки да се диференцират в одонтобласти, 
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организирайки образуването на коренов дентин. Независимо от това, 

точното местоположение на тези недиференцирани клетки остава 

несигурно, предизвиквайки дебат дали те се намират в пулпата или в 

апикалната папила (143). 

2.4.5 Мезенхимни клетки от гингива  

Mitrano at al. първи изолират и характеризират гингивални 

мезенхимни стволови клетки (GMSC), потвърждавайки тяхното 

придържане към минималните критерии за мезенхимни стволови клетки 

(MSC) (144). Тези клетки проявяват решаващата способност за 

многолинейна диференциация, експресират типични MSC маркери и се 

придържат към повърхностите по време на растеж. За разлика от други 

дентални MSC, GMSC предлагат изключителна достъпност, тъй като могат 

да бъдат събрани без необходимост от изваждане на зъб. Те могат лесно да 

бъдат получени от здрави или възпалени гингивални тъкани и могат да 

бъдат получени от изхвърлени зъбни проби (145). 

Подобно на други дентални MSCs, GMSCs показват 

имуномодулиращи способности, по-специално индуциране на 

противовъзпалителна поляризация на макрофагите и инхибиране на 

активността на остеокластите, като по този начин смекчават резорбцията 

на пародонталната кост в миши модели (146). 

Въпреки че in vitro проучванията показват остеогенен потенциал на 

GMSCs, това не е напълно възпроизведено in vivo (147). Въпреки това, 

последните изследвания показват, че извънклетъчните везикули (EVs), 

получени от GMSCs, експресират високи нива на остеогенни маркери като 

RUNX2 и костни морфогенетични протеини (BMPs), насърчавайки 

образуването на извънклетъчен матрикс и минерализирани възли в новата 

кост (148). 
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Проучванията за трансплантация при плъхове показват обещаващи 

резултати, като GMSCs регенерират нормална тъкан при поставяне в 

гингивални лезии. Освен това, кондиционираната среда (CM) от GMSCs 

показва сравнима ефикасност с тази от стволовите клетки на пародонтален 

лигамент (PDLSCs) при индуциране на регенерация на периодонтален 

лигамент при модели на плъхове (149). 

2.5 Имунофлуоресцентни повърхностни маркери  

 Имунофлуоресцентните повърхностни маркери за класически метод 

за идентифициране и характеризиране на клетки. В случея се 

характеризираха стволови клетки от орален произход чрез специфични 

стволови и тъканно специфични маркери.  

CD271, известен също като рецептор на неврален растежен фактор 

(NGFR) или р75 невротрофен рецептор, обхваща разнообразен набор от 

физиологични процеси, включително развитие на неврони, модулация на 

имунния отговор и прогресия на рака. Последните изследвания 

подчертават значението на CD271 в поддържането и диференциацията на 

стволови клетки, което показва потенциални приложения в 

регенеративната медицина. Неговата роля в имунната хомеостаза, особено 

чрез експресията му върху регулаторните Т клетки, е привлякла внимание 

в проучвания за имуномодулация (150). Свръхекспресията на CD271 при 

различни видове рак, като рак на гърдата и меланом, подчертава връзката 

му с агресивно поведение на тумора и лоша прогноза, което подтиква 

изследване на насочени към CD271 терапевтични стратегии (151) . Като 

член на суперсемейството рецептори на тумор некротизиращ фактор, 

CD271 участва в различни клетъчни процеси, включително апоптоза, 

клетъчна диференциация и имунна регулация. Неговата експресия е 

особено видна в нервната система, където модулира отзивчивостта на 

невроните към невротрофини NGFR. Освен неговите невротрофични 
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функции, CD271 е замесен в различни патологични състояния, 

включително невродегенеративни заболявания и рак. Спрямо литературни 

данни CD271 участва в регулацията на здравето и болестта, улеснявайки 

разработването на целеви терапии с потенциал за подобряване на 

резултатите за пациентите. Бъдещите изследователски насоки могат да се 

съсредоточат върху изясняването на точните механизми на действие на 

CD271 в различни типове клетки в контекста на заболяванията, както и 

върху изследване на неговата полезност като диагностичен маркер и 

терапевтична цел в клинични условия (152). 

CD49f, известен също като интегрин α6, е протеин на клетъчната 

повърхност, който играе решаваща роля в биологията на MSC. MSC са 

мултипотентни клетки, способни да се диференцират в различни типове 

клетки, включително остеобласти, адипоцити и хондроцити. CD49f е един 

от ключовите маркери, използвани за идентифициране и изолиране на 

MSC от различни тъканни източници, поради високата си експресия на 

повърхността на тези клетки (153). Освен ролята си на маркер, CD49f 

участва в регулирането на поведението на MSC, включително адхезия към 

компоненти на извънклетъчния матрикс и миграция към местата на 

тъканно увреждане. Освен това, сигнализирането на CD49f е замесено в 

поддържането на стволовостта на MSC и модулирането на техния 

потенциал за диференциация (154). 

STRO-1 е антитяло, използвано за изолиране и идентифициране на 

MSC от различни тъканни източници. Той специфично разпознава антиген, 

експресиран на повърхността на MSC (155). Този антиген, въпреки че 

точната му идентичност остава неуловима, е широко използван като 

маркер за MSCs поради неговата последователна експресия в различни 

видове тъкани. STRO-1-позитивните MSC притежават мултипотентни 

способности за диференциация, което им позволява да се диференцират в 
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различни типове клетки като остеобласти, адипоцити и хондроцити (156). 

Освен това STRO-1 е допринесъл за напредъка в изследванията на 

базирани на MSC терапии за регенерация и възстановяване на тъкани в 

различни медицински приложения (157). 

Колаген тип I α 2 (COL1A2) е решаващ компонент на 

извънклетъчния матрикс (ECM), осигуряващ структурна подкрепа и цялост 

на различни тъкани в тялото. Това е основният подтип на колаген, открит в 

съединителните тъкани като кости, кожа, сухожилия и връзки (158). Като 

основна съставна част на ECM, COL1A2 играе основна роля в 

поддържането на здравината на тъканите, еластичността и цялостната 

архитектура (159). Мутациите в гена COL1A2 могат да доведат до 

различни заболявания на съединителната тъкан, включително 

имперфектна остеогенеза, състояние, характеризиращо се с чупливи кости 

и други скелетни аномалии. Освен това, дисрегулацията на експресията на 

COL1A2 е замесена във фиброзни заболявания като белодробна фиброза и 

цироза на черния дроб (160). 

Колаген тип III α 1 (COL3A1) е протеин, кодиран от гена COL3A1, 

и е основен компонент на извънклетъчната матрица (ECM) в различни 

тъкани, особено в кожата, кръвоносните съдове и вътрешните органи. Той 

образува фибриларна мрежа заедно с колаген тип I, осигурявайки 

структурна подкрепа и еластичност на тъканите. COL3A1 е от решаващо 

значение за поддържане целостта и здравината на тъканите, особено в 

структури, подложени на механичен стрес, като кръвоносни съдове и кожа 

(161). Мутациите в гена COL3A1 могат да доведат до васкуларен синдром 

на Ehlers-Danlos, рядко генетично заболяване, характеризиращо се с 

крехки кръвоносни съдове и тънка кожа, която лесно се наранява (162). В 

допълнение, дисрегулацията на експресията на COL3A1 е замесена в 

състояния като фиброза и някои видове рак (163). 
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Виментин е протеин от междинен филамент от тип III, който е 

широко експресиран в мезенхимни клетки, включително фибробласти, 

ендотелни клетки и клетки на имунната система. Той играе ключова роля в 

поддържането на клетъчната структура и целостта, като осигурява 

механична опора на клетката (164). Виментин участва в различни клетъчни 

процеси, включително клетъчна миграция, адхезия и сигнализиране (165). 

Освен това, виментин е замесен в прехода от епител към мезенхим (ЕМТ), 

процес, при който епителните клетки придобиват мезенхимни 

характеристики, често свързани с ракови метастази и ремоделиране на 

тъкани по време на заздравяване на рани. Неговата експресия може да 

служи като маркер за мезенхимни клетки и се използва в 

имунохистохимията за идентифициране на тумори с мезенхимен произход 

(166). 

Nestin е междинен филаментен протеин, който се експресира 

предимно в неврални стволови клетки (NSCs) по време на ембрионалното 

развитие и в различни региони на мозъка на възрастни, където се случва 

неврогенезата. Той служи като маркер за невралните прогениторни клетки 

и участва в поддържането на техния пролиферативен капацитет и 

способност за самообновяване (167). Експресията на Nestin се регулира 

надолу, тъй като невралните прогениторни клетки се диференцират в 

неврони, астроцити или олигодендроцити. Въпреки това, при определени 

патологични състояния като мозъчно увреждане или невродегенеративни 

заболявания, експресията на нестин може да се активира отново в зрели 

астроцити или реактивни глиални клетки като част от регенеративния 

отговор (168). 

CD44H, известен също като CD44 стандартна изоформа, е 

гликопротеин на клетъчната повърхност, кодиран от гена CD44. Той 

принадлежи към фамилията CD44 молекули за клетъчна адхезия и участва 
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в различни клетъчни процеси, включително взаимодействия клетка-клетка, 

клетъчна адхезия, миграция и сигнализиране (169). CD44H се експресира в 

широк диапазон от типове клетки, включително хематопоетични клетки, 

ендотелни клетки и епителни клетки. Той играе важна роля в регулирането 

на имунния отговор, насочването на лимфоцитите и активирането на 

лимфоцитите. CD44H също е замесен в прогресията на рака, метастазите и 

резистентността към химиотерапия, което го прави потенциална цел за 

терапия на рак (170). В допълнение, CD44H се свързва с възпаление, 

заздравяване на рани и процеси на регенерация на тъкани (171). 

Цитокератин 19 (CK19) е член на семейството цитокератин от 

протеини, които са междинни нишки, намиращи се в цитоплазмата на 

епителните клетки. CK19 е особено разпространен в тъкани, получени от 

ендодерма, като черен дроб, панкреас и стомашно-чревен тракт, както и в 

някои видове жлезисти епители и стратифицирани епители. Той служи 

като маркер за епителни клетки и обикновено се използва в 

имунохистохимията за идентифициране на различни видове епителни 

тумори, включително карциноми. Освен това експресията на CK19 е 

изследвана в стволови клетки, ракови стволови клетки и като 

прогностичен маркер за определени злокачествени заболявания (172-174). 

CD146, известен също като адхезионна молекула на меланомна 

клетка (MCAM) или свързан с меланома антиген А32, е трансмембранен 

гликопротеин, принадлежащ към суперсемейството на имуноглобулините 

(175). Той се експресира предимно върху ендотелни клетки, особено тези, 

свързани с кръвоносните съдове, както и върху подгрупи от перицити, 

гладкомускулни клетки и някои имунни клетки. CD146 играе значителна 

роля в различни физиологични и патологични процеси, включително 

ангиогенеза, съдово развитие, модулация на имунния отговор и прогресия 

на тумора. Неговото участие в ангиогенезата предполага роля в съдовото 
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ремоделиране и миграцията на ендотелните клетки (176). CD146 също е 

замесен в насърчаването на миграцията на туморни клетки, инвазията и 

метастазите при различни видове рак, включително меланом, рак на 

гърдата и рак на простатата. Освен това, експресията на CD146 е свързана 

с тежестта на заболяването и лошата прогноза при някои злокачествени 

заболявания (177). 

CD71, известен също като трансферинов рецепторен протеин 1 

(TFRC), е рецепторен протеин на клетъчната повърхност, който играе 

решаваща роля в клетъчното усвояване на желязо. Той участва в 

интернализацията на свързаното с трансферин желязо в клетките чрез 

рецептор-медиирана ендоцитоза (178). CD71 е силно експресиран на 

повърхността на бързо пролифериращи клетки, като активирани 

лимфоцити и еритроидни прогениторни клетки, където улеснява 

усвояването на желязо, необходимо за клетъчния растеж и пролиферация 

(179). Като такива, нивата на експресия на CD71 често са повишени при 

състояния, характеризиращи се с повишена клетъчна пролиферация, като 

рак и възпаление. Освен това, CD71 се очертава като потенциална 

терапевтична цел за лечение на рак поради свръхекспресията си върху 

раковите клетки и ролята му в подпомагането на техния растеж и 

оцеляване чрез повишено усвояване на желязо (180). 

CD117, известен също като c-kit или рецептор на фактор на стволови 

клетки (SCFR), е рецепторна тирозин киназа на клетъчната повърхност, 

кодирана от KIT гена (181). Той играе решаваща роля в различни клетъчни 

процеси, включително клетъчно оцеляване, пролиферация, диференциация 

и миграция (182). CD117 е широко експресиран в хемопоетичните 

стволови клетки, мастоцитите, меланоцитите и зародишните клетки, 

където регулира тяхното развитие и функция. В допълнение към своите 

физиологични роли, CD117 е замесен в няколко патологични състояния, 



53 
 

включително ракови заболявания като стомашно-чревни стромални 

тумори (GIST), остра миелоидна левкемия (AML) и някои видове тумори 

на зародишни клетки. CD117 също се използва като диагностичен маркер 

за идентифициране на клетки от хематопоетичен произход и някои видове 

рак (183). 

DSPP, или дентинов сиалофосфопротеин, е протеин, експресиран 

основно в одонтобластите, клетките, отговорни за образуването на 

дентина, и играе решаваща роля в развитието и минерализацията на 

зъбите. Той се секретира от одонтобластите в матрицата на дентина, 

където участва в регулацията на минерализацията на дентина и допринася 

за механичните свойства на зъбите (184). DSPP се подлага на 

протеолитична обработка за генериране на дентинов сиалопротеин (DSP) и 

дентинов фосфопротеин (DPP), като и двата са от съществено значение за 

правилното формиране на дентин (185). Мутациите в DSPP гена са 

свързани с различни зъбни заболявания, включително dentinogenesis 

imperfecta, състояние, характеризиращо се с анормално образуване на 

дентин и чупливост на зъбите (186). 

Oct-3/4, известен също като POU5F1, е транскрипционен фактор, 

принадлежащ към семейството на домейни POU (Pit-Oct-Unc). Той играе 

решаваща роля в поддържането на плурипотентността и самообновяването 

в ембрионалните стволови клетки (ESCs) и индуцираните плурипотентни 

стволови клетки (iPSCs) (187). Oct-3/4 е един от ключовите 

транскрипционни фактори, участващи в препрограмирането на 

соматичните клетки в плурипотентни стволови клетки. Той регулира 

експресията на гени, които са от съществено значение за 

плурипотентността, включително други транскрипционни фактори като 

Nanog и Sox2 (188). Експресията на Oct-3/4 е строго регулирана по време 

на ембрионалното развитие, с високи нива във вътрешната клетъчна маса 
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на ембриона в стадий на бластоциста (189). В допълнение към ролята си в 

ембрионалното развитие и плурипотентността на стволовите клетки, Oct-

3/4 е замесен в различни процеси, включително прогресия на рака и 

определяне на клетъчната съдба (190). 

SOX9, член на групата на транскрипционните фактори с висока 

мобилност (HMG), свързана със SRY, играе критична роля в 

ембрионалното развитие и клетъчната диференциация, особено при 

образуването на хрущяли и мъжките полови жлези. Той участва в 

регулирането на експресията на гени, които са от съществено значение за 

хондрогенезата, процесът чрез който се образува хрущялът и е от 

решаващо значение за развитието на различни скелетни елементи, 

включително гръбначния стълб и крайниците (191). Освен това, SOX9 е 

необходим за диференциацията на клетките на Сертоли в развиващите се 

тестиси, където регулира експресията на гени, участващи в сексуалното 

развитие и плодовитостта на мъжете (192). Мутациите в гена SOX9 могат 

да доведат до скелетни аномалии, като кампомелична дисплазия и 

нарушения на половото развитие, което подчертава значението му за 

човешкото развитие и здраве. Освен това SOX9 е замесен в различни 

заболявания, включително рак, където може да действа като онкоген или 

туморен супресор в зависимост от контекста (193). 

ALP означава алкална фосфатаза, ензим, открит в различни тъкани в 

тялото, включително черния дроб, костите, бъбреците и червата. Той играе 

жизненоважна роля в катализирането на хидролизата на фосфатни естери в 

алкална среда, което води до освобождаване на неорганичен фосфат (194). 

Алкалната фосфатаза е особено важна в костния метаболизъм, където 

улеснява минерализацията чрез разцепване на фосфатни групи от 

молекули като пирофосфат, като по този начин насърчава отлагането на 

калциеви и фосфатни йони в костната матрица (195). Повишените нива на 
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ALP в кръвта могат да показват състояния като чернодробно заболяване, 

костни нарушения или някои видове рак. Обратно, намалената активност 

на ALP може да бъде свързана със състояния като хипофосфатазия, рядко 

генетично заболяване, характеризиращо се с дефектна минерализация на 

костите. ALP се използва и като маркер в лабораторни тестове за оценка на 

здравето на черния дроб и костите (196). 

BMP4, или костен морфогенетичен протеин 4, е член на 

суперсемейството протеини на трансформиращия растежен фактор-бета 

(TGF-β). Той играе решаваща роля в ембрионалното развитие, особено във 

формирането на различни тъкани и органи, включително кости, сърце и 

нервна система. BMP4 участва в регулирането на клетъчната 

пролиферация, диференциация и апоптоза по време на развитие и тъканна 

хомеостаза (197). Това е ключова сигнална молекула в остеогенезата, 

където насърчава диференциацията на мезенхимни стволови клетки в 

остеобласти, клетките, отговорни за образуването на кост (198). Освен 

това, BMP4 е от съществено значение за развитието на сърцето, тъй като 

регулира кардиомиоцитната диференциация и морфогенезата на сърдечния 

изходящ тракт (199). Разбирането на функциите и регулаторните 

механизми на BMP4 е от решаващо значение за изясняване на неговите 

роли в развитието, регенерацията на тъканите и патогенезата на 

заболяването, както и за разработване на терапевтични интервенции, 

насочени към сигналните пътища на BMP4. 

FGF7, известен също като фибробластен растежен фактор 7 или 

кератиноцитен растежен фактор (KGF), е член на семейството протеини на 

фибробластния растежен фактор (FGF). Той играе критична роля в 

пролиферацията на епителните клетки, диференциацията и 

възстановяването на тъканите, особено в епителните тъкани като кожата, 

белите дробове и стомашно-чревния тракт (200). FGF7 действа чрез 
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свързване към своите рецептори, FGFR2b и FGFR3c, които се експресират 

предимно върху епителните клетки (201). При свързване FGF7 стимулира 

клетъчната пролиферация, миграция и оцеляване, насърчавайки 

регенерацията на тъканите и заздравяването на рани. В кожата FGF7 е от 

съществено значение за поддържане на целостта на епидермиса и 

насърчаване на развитието на космения фоликул (202). В белите дробове 

FGF7 играе решаваща роля в белодробната морфогенеза и възстановяване 

след нараняване, докато в стомашно-чревния тракт той регулира 

пролиферацията на епителните клетки и целостта на лигавицата. Промяна 

в регулацията на сигнализирането на FGF7 води до различни заболявания, 

включително рак, фиброза и възпалителни заболявания (203,204). 

2.6 Гени за човешки екстрацелуларни матрикс и 

адхезионни молекули  

Взаимодействията между клетките се осъществяват чрез различни 

семейства рецептори. Тези рецептори не само медиират клетъчното 

прилепване към специфични протеини на извънклетъчния матрикс и 

лиганди на съседни клетки, но също така регулират множество клетъчни 

процеси като растеж, диференциация, формиране на връзки и полярност. В 

човешкото тяло се намират многобройни семейства адхезионни молекули, 

изпълнявайки разнородни функции. В интерес на нашето пручване 

основно се концентрирахме към групата на интегрините, матрикс 

металопротеинази, колагени, ламинини.  

2.6.1 Интегрини 

Интегрините се  кодират от различни алфа и бета субединици, които 

са трансмембранни протеини, участващи в клетъчната адхезия и 

сигнализиране. Интегрините формират хетеродимери чрез комбиниране на 

алфа и бета субединици, които регулират взаимодействията между 
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клетките и извънклетъчния матрикс, като играят ключова роля в процеси 

като клетъчна миграция, пролиферация и диференциация (205). 

Различните комплекси интегрини се свързват със специфични лиганди 

като колаген, ламинин и фибронектин, и участват в редица физиологични 

и патологични процеси, включително развитие на тъкани, зарастване на 

рани, възпаление, тромбоза, ангиогенеза, метастази и автоимунни 

заболявания (206). Някои от тези интегрини са особено важни за имунната 

система, регулиране на възпалението и кръвосъсирването, докато други 

играят ключова роля в специфични тъкани като епителни и мускулни 

клетки. Дисрегулацията на тези интегрини може да доведе до различни 

заболявания, включително рак, мускулни дистрофии и имунодефицитни 

разстройства (207). 

ITGA1 кодира алфа-1 субединицата на интегрин, която играе 

ключова роля в клетъчната адхезия и сигнализиране. Алфа-1 субединицата 

се комбинира с бета-1 субединицата, образуваща интегрин алфа1бета1. 

Интегрин алфа1бета1 се свързва с колаген тип IV и е важен за клетъчната 

миграция, пролиферация и оцеляване. Този интегрин е експресиран в 

ендотелни, епителни и някои имунни клетки. Генът ITGA1 е свързан с 

физиологични процеси като зарастване на рани и патологии като ракови 

метастази (208). 

ITGA2 кодира алфа-2 субединицата на интегрин, която също участва 

в клетъчната адхезия и сигнализиране. Алфа-2 се комбинира с бета-1 

субединицата, формираща интегрин алфа2бета1. Интегрин алфа2бета1 се 

свързва с колаген тип I и е важен за клетъчната адхезия и миграция. Този 

интегрин е експресиран на тромбоцити, фибробласти и имунни клетки. 

Генът ITGA2 участва в хемостазата, зарастването на рани и е свързан с 

метастази на рак (209). 
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ITGA3 кодира алфа-3 субединицата на интегрин, която играе роля в 

клетъчната адхезия и сигнализиране. Алфа-3 се комбинира с бета-1, 

образуваща интегрин алфа3бета1. Интегрин алфа3бета1 се свързва с 

ламинин и е експресиран в епителни, ендотелни и имунни клетки. Той е 

важен за клетъчната адхезия към базални мембрани и регулира миграцията 

и диференциацията на клетките. Генът ITGA3 участва в процеси като 

развитие на тъкани и възпаление, а също така е свързан с ракови метастази 

(210). 

ITGA4 (CD49D) кодира алфа-4 субединицата на интегрин, която е 

важна за клетъчната адхезия и сигнализиране. Алфа-4 се комбинира с бета-

1 субединицата, образуваща интегрин алфа4бета1. Интегрин алфа4бета1 се 

свързва с VCAM-1 и фибронектин, като участва в миграцията на 

левкоцити. Той е експресиран в левкоцити, ендотелни и хемопоетични 

стволови клетки. Генът ITGA4 е свързан с възпаление, хематопоеза и 

автоимунни заболявания (211). 

ITGA5 кодира алфа-5 субединицата на интегрин, която участва в 

клетъчната адхезия и сигнализиране. Алфа-5 се комбинира с бета-1, 

образуваща интегрин алфа5бета1 (фибронектинов рецептор). Интегрин 

алфа5бета1 се свързва предимно с фибронектин и е експресиран в 

фибробласти, ендотелни и гладкомускулни клетки. Той е важен за 

клетъчната миграция и пролиферация, а също така участва в ангиогенезата. 

Генът ITGA5 е свързан с развитие на тъкани, зарастване на рани и ракови 

метастази (212). 

ITGA6 кодира алфа-6 субединицата на интегрин, която участва в 

клетъчната адхезия и сигнализиране. Алфа-6 се комбинира с бета-1, 

образуваща интегрин алфа6бета1. Интегрин алфа6бета1 се свързва с 

ламинин и е експресиран в епителни, ендотелни и имунни клетки. Този 

интегрин е важен за клетъчната адхезия към базални мембрани и регулира 
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клетъчната миграция и оцеляване. Генът ITGA6 участва в развитие на 

тъкани, зарастване на рани и възпаление (213). 

ITGA7 кодира алфа-7 субединицата на интегрин, участваща в 

клетъчната адхезия и сигнализиране. Алфа-7 се комбинира с бета-1, 

образуваща интегрин алфа7бета1. Интегрин алфа7бета1 се свързва с 

ламинин и е експресиран в скелетни и гладкомускулни клетки, миобласти 

и някои имунни клетки. Той е важен за клетъчната адхезия към базални 

мембрани и регулира клетъчната миграция и диференциация. Генът ITGA7 

участва в мускулно развитие и регенерация и е свързан с мускулни 

дистрофии (214). 

ITGA8 кодира алфа-8 субединицата на интегрин, която играе роля в 

клетъчната адхезия и сигнализиране. Алфа-8 се комбинира с бета-1, 

образуваща интегрин алфа8бета1. Интегрин алфа8бета1 се свързва с 

фибронектин и е експресиран в бъбреци, белите дробове и мозъка. Този 

интегрин е важен за клетъчната адхезия и регулира клетъчната миграция и 

пролиферация. Генът ITGA8 участва в развитие на тъкани, зарастване на 

рани и е свързан с заболявания като рак и фиброза (215). 

ITGAL кодира алфа-L субединицата на интегрин, известен също 

като CD11a. Интегрин алфа-L се комбинира с бета-2, за да образува LFA-1, 

важен за адхезията на левкоцити. LFA-1 е експресиран в различни имунни 

клетки и медиира адхезията към ендотелните клетки. Интегринът играе 

ключова роля в процесите на имунен надзор и екстравазация на левкоцити. 

Генът ITGAL е свързан с имунни отговори и може да участва в 

автоимунни заболявания (216). 

ITGAM кодира алфа-M субединицата на интегрин, известен също 

като CD11b или Mac-1. Интегрин алфа-M се комбинира с CD18, 

образуваща Mac-1 интегрин комплекс. Mac-1 е експресиран основно в 

неутрофили, моноцити и макрофаги. Той е важен за левкоцитната адхезия, 
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миграция и фагоцитоза. Генът ITGAM е свързан с възпалителни и 

автоимунни заболявания, като ревматоиден артрит (217). 

ITGAV кодира алфа-V субединицата на интегрин, която участва в 

клетъчната адхезия и сигнализиране. Интегрин алфа-V се комбинира с 

различни бета субединици, образуващи хетеродимерни комплекси. Тези 

комплекси медиират адхезията към фибронектин, витронектин и 

фибриноген. Интегрин алфа-V играе роля в клетъчната миграция, 

ангиогенеза и туморна метастаза. Генът ITGAV е свързан с различни 

патологични състояния, включително рак и сърдечно-съдови заболявания 

(218). 

ITGB1 кодира бета-1 субединицата на интегрин, която формира 

хетеродимерни комплекси с различни алфа субединици. Интегрин алфа-

бета1е важен за клетъчната адхезия и взаимодействие с извънклетъчния 

матрикс. Тези интегрини са експресирани на много видове клетки, 

включително епителни, фибробласти и имунни клетки. Интегринът 

участва в клетъчната миграция, пролиферация и оцеляване. Генът ITGB1 е 

свързан с много физиологични и патологични процеси, включително рак и 

възпалителни заболявания (219). 

ITGB2 кодира бета-2 субединицата на интегрин, известна също като 

CD18. Бета-2 се комбинира с различни алфа субединици, формиращи 

интегринови комплекси като LFA-1 и Mac-1. Интегрини, съдържащи бета-

2, играят ключова роля в имунния отговор и адхезията на левкоцити. Те са 

експресирани основно на имунни клетки и медиират клетъчната миграция 

и фагоцитоза. Генът ITGB2 е свързан с автоимунни заболявания и 

имунодефицитни състояния (220). 

ITGB3 кодира бета-3 субединицата на интегрин, известна също като 

CD61. Бета-3 се комбинира с алфа-1 или алфа-2, образуваща интегрините 

αIIbβ3 (GPIIb/IIIa) и αvβ3. Интегрин αIIbβ3 играе важна роля в 
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тромбоцитната агрегация и хемостазата. Интегрин αvβ3 е свързан с 

ангиогенеза, клетъчна миграция и метастази. Генът ITGB3 е свързан с 

тромбоцитни разстройства и е включен в патогенезата на някои ракови 

заболявания (221). 

2.6.2 Матрикс металопротеинази 

Матрични металопротеинази (MMP) са ензими, важни за 

разграждането и ремоделиране на извънклетъчния матрикс (ECM). Имат 

ключова роля в клетъчната миграция, инвазия и ремоделиране на тъканите 

(222). Те се експресират в различни клетки и участват в процеси като 

заздравяване на рани и ангиогенеза. Нарушената регулация на тези MMPs 

е свързана с патологични състояния като рак и фиброза (223). 

Те участват в процеси като клетъчна миграция, инвазия, ангиогенеза 

и възстановяване на тъканите, като разцепват различни компоненти на 

ECM, включително колагени, фибронектин и ламинин. Тези протеази са 

важни за нормалното тъканно ремоделиране, но тяхната дисрегулация 

може да доведе до патологични състояния като рак, фиброза и съдови 

заболявания (224). 

MMP2 и MMP3 разграждат колаген тип IV и други ECM протеини, 

подпомагайки клетъчната миграция и възстановяване на тъканите (225). Те 

играят важна роля във физиологични процеси, но тяхната абнормална 

активност може да доведе до заболявания като артрит и сърдечно-съдови 

нарушения (226). 

MMP7, MMP8 и MMP9 също участват в разграждането на ECM, 

като регулират клетъчната миграция и възпалителни отговори (227). 

MMP7, известен като матрилизин, активира други MMPs, а MMP8, който 

се експресира предимно в неутрофилите, е важен за възпалителните 

реакции (228). 
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MMP10 и MMP11 (Stromelysin-3) играят роля в ремоделирането на 

тъканите и регулират клетъчната миграция и инвазия, но също така са 

свързани с патологични състояния като рак и възпалителни заболявания 

(229). 

MMP12, известен още като макрофагова еластаза, е важен за 

разграждането на еластин и участва в възпалителни процеси, особено при 

хронични белодробни заболявания (230). 

MMP13 (колагеназа 3) разгражда предимно колаген тип II, играейки 

роля в патогенезата на остеоартрит и други ставни заболявания (231). 

TIMP1 е инхибитор на MMPs и регулира баланса между 

разграждането и синтеза на ECM, което е критично за нормалното тъканно 

ремоделиране и заздравяване на рани (232).  

TIMP2 и TIMP3 предотвратяват прекомерното разграждане на 

извънклетъчния матрикс, което е важно за тъканната хомеостаза, 

зарастването на рани и ангиогенезата. Освен инхибирането на MMPs, 

TIMP2 и TIMP3 изпълняват и независими функции, свързани с клетъчна 

пролиферация, апоптоза и възпаление(232). Дисрегулацията на тези гени е 

свързана с различни заболявания като рак, сърдечно-съдови заболявания и 

тъканна фиброза (233). 

ADAMTS1 участва в ремоделирането на извънклетъчния матрикс, 

ангиогенезата и възпалителните процеси. Той регулира структурата и 

функциите на матричните протеини и взаимодейства с клетъчните 

рецептори. Нарушената експресия на ADAMTS1 се свързва с различни 

заболявания, включително рак и сърдечно-съдови болести (234). 

ADAMTS8 участва в процесите на ремоделиране на извънклетъчния 

матрикс и ангиогенезата чрез разцепване на определени протеини. Той 

играе роля в развитието и възстановяването на тъканите, както и в 
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образуването на нови кръвоносни съдове. Променени нива в ADAMTS8 се 

свързват с болести като рак и сърдечно-съдови заболявания (235). 

ADAMTS13 играе ключова роля в предотвратяването на прекомерно 

кръвосъсирване чрез разцепване на фактора на фон Вилебранд (VWF) 

(236). Недостигът или неправилната функция на този ензим може да 

причини тромботична тромбоцитопенична пурпура (TTP), която води до 

образуване на малки кръвни съсиреци . TTP е сериозно състояние, което 

може да доведе до увреждане на органи и животозастрашаващи 

усложнения (237). 

2.6.3 Колагени  

Колагеновите гени кодират различни алфа вериги, които изграждат 

фибриларните и нефибриларните колагени, основни компоненти на 

извънклетъчния матрикс (ECM). Тези колагени играят ключова роля в 

поддържането на структурната цялост и механичната здравина на различни 

тъкани като хрущял, кожа, сухожилия и роговица (238). Мутации или 

нарушения в експресията на тези гени водят до редица генетични и 

патологични състояния, като синдром на Стиклер, синдром на Ehlers-

Danlos, миопатии, дистрофии и рак. Ролята на тези колагени се простира 

отвъд структурата, включвайки процеси като регенерация, възпаление и 

ангиогенеза, което ги прави критични за поддържането на тъканната 

хомеостаза и отговор на стресови фактори (239).  

COL11A1 кодира една от алфа вергиите на колаген тип XI, който е 

основен компонент на хрущяла, междупрешленните дискове и 

стъкловидното тяло на окото. Този колаген участва в формирането на 

хетеротримерни молекули, които придават стабилност и механична 

здравина на тъканите. Мутации в COL11A1 могат да доведат до синдром 

на Стиклер тип 2, синдром на Маршал и загуба на слуха. Тези състояния са 
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свързани с дефекти в съединителната тъкан, причиняващи скелетни 

аномалии, отпуснатост на ставите и увреждане на слуха (240). 

COL14A1 кодира една от алфа вергиите на колаген тип XIV, който 

участва в формирането на микрофибрили в извънклетъчния матрикс. Този 

колаген е основен за структурната интегритет на тъканите като кожа, 

сухожилия и мускули. Мутации или нарушена регулация на COL14A1 

могат да предизвикат миопатия и мускулна дистрофия. Промените в 

COL14A1 също могат да бъдат свързани с фиброза и рак, тъй като те 

нарушават нормалното ремоделиране на ECM и могат да предизвикат 

тъканна скованост (241). 

COL6A2 кодира една от алфа вергиите на колаген тип VI, който 

формира микрофибрили и е важен за структурата на съединителните 

тъкани, включително мускули, кожа и хрущяли. Мутации в COL6A2 водят 

до миопатии като миопатия на Bethlem и вродена мускулна дистрофия на 

Ullrich. Тези състояния се характеризират с мускулна слабост и ставни 

контрактури. Колаген VI също е замесен в възстановяването на тъканите и 

прогресията на рак (242). 

COL12A1 кодира колаген тип XII, който играе роля в свързването и 

стабилизирането на фибриларните колагени в тъкани, подложени на 

механичен стрес, като кожа и сухожилия. Мутации в COL12A1 могат да 

бъдат свързани със синдром на Ehlers-Danlos, проявяващ се с 

хипермобилност на ставите и крехкост на тъканите. Нарушенията в 

COL12A1 влияят на структурата и механичните свойства на тъканите 

(243). 

COL15A1 кодира колаген тип XV, който играе роля в поддържането 

на тъканната структура и стабилност чрез взаимодействие с фибриларни 

колагени и други ECM протеини. Промени в COL15A1 са наблюдавани 
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при мускулно-скелетни нарушения и синдром на Ehlers-Danlos, като 

нарушават тъканната хомеостаза и механичната стабилност (244). 

COL16A1 кодира колаген тип XVI, участващ в организирането на 

колагеновата мрежа в тъкани като кожа и хрущял. Той допринася за 

целостта и еластичността на ECM. Мутации в COL16A1 могат да водят до 

синдром на Ehlers-Danlos, подобно на COL12A1 и COL15A1, като 

нарушават структурата и функцията на съединителната тъкан (245). 

COL5A1 кодира една от алфа вергиите на колаген тип V, който 

регулира диаметъра и стабилността на колагеновите фибрили в тъкани, 

подложени на механичен стрес. Мутации в COL5A1 са свързани със 

синдром на Ehlers-Danlos, при който дефектите в колаген V водят до 

нарушения в тъканната структура и механичните свойства (246). 

COL6A1 кодира една от алфа вергиите на колаген тип VI, 

съставляваща микрофибрили, които осигуряват структурна опора и 

еластичност на съединителните тъкани. Мутации в COL6A1 са свързани с 

миопатии като миопатия на Bethlem и вродена мускулна дистрофия на 

Ullrich, характеризиращи се с мускулна слабост и ставни аномалии (247). 

COL7A1 кодира алфа веригата на колаген тип VII, който е основен 

за формирането на закотвящите фибрили в базалната мембрана на кожата 

и епителните тъкани. Мутации в COL7A1 водят до дистрофична булозна 

епидермолиза (DEB), състояние, характеризирано с мехури и ерозии по 

кожата, резултат от дефектно закрепване на епидермиса към дермата (248). 

COL8A1 кодира една от алфа вергиите на колаген тип VIII, който 

играе роля в поддържането на структурата на роговицата, ендотелните и 

епителните базални мембрани. Мутации в COL8A1 са свързани с 

ендотелна корнеална дистрофия на Fuchs (FECD), при която има загуба на 
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роговични ендотелни клетки и удебеляване на десцеметовата мембрана 

(249). 

COL4A2 кодира алфа вергата на колаген тип IV, който формира 

мрежести структури в базалните мембрани, осигуряващи опора и бариерна 

функция на различни тъкани и органи. Мутации в COL4A2 водят до 

синдром на Alport, характеризиращ се с бъбречна недостатъчност, загуба 

на слуха и очни аномалии, поради дефекти в структурата на базалните 

мембрани (250). 

COL1A1 кодира алфа веригата на колаген тип I, който е основен 

структурен протеин в съединителната тъкан, осигуряващ здравина на кожа, 

кости и сухожилия. Мутациите в този ген водят до нарушаване на 

нормалната структура на колаген тип I, което причинява заболяването 

остеогенеза имперфектна (OI), характеризираща се с чупливост на костите 

и деформации. Това заболяване отразява критичната роля на COL1A1 в 

образуването и минерализацията на костите (251). 

2.7.4. Ламинини 

Ламинините са големи хетеротримерни гликопротеини, които играят 

основна роля в структурата и функцията на извънклетъчния матрикс. Те са 

съставени от три различни вериги: алфа, бета и гама, които образуват 

кръстовидна структура. Ламинините са ключови за клетъчната адхезия, 

миграция и сигнализиране, като взаимодействат с рецептори на клетъчната 

повърхност и други компоненти на матрикса, като колаген и фибронектин 

(252). Те се намират основно в базалните мембрани, където осигуряват 

структурна подкрепа на тъканите и регулират техните функции. 

Промените в ламининовата структура или експресия могат да доведат до 

различни генетични заболявания и патологии, включително кожни и 

мускулни заболявания (253). 
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LAMA1 кодира алфа веригата на ламинин, ключов компонент на 

извънклетъчния матрикс, отговорен за структурната цялост на базалните 

мембрани. Ламинин-1, съставен от алфа 1, бета 1 и гама 1 вериги, играе 

основна роля в клетъчната адхезия и сигнализиране. Намира се в базалните 

мембрани, където осигурява структурна подкрепа на тъканите и влияе на 

клетъчната миграция и диференциация. Нарушенията в експресията или 

структурата на ламинин-1 са свързани с синдрома на Pierson, който се 

характеризира с бъбречни и очни аномалии. Променените нива на 

ламинин-1 също са наблюдавани при патологични състояния като рак и 

фиброза (254). 

LAMA2 кодира алфа веригата на ламинин, който е важен за 

формирането и поддържането на мускулни и нервни тъкани. Ламинин-2, 

съставен от алфа 2, бета 1 и гама 1 вериги, е особено изобилен в базалните 

мембрани на скелетните мускули и периферните нерви. Той играе ключова 

роля в клетъчната адхезия и сигнализиране в тези тъкани. Мутации в 

LAMA2 водят до вродена мускулна дистрофия с дефицит на ламинин-α2, 

характеризираща се с мускулна слабост и прогресивна дегенерация. 

Дефектите в ламинин-2 нарушават нормалното развитие и поддръжка на 

мускулите и нервната система (255). 

LAMA3 кодира алфа веригата на ламинин, която е основен 

компонент на базалните мембрани в епителните тъкани. Ламинин-3, 

известен и като ламинин-332, се намира в кожата и лигавиците, където 

играе ключова роля в поддържането на тъканната целостност и бариерната 

функция. Той участва в клетъчната адхезия и заздравяването на рани. 

Мутациите в LAMA3 са свързани с Herlitz junctional epidermolysis bullosa 

(H-JEB), рядко генетично заболяване, което води до крехкост на кожата и 

образуване на мехури. Дефектите в ламинин-3 нарушават интегритета на 

епителните тъкани и тяхната функция (256). 
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LAMB1 кодира бета веригата на ламинин, който е важен компонент 

на базалните мембрани и играе роля в клетъчната адхезия и миграция. Той 

е съставен от алфа 1, бета 1 и гама 1 вериги, е разпространен в различни 

тъкани и поддържа структурната целостност на базалните мембрани. 

Мутации в LAMB1 са свързани със синдрома на Pierson, рядко вродено 

заболяване, което води до бъбречни аномалии, очни дефекти и 

неврологични увреждания. Нарушенията в него  водят до повреда на 

базалната мембрана и дисфункция на тъканите. Тези дефекти нарушават 

нормалната функция на органите и тъканите, което води до сериозни 

здравословни проблеми (257). 

LAMB3 кодира бета веригата на ламинин, ключов компонент за 

поддържането на епителните тъкани и базалните мембрани. Ламинин-332, 

съставен от алфа 3, бета 3 и гама 2 вериги, е важен за целостта и 

функциите на кожата и лигавиците. Мутации в LAMB3 водят до Herlitz 

junctional epidermolysis bullosa (H-JEB), генетично заболяване, което 

причинява образуване на мехури и крехкост на кожата. Проблемите с 

експресията или структурата на ламинин-332 нарушават целостта на 

епителните тъкани и тяхната способност да се възстановяват. Тези дефекти 

водят до значителни кожни и лигавични проблеми (258). 

LAMC1 кодира гама веригата на ламинин, основен компонент на 

извънклетъчния матрикс, който е от съществено значение за поддържането 

на базалните мембрани. Ламинин-111, съставен от алфа 1, бета 1 и гама 1 

вериги, играе ключова роля в клетъчната адхезия и структура на тъканите. 

Мутации в LAMC1 са свързани с булозна епидермолиза (JEB), група 

наследствени кожни заболявания, които водят до образуване на мехури и 

чупливост на кожата. Нарушенията в функцията на ламинин-111 водят до 

дефекти в базалната мембрана и сериозни тъканни проблеми. Тези 
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мутации причиняват значителни проблеми с целостта и функцията на 

кожата (259). 

2.7.4 Гликопротеини  

Гликопротеините са молекули, съставени от протеини и 

въглехидратни вериги, които играят важна роля в клетъчната комуникация, 

имунния отговор и структурната подкрепа на тъканите. 

CD44 е гликопротеин на клетъчната повърхност, участващ в 

адхезията клетка-клетка и клетка-матрикс, клетъчната миграция, 

сигнализирането и клетъчното оцеляване. Той функционира като рецептор 

за хиалуронова киселина (НА), основен компонент на извънклетъчния 

матрикс, и взаимодейства с различни лиганди, включително остеопонтин, 

колаген и матрични металопротеинази (ММР). CD44 съществува в 

множество изоформи поради алтернативен сплайсинг, което води до 

вариации в неговия извънклетъчен домен и афинитети на свързване за 

различни лиганди (260). 

CD44 се експресира в широк диапазон от типове клетки, 

включително левкоцити, стволови клетки и епителни клетки, и играе 

различни роли във физиологични и патологични процеси. Той участва в 

трафика на имунни клетки, активирането на лимфоцитите и възпалението, 

както и в развитието на тъканите, заздравяването на рани и прогресията на 

рака. При рак CD44 често се свързва с ракови стволови клетки, туморна 

инвазия, метастази и резистентност към химиотерапия (261). 

Взаимодействията между CD44 и неговите лиганди регулират 

различни клетъчни функции, включително клетъчна адхезия, миграция, 

пролиферация и оцеляване, чрез сигнални пътища надолу по веригата, като 

тези, включващи Rho GTPases, MAPK и PI3K/Akt. Универсалността на 

CD44 в медиирането на взаимодействията клетка-матрикс и 
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сигнализирането го прави критична молекула както в нормалната 

физиология, така и в патогенезата на заболяването (262). 

ICAM1, или междуклетъчна адхезионна молекула 1, е гликопротеин 

на клетъчната повърхност, който играе решаваща роля в медиирането на 

клетъчно-клетъчната адхезия и имунните отговори. Той е кодиран от гена 

ICAM1 и принадлежи към суперсемейството на имуноглобулиновите 

протеини (263). 

ICAM1 се експресира на повърхността на различни видове клетки, 

включително ендотелни клетки, левкоцити и епителни клетки, и се 

регулира нагоре в отговор на възпалителни стимули като цитокини (напр. 

TNF-алфа и IL-1β) и микробни патогени. ICAM1 взаимодейства с 

левкоцитни интегрини, по-специално свързан с функцията на лимфоцитите 

антиген 1 (LFA-1, известен също като CD11a/CD18), върху циркулиращите 

левкоцити, улеснявайки тяхната адхезия към ендотелните клетки и 

последващата трансендотелна миграция във възпалени тъкани (264). 

Чрез ролята си в трафика на левкоцити и набирането на имунни 

клетки, ICAM1 играе критична роля в регулирането на имунните отговори, 

възпалението и защитата на гостоприемника срещу патогени. 

Дисрегулацията на експресията или функцията на ICAM1 е замесена в 

различни възпалителни заболявания, включително автоимунни 

разстройства, атеросклероза и хронични възпалителни състояния. ICAM1 

също участва в прогресията на тумора и метастазите, където улеснява 

адхезията, миграцията и инвазията на раковите клетки (265). 

NCAM1 или адхезионна молекула на невралните клетки 1 е 

гликопротеин на клетъчната повърхност, принадлежащ към 

суперсемейството на имуноглобулините. Той играе решаваща роля в 

клетъчно-клетъчната адхезия, невралния растеж, синаптичната 

пластичност и миграцията на невроните по време на развитието. NCAM1 е 
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кодиран от гена NCAM1 и съществува в няколко изоформи, генерирани 

чрез алтернативен сплайсинг (266). NCAM1 също така взаимодейства с 

различни вътреклетъчни сигнални молекули, включително кинази и 

цитоскелетни протеини, модулирайки низходящите сигнални пътища, 

участващи в клетъчната адхезия, миграцията и невронния растеж (267). 

NCAM1 е замесен в синаптичната пластичност и процесите на учене 

и памет в мозъка на възрастните. Също така участва в неврорегенерацията 

и възстановяването след нараняване или невродегенеративни заболявания. 

Дисрегулацията на експресията или функцията на NCAM1 е свързана с 

неврологични разстройства, включително шизофрения, разстройства от 

аутистичния спектър и болестта на Алцхаймер (268). 

VCAM1 или васкуларна клетъчна адхезионна молекула 1 е 

гликопротеин на клетъчната повърхност, който играе критична роля в 

медиирането на левкоцитната адхезия и трансендотелната миграция по 

време на възпаление. Той се експресира предимно на повърхността на 

ендотелните клетки, особено в отговор на възпалителни стимули като 

цитокини (напр. TNF-алфа и IL-1β) (269). 

VCAM1 взаимодейства с интегринови рецептори, особено α4β1 и 

α4β7, експресирани на повърхността на левкоцитите, включително 

лимфоцити и моноцити. Това взаимодействие улеснява адхезията и 

набирането на левкоцити от кръвния поток към местата на възпаление или 

тъканно увреждане (270). 

В допълнение към ролята си в трафика на левкоцитите, VCAM1 

участва в други биологични процеси, включително ангиогенеза, 

атеросклероза и туморна прогресия. Дисрегулацията на експресията или 

функцията на VCAM1 е замесена в различни възпалителни заболявания, 

включително ревматоиден артрит, множествена склероза и възпалително 

заболяване на червата (271). 
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2.7.5 Селектини 

Селектините са семейство клетъчни адхезионни молекули, които 

участват в медиирането на взаимодействията между кръвните клетки и 

ендотелните клетки, играейки ключова роля във възпалителния отговор и 

имунната функция. 

SELE, известен също като E-селектин, е клетъчна адхезионна 

молекула, важна за прикрепването на левкоцити към ендотелни клетки при 

възпаление (272). Тя се експресира на повърхността на активирани 

ендотелни клетки в отговор на възпалителни стимули като цитокини (напр. 

TNF-алфа и IL-1β) и улеснява свързването на левкоцитите, което е важно 

за възпалителните процеси (272, 273). 

SELE участва в сигнали, регулиращи активирането на ендотелните 

клетки, възпалението и ангиогенезата, чрез взаимодействие с 

вътреклетъчни сигнални молекули (274). Дисрегулацията на SELE е 

свързана с възпалителни заболявания като атеросклероза и ревматоиден 

артрит, както и с туморна ангиогенеза и метастази (275). 

SELL, или L-селектин, е адхезионна молекула на левкоцитите, която 

подпомага свързването и търкалянето им върху ендотелните клетки по 

време на възпаление (276). Тя взаимодейства с въглехидратни лиганди 

като сиалил Lewis X (sLeX), улеснявайки преходната адхезия (277). SELL 

също участва в сигнални пътища, регулиращи активирането и насочването 

на левкоцитите към лимфоидните органи (278). Дисрегулацията на SELL е 

свързана с възпалителни заболявания и туморна прогресия (279).  

SELP, или P-селектин, е адхезионна молекула на активирани 

тромбоцити и ендотелни клетки, която медиира адхезията и набирането на 

левкоцити към възпалени или увредени тъкани (280). 

Тя се съхранява в α-гранули на тромбоцитите и телата на Weibel-

Palade в ендотелните клетки. При активиране, SELP се премества на 
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повърхността на клетките и улеснява взаимодействието с левкоцитите 

(280). 

SELP взаимодействува с PSGL-1 на левкоцитите, което е важно за 

тяхното свързване и търкаляне по съдовия ендотел. Дисрегулацията на 

SELP е свързана с възпалителни заболявания и тромбоза (281). 

 

2.7.6 Катенини 

Катенините са група от свързващи протеини, които играят ключова 

роля в клетъчната адхезия и комуникация, като свързват кадхерините с 

актиновия цитоскелет, и са важни за поддържането на тъканната структура 

и сигнализация. 

CDH1, известен като Е-кадхерин, е клетъчна адхезионна молекула, 

зависима от калций, която поддържа тъканната цялост и клетъчно-

клетъчната адхезия в епителните тъкани (282). Той е част от семейството 

на кадхерините и се кодиран от гена CDH1. 

Е-кадхеринът осъществява хомофилна адхезия чрез свързване със 

съседни молекули на Е-кадхерин, образувайки връзки, които стабилизират 

епителните слоеве. Чрез цитоплазмените си домейни той взаимодейства с 

катенини (β-катенин, γ-катенин и α-катенин), които свързват Е-кадхерин с 

актиновия цитоскелет и осигуряват структурна стабилност на връзките 

(284). 

Е-кадхерин участва в процеси като клетъчна пролиферация, 

диференциация и миграция, и влияе на клетъчната хомеостаза. 

Дисрегулацията на Е-кадхерин е свързана с патологични състояния, 

включително ракови метастази и епителен към мезенхимален преход 

(EMT), при които загубата на Е-кадхерин увеличава клетъчната 

подвижност и инвазивност (283). 

CTNND1, известен също като p120-катенин или δ-катенин, е 

протеин-кодиращ ген, който играе решаваща роля в клетъчно-клетъчната 

адхезия и сигналната трансдукция. Той е член на семейството на 



74 
 

катениновите протеини, които са важни компоненти на адхеренните 

връзки и медиираните от кадхерин клетъчно-клетъчни адхезионни 

комплекси. CTNND1 взаимодейства с цитоплазмения домен на класически 

кадхерини, като Е-кадхерин, и ги свързва с актиновия цитоскелет, като по 

този начин стабилизира клетъчно-клетъчната адхезия и поддържа 

тъканната цялост. В допълнение към ролята си в клетъчната адхезия, 

CTNND1 също регулира различни сигнални пътища, участващи в 

клетъчната пролиферация, диференциация и миграция. Чрез 

взаимодействията си с кадхерини и други сигнални молекули, CTNND1 

модулира клетъчни процеси като епителен-мезенхимален преход (EMT), 

клетъчна полярност и тъканна морфогенеза (284). Дисрегулацията на 

експресията или функцията на CTNND1 е замесена в различни 

патологични състояния, включително рак, където може да стимулира 

прогресията на тумора и метастазите чрез засягане на клетъчно-клетъчната 

адхезия, инвазия и сигнализиране. Освен това, CTNND1 е замесен в 

неврологични разстройства като болестта на Алцхаймер, където играе роля 

в синаптичната пластичност и дендритната стабилност на гръбначния 

стълб в невроните (285). 

CTNNA1,  или алфа-катенин, е протеин, който играе ключова роля в 

клетъчно-клетъчната адхезия. Той е част от комплекса кадхерин-катенин, 

свързвайки Е-кадхерин с актиновия цитоскелет, което стабилизира 

клетъчните връзки и регулира адхезията, миграцията и сигнализирането. 

Алфа-катенинът също взаимодейства с β-катенин и винкулин, което 

влияе на динамиката на цитоскелета и клетъчната адхезия. Освен това, той 

е важен за клетъчната полярност, тъканна морфогенеза и туморогенеза. 

Дисрегулацията на CTNNA1 е свързана с раковата прогресия и метастази в 

различни видове рак, като рак на гърдата, колоректален и стомашен рак, 
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нарушаваща клетъчната адхезия и насърчаваща инвазията на туморните 

клетки. (286) 

CTNNB1, известен също като катенин бета-1 или β-катенин, е 

протеин-кодиращ ген, който играе критична роля в Wnt сигналния път и 

клетъчните адхезионни комплекси. β-катенинът е ключов компонент на 

комплекса кадхерин-катенин, където той взаимодейства с кадхерини, като 

Е-кадхерин, и ги свързва с актиновия цитоскелет, медиирайки адхезията 

клетка-клетка и поддържайки целостта на тъканта. В допълнение към 

ролята си в клетъчните адхезионни комплекси, β-катенинът функционира 

като транскрипционен ко-активатор в каноничния Wnt сигнален път. В 

отсъствието на Wnt сигнализиране, β-катенинът се фосфорилира от 

комплекс за разрушаване, което води до неговото убиквитиниране и 

протеазомно разграждане. Въпреки това, при активиране на пътя на Wnt, β-

катенинът се стабилизира и се премества в ядрото, където взаимодейства с 

транскрипционните фактори на семейството TCF/LEF, за да регулира 

експресията на целевите гени, участващи в клетъчната пролиферация, 

оцеляване и диференциация (287). 

CTNND2, известен също като δ-катенин, е ген, кодиращ протеин, 

който кодира δ-катенин, член на семейството на протеини катенин. δ-

катенинът се експресира предимно в мозъка, където играе важна роля в 

развитието на невроните, синаптичната пластичност и клетъчната адхезия. 

В мозъка δ-катенинът е локализиран в възбуждащи синапси, където 

взаимодейства с различни синаптични протеини, включително N-кадхерин, 

PSD-95 и NMDA рецептори. δ-катенинът участва в регулирането на 

дендритната морфология на гръбначния стълб, синаптичната сила и 

клъстерирането на невротрансмитерни рецептори, като по този начин 

влияе върху синаптичната трансмисия и пластичност (288). Отвъд своите 

синаптични функции, δ-катенинът е замесен в миграцията на невроните и 
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невритния растеж по време на развитието на мозъка. Той взаимодейства с 

цитоскелетни протеини, като актин и микротубули, и модулира 

цитоскелетната динамика, за да улесни миграцията на невроните и 

насочването на аксоните. Дисрегулацията на експресията на CTNND2 или 

мутациите, засягащи функцията на δ-катенин, са свързани с различни 

неврологични разстройства, включително разстройства от аутистичния 

спектър и шизофрения. Променени нива на експресия на δ-катенин са 

наблюдавани в мозъците на индивиди с тези състояния, което предполага 

потенциални роли в патогенезата на заболяването(289). 

2.5.7 Тромбоспондини 

Тромбоспондините са семейство от извънклетъчни матрични 

гликопротеини, които участват в клетъчната адхезия, миграция и 

ангиогенеза, играейки важна роля в процесите на тъканно ремоделиране и 

възпаление. 

THBS1, известен също като Thrombospondin 1 или TSP-1, е ген, 

кодиращ протеин, който кодира тромбоспондин-1, многофункционален 

екстрацелуларен матричен гликопротеин. Тромбоспондин-1 участва в 

различни биологични процеси, включително клетъчна адхезия, миграция, 

пролиферация, ангиогенеза и тъканно ремоделиране. Тромбоспондин-1 се 

секретира от различни типове клетки, включително тромбоцити, ендотелни 

клетки, фибробласти и имунни клетки, и се намира в извънклетъчния 

матрикс на много тъкани (290). Той взаимодейства с други извънклетъчни 

матрични протеини, като фибронектин, колаген и интегрини, както и 

рецептори на клетъчната повърхност, включително CD36 и интегрини, за 

модулиране на взаимодействията клетка-матрикс и сигналните пътища. В 

допълнение към своята структурна роля в извънклетъчния матрикс, 

тромбоспондин-1 функционира като регулатор на различни клетъчни 

процеси. Той може да стимулира или инхибира клетъчната адхезия, 
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миграция и пролиферация, в зависимост от контекста и клетъчната среда 

(291). Тромбоспондин-1 също има антиангиогенни свойства и може да 

модулира имунните отговори, възпалението и възстановяването на 

тъканите. Дисрегулацията на експресията на THBS1 или промените във 

функцията на тромбоспондин-1 са замесени в различни заболявания, 

включително рак, сърдечно-съдови заболявания, фиброза и 

невродегенеративни разстройства. Анормални нива на експресия на 

тромбоспондин-1 са наблюдавани в тъканите и телесните течности на 

пациенти с тези състояния, което предполага потенциална роля в 

патогенезата и прогресията на заболяването (292). 

THBS2, известен също като Thrombospondin 2 или TSP-2, е ген, 

кодиращ протеин, който кодира тромбоспондин-2, член на семейството на 

тромбоспондин от екстрацелуларни матрични гликопротеини. 

Тромбоспондин-2 участва в различни биологични процеси, включително 

взаимодействия клетка-матрикс, тъканно ремоделиране, ангиогенеза и 

регулиране на клетъчното поведение. Тромбоспондин-2 се секретира от 

различни видове клетки, включително фибробласти, ендотелни клетки и 

гладкомускулни клетки, и се намира в извънклетъчния матрикс на много 

тъкани. Той взаимодейства с други извънклетъчни матрични протеини, 

като колаген, фибронектин и ламинин, както и рецептори на клетъчната 

повърхност, включително интегрини и CD36, за модулиране на клетъчната 

адхезия, миграция и сигнални пътища (293). В допълнение към своята 

структурна роля в извънклетъчния матрикс, тромбоспондин-2 има 

регулаторни функции в тъканната хомеостаза и болестните процеси. Той 

може да модулира ангиогенезата, възпалението и възстановяването на 

тъканите и е замесен в различни патологични състояния, включително 

сърдечно-съдови заболявания, фиброза и рак. Нарушаването на 

регулацията на експресията на THBS2 или промените във функцията на 
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тромбоспондин-2 са свързани с определени заболявания и състояния. 

Анормални нива на експресия на тромбоспондин-2 са наблюдавани в 

тъканите и телесните течности на пациенти с тези състояния, което 

предполага потенциална роля в патогенезата и прогресията на 

заболяването (294). 

THBS3 или Thrombospondin 3 е протеин-кодиращ ген, който 

принадлежи към семейството на тромбоспондините на извънклетъчния 

матричен гликопротеини. THBS3 участва в различни биологични процеси, 

включително взаимодействия клетка-матрикс, развитие на тъкани и 

заздравяване на рани. Тромбоспондините са мултидомейн протеини, които 

играят важна роля в регулирането на клетъчната адхезия, миграцията, 

пролиферацията и диференциацията. Те взаимодействат с рецептори на 

клетъчната повърхност, растежни фактори и други извънклетъчни 

матрични протеини, модулирайки различни сигнални пътища, участващи в 

тъканната хомеостаза и възстановяване (295). THBS3 се експресира в 

различни тъкани по време на развитие и във възрастни организми, като 

особено високи нива се откриват в хрущялите, костите и кожата. В 

хрущяла THBS3 допринася за регулирането на диференциацията на 

хондроцитите и организацията на извънклетъчния матрикс, играейки роля 

в развитието и поддържането на хрущяла (296). Освен това, THBS3 е 

замесен в процеси на тъканно ремоделиране, като заздравяване на рани и 

фиброза. Той може да модулира активността на растежните фактори, 

цитокините и протеазите, участващи в тези процеси, като влияе на баланса 

между възстановяването на тъканите и образуването на фиброзни белези. 

Дисрегулацията на експресията или функцията на THBS3 е свързана с 

различни патологични състояния, включително остеоартрит, фиброза и 

рак. При остеоартрит промените в нивата на THBS3 могат да допринесат 

за разграждане на хрущяла и възпаление на ставите. При фиброза THBS3 
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може да насърчи прекомерно отлагане на извънклетъчния матрикс и 

втвърдяване на тъканите (297). 

2.7.8 Други гени свързани с екстрацелуларни матрикс и 

адхезионни молекули 

HAS1 или хиалуронан синтаза 1 е ензим, който играе ключова роля в 

биосинтезата на хиалуронан (НА), основен компонент на извънклетъчния 

матрикс. HA е линеен полизахарид, съставен от повтарящи се дизахаридни 

единици на глюкуронова киселина и N-ацетилглюкозамин, и участва в 

различни физиологични и патологични процеси, включително хидратация 

на тъканите, заздравяване на рани, възпаление и прогресия на рака (298). 

HAS1 катализира синтеза на НА чрез добавяне на редуващи се 

остатъци от глюкуронова киселина и N-ацетилглюкозамин към 

нарастващата полизахаридна верига в плазмената мембрана. Това е една от 

трите изоформи на хиалуронан синтаза (HAS1, HAS2 и HAS3), открити 

при бозайници, всяка с различно разпределение в тъканите и ензимни 

свойства (299). 

Експресията на HAS1 се регулира от различни фактори, 

включително растежни фактори, цитокини и механични стимули, и се 

модулира по време на развитие, възстановяване на тъканите и болестни 

състояния. Дисрегулацията на експресията или активността на HAS1 е 

замесена в патологични състояния като фиброза, артрит и рак, където 

анормален синтез на НА допринася за променена тъканна хомеостаза и 

прогресия на заболяването (300). 

PECAM1 (тромбоцитна ендотелна клетъчна адхезионна 

молекула-1), известен и като CD31, е важен за трафика на левкоцити и 

съдовата цялост. Той се експресира на ендотелни клетки, тромбоцити и 

левкоцити, включително моноцити, неутрофили и Т клетки. PECAM1 
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медиира адхезията между съседни ендотелни клетки и улеснява 

миграцията на левкоцити през ендотела към възпалителни или увредени 

тъкани (301). Освен това, участва в сигналните пътища, регулиращи 

ендотелната функция и съдовата хомеостаза, чрез взаимодействие с 

протеин тирозин кинази и фосфатази (302). 

Дисрегулацията на PECAM1 е свързана с възпалителни заболявания като 

атеросклероза и ревматоиден артрит, както и с туморна ангиогенеза и 

метастази, където влияе на разпространението на туморни клетки и 

съдовата пропускливост (303). 

SGCE или епсилон-саркогликан е протеин-кодиращ ген, който 

кодира епсилон изоформата на саркогликан Е. Саркогликаните са 

трансмембранни протеини, които са компоненти на комплекса дистрофин-

гликопротеин, който играе решаваща роля в поддържането на структурата 

на мускулните влакна. Протеинът епсилон-саркогликан се експресира 

предимно в набраздени мускулни тъкани, включително скелетен и 

сърдечен мускул (304). 

Мутациите в гена SGCE са свързани с определени видове дистония, 

неврологично двигателно разстройство, характеризиращо се с неволни 

мускулни контракции и необичайни пози. По-конкретно, мутациите в 

SGCE са свързани с форма на дистония, известна като синдром на 

миоклонус-дистония (MDS). MDS обикновено се проявява с комбинация 

от миоклонични резки и дистонични движения, често започващи в 

детството или юношеството (305). 

Точният механизъм, чрез който мутациите в SGCE водят до MDS, не 

е напълно разбран, но се смята, че нарушава нормалната функция на 

комплекса дистрофин-гликопротеин, нарушавайки стабилността на 

мускулната мембрана и синаптичната трансмисия. Тази дисфункция в 
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крайна сметка води до характерните двигателни аномалии, наблюдавани 

при индивиди с MDS (306). 

SPG7 или параплегин е ген, който кодира протеин, участващ в 

митохондриалната функция и поддръжка. Мутациите в гена SPG7 са 

свързани с автозомно-рецесивна наследствена спастична параплегия тип 7 

(HSP7), известна също като свързана със SPG7 спастична параплегия (307). 

Наследствените спастични параплегии (HSP) са група 

невродегенеративни заболявания, характеризиращи се с прогресивна 

слабост и скованост (спастичност) в долните крайници, дължащи се на 

дегенерация на кортикоспиналните пътища в гръбначния мозък. 

Свързаната със SPG7 спастична параплегия е резултат от мутации в гена 

SPG7, което води до дисфункция на протеина параплегин (308). 

ANOS1, или Anosmin-1, е ген, кодиращ протеин, свързан с Х-

свързаната форма на синдрома на Калман, рядко генетично заболяване, 

характеризиращо се с хипогонадотропен хипогонадизъм и аносмия 

(неспособността да се възприемат миризми). ANOS1 кодира протеин, 

наречен anosmin-1, който играе критична роля в развитието на 

обонятелната система и миграцията на невроните на гонадотропин-

освобождаващия хормон (GnRH) по време на ембрионалното развитие. 

Anosmin-1 участва в насочването на GnRH невроните от техния произход в 

обонятелната плакода до местоназначението им в хипоталамуса, където те 

регулират секрецията на гонадотропини, които контролират половото 

съзряване и възпроизводство (309). Мутациите в гена ANOS1 нарушават 

нормалната функция на anosmin-1, което води до дефекти в образуването 

на обонятелни луковици и миграция на GnRH неврони, което в крайна 

сметка води до характерните черти на синдрома на Kallmann. Индивидите 

със синдром на Kallmann обикновено имат забавен или липсващ пубертет 

поради неадекватно производство на полови хормони (хипогонадизъм) и 
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липса на обоняние (аносмия). Допълнителни симптоми могат да включват 

безплодие, малки тестиси или яйчници и други аномалии в развитието на 

репродуктивната система. Лечението на синдрома на Калман често 

включва хормонална заместителна терапия за предизвикване на пубертета 

и коригиране на хормоналните дефицити (310). В някои случаи 

асистираните репродуктивни технологии може да са необходими за лица с 

безплодие. Ранната диагностика и лечение на синдрома на Калман са 

важни за оптимизиране на резултатите и справяне със свързаните здравни 

проблеми (311). 

CCN2, известен също като растежен фактор на съединителната тъкан 

(CTGF), е протеин-кодиращ ген, който принадлежи към CCN семейството 

на матрицелуларни протеини. CCN2 участва в различни клетъчни процеси, 

включително клетъчна адхезия, миграция, пролиферация, диференциация 

и производство на извънклетъчен матрикс (ECM). CCN2 играе решаваща 

роля в развитието на тъканите, заздравяването на рани и ремоделирането 

на тъканите чрез модулиране на взаимодействията клетка-ECM и 

сигналните пътища (314). Той взаимодейства с различни рецептори на 

клетъчната повърхност, като интегрини и протеогликани, и растежни 

фактори, включително трансформиращ растежен фактор-бета (TGF-β), за 

регулиране на клетъчните реакции и синтеза на ECM. В допълнение към 

своите физиологични роли, дисрегулацията на експресията или функцията 

на CCN2 е замесена в различни патологични състояния, включително 

фиброза, рак и сърдечно-съдови заболявания. При фиброза, CCN2 

насърчава прекомерното отлагане на ECM компоненти, като колаген и 

фибронектин, което води до скованост на тъканите и дисфункция на 

органи. При рак CCN2 може да засили туморния растеж, инвазията и 

метастазите чрез модулиране на клетъчната миграция, ангиогенезата и 

туморната микросреда (312). 
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CLEC3B (тетранектин) е ген, който кодира хомотримерен матричен 

протеин от семейството на С-тип лектинови домейни. Тетранектин участва 

в тъканно ремоделиране, ангиогенеза и клетъчна адхезия. Той 

взаимодействува с плазминоген и тъканен плазминогенен активатор (tPA), 

като насърчава разграждането на фибрин и други матрични протеини, 

улеснявайки възстановяването на тъканите. Освен това, тетранектинът 

модулира ангиогенезата чрез свързване с ангиогенни фактори, като 

фибробластен растежен фактор 2 (FGF-2), и участва в клетъчната адхезия и 

миграция чрез взаимодействие с рецептори на клетъчната повърхност и 

компоненти на матрикса. Дисрегулацията на тетранектин е свързана с рак, 

сърдечно-съдови и възпалителни заболявания, като променените нива на 

експресия могат да влияят на туморната прогресия и метастази (313).  

CNTN1 (Contactin-1) е ген, кодиращ протеин от семейството на 

имуноглобулиновите молекули на клетъчната адхезия. Той се експресира 

предимно в нервната система и играе ключова роля в невронното развитие, 

насочването на аксоните и синаптичната функция. Contactin-1 участва в 

клетъчно-клетъчните взаимодействия, като регулира израстването на 

невритите, насочването на аксоните и образуването на синапси чрез 

взаимодействие с рецептори на клетъчната повърхност, включително 

други контактини и NCAMs. Той е важен за формирането и поддържането 

на синаптичните връзки, влияещи на невронните мрежи и електрическите 

сигнали в мозъка. Дисрегулацията на Contactin-1 е свързана с 

неврологични разстройства като аутизъм, епилепсия и шизофрения, с 

променени нива на експресия наблюдавани в мозъците на засегнатите 

индивиди (314).  

FN1 или фибронектин 1 е протеин-кодиращ ген, който кодира 

фибронектин, гликопротеин, намиращ се в извънклетъчния матрикс и 

циркулиращ в плазмата. Фибронектинът участва в различни биологични 
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процеси, включително клетъчна адхезия, миграция, диференциация, 

заздравяване на рани и тъканно ремоделиране. Фибронектинът е голям 

модулен протеин, състоящ се от повтарящи се структурни мотиви, 

включително фибронектинови домени тип I, тип II и тип III. Той образува 

фибриларна мрежа в извънклетъчния матрикс и взаимодейства с други 

протеини на извънклетъчния матрикс, като колаген и протеогликани, както 

и рецептори на клетъчната повърхност, включително интегрини и 

синдекани. В допълнение към своята структурна роля, фибронектинът 

служи като лиганд за клетъчни адхезионни рецептори, медиирайки 

взаимодействията клетка-матрикс и клетка-клетка. Той играе решаваща 

роля в ембрионалното развитие, тъканната морфогенеза и хомеостазата, 

както и при патологични състояния, включително възпаление, фиброза и 

рак. Дисрегулацията на експресията на FN1 или промените в структурата 

на фибронектина са свързани с различни заболявания, включително 

сърдечно-съдови заболявания, фиброзни разстройства и рак. Анормални 

нива на експресия на фибронектин са наблюдавани в тъканите и телесните 

течности на пациенти с тези състояния, което предполага потенциална 

роля в патогенезата и прогресията на заболяването (315). 

SPARC, известен също като секретиран протеин кисел и богат на 

цистеин, е ген, кодиращ протеин, който кодира многофункционален 

екстрацелуларен матричен гликопротеин. SPARC участва в различни 

биологични процеси, включително развитие на тъкани, ремоделиране и 

възстановяване. SPARC се секретира от различни видове клетки, 

включително фибробласти, ендотелни клетки и имунни клетки, и се 

намира в извънклетъчния матрикс на много тъкани. Той взаимодейства с 

други протеини на извънклетъчната матрица, като колаген, фибронектин и 

протеогликани, както и с рецептори на клетъчната повърхност, 

включително интегрини и протеин 1, свързан с рецептора на липопротеин 
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с ниска плътност (LRP1). В допълнение към своята структурна роля в 

извънклетъчния матрикс, SPARC има регулаторни функции във 

взаимодействията клетка-матрикс, клетъчно сигнализиране и тъканна 

хомеостаза. Той може да модулира клетъчната адхезия, миграцията, 

пролиферацията и диференциацията в зависимост от клетъчния контекст и 

наличието на други компоненти на извънклетъчната матрица. 

Дисрегулацията на експресията на SPARC е замесена в различни 

заболявания и състояния, включително рак, фиброза, сърдечно-съдови 

заболявания и невродегенеративни разстройства. Анормални нива на 

SPARC са наблюдавани в тъканите и телесните течности на пациенти с 

тези състояния, което предполага потенциална роля в патогенезата и 

прогресията на заболяването (316). 

ECM1, известен също като Екстрацелуларен матричен протеин 1, е 

ген, кодиращ протеин, който кодира извънклетъчен матричен протеин, 

участващ в различни биологични процеси, включително клетъчна адхезия, 

миграция и организация на тъканите. ECM1 се експресира предимно в 

кожата и други съединителни тъкани, където допринася за структурната 

цялост на извънклетъчния матрикс. ECM1 взаимодейства с различни 

компоненти на извънклетъчната матрица, като колаген и фибронектин, 

както и с рецептори на клетъчната повърхност, модулирайки 

взаимодействията клетка-матрикс и тъканната хомеостаза. Той играе роля 

в процеси като заздравяване на рани, ангиогенеза и възстановяване на 

тъканите. В допълнение към своята структурна роля, дисрегулацията на 

експресията или активността на ECM1 е замесена в различни патологични 

състояния, включително рак, фиброза и съдови заболявания. Анормалните 

нива на ECM1 могат да повлияят на клетъчната пролиферация, миграцията 

и инвазията, допринасяйки за прогресирането на HAS1 (317).  
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SPP1, известен също като секретиран фосфопротеин 1 или 

остеопонтин (OPN), е протеин-кодиращ ген, който кодира 

многофункционален извънклетъчен матричен протеин. SPP1 участва в 

различни биологични процеси, включително клетъчна адхезия, миграция, 

пролиферация и тъканно ремоделиране. SPP1/Остеопонтин се експресира 

предимно в минерализирани тъкани като кости, където играе роля в 

образуването и ремоделирането на костите. Той взаимодейства с различни 

рецептори на клетъчната повърхност, включително интегрини и CD44, 

като модулира взаимодействията клетка-матрикс и сигналните пътища. 

Освен това, SPP1/Остеопонтин функционира като молекула, подобна на 

цитокин, регулираща имунните реакции, възпалението и заздравяването на 

рани. В допълнение към своите физиологични функции, дисрегулацията на 

експресията или активността на SPP1 е замесена в различни патологични 

състояния, включително рак, фиброза и сърдечно-съдови заболявания. 

Анормалните нива на SPP1/остеопонтин могат да повлияят на поведението 

на клетките, организацията на извънклетъчния матрикс и тъканната 

хомеостаза, допринасяйки за прогресията на заболяването (318). 

Трансформиращият растежен фактор бета 1 (TGF-β1) е цитокин, 

участващ в различни клетъчни процеси, включително клетъчен растеж, 

диференциация, апоптоза и имунни отговори. Той е кодиран от гена 

TGFB1. TGF-β1 играе критична роля в тъканната хомеостаза и 

заздравяването на рани чрез регулиране на производството и 

ремоделирането на извънклетъчния матрикс. Може да стимулира синтеза 

на извънклетъчни матрични протеини като колаген и фибронектин, 

насърчавайки възстановяването на тъканите и фиброзата. Освен това, TGF-

β1 има имуносупресивен ефект, инхибирайки пролиферацията и 

активността на имунните клетки като Т клетки и макрофаги. В допълнение 

към своите физиологични функции, дисрегулацията на TGF-β1 
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сигнализирането е замесена в различни патологични състояния, 

включително фиброза, рак, автоимунни заболявания и сърдечно-съдови 

заболявания. Анормалните нива на TGF-β1 могат да допринесат за тъканна 

фиброза, туморна прогресия и имунна дисфункция (319). 

TNC, известен също като Tenascin-C, е ген, кодиращ протеин, който 

кодира извънклетъчен матричен гликопротеин. TNC участва в различни 

биологични процеси, включително клетъчна адхезия, миграция, 

пролиферация и тъканно ремоделиране. TNC се изразява предимно в 

извънклетъчния матрикс на развиващите се тъкани, местата за 

заздравяване на рани и областите на тъканно ремоделиране. Той 

взаимодейства с различни рецептори на клетъчната повърхност, 

включително интегрини и протеогликани, като модулира 

взаимодействията клетка-матрикс и сигналните пътища. Освен това TNC 

играе роля в тъканната морфогенеза, ангиогенезата и имунните отговори. 

В допълнение към своите физиологични функции, дисрегулацията на 

експресията или активността на TNC е замесена в различни патологични 

състояния, включително рак, фиброза и сърдечно-съдови заболявания. 

Анормалните нива на TNC могат да повлияят на поведението на клетките, 

организацията на извънклетъчния матрикс и тъканната хомеостаза, 

допринасяйки за прогресията на заболяването (320). 

VCAN, известен също като Versican, е протеин-кодиращ ген, който 

кодира голям извънклетъчен матричен протеогликан. VCAN е ключов 

компонент на извънклетъчния матрикс и играе различни роли в различни 

биологични процеси, включително клетъчна адхезия, миграция, 

пролиферация и тъканна морфогенеза. Versican взаимодейства с различни 

рецептори на клетъчната повърхност, като интегрини и хиалуронови 

рецептори, като модулира взаимодействията клетка-матрикс и сигналните 

пътища. Той също така се свързва с други протеини на извънклетъчния 
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матрикс, включително колаген и фибронектин, допринасяйки за 

организацията на тъканите и хомеостазата. В допълнение към своята 

структурна роля, дисрегулацията на експресията или активността на VCAN 

е замесена в различни патологични състояния, включително рак, сърдечно-

съдови заболявания и възпалителни заболявания . Анормалните нива на 

VCAN могат да повлияят на поведението на клетките, състава на 

извънклетъчния матрикс и функцията на тъканите, допринасяйки за 

прогресията на заболяването (321). 

VTN, известен също като витронектин, е гликопротеин, кодиран от 

VTN гена. Той играе решаваща роля в различни биологични процеси, 

включително клетъчна адхезия, миграция, пролиферация и тъканно 

ремоделиране. Витронектинът се намира в извънклетъчния матрикс и 

кръвната плазма, където взаимодейства с различни рецептори на 

клетъчната повърхност, включително интегрини и рецептор на урокиназа 

плазминогенен активатор (uPAR). Тези взаимодействия медиират 

клетъчната адхезия към извънклетъчния матрикс и модулират клетъчните 

реакции като миграция, пролиферация и оцеляване. В допълнение към 

ролята си в клетъчната адхезия и миграция, витронектинът участва в 

процеси като заздравяване на рани, тромбоза и регулиране на имунния 

отговор. Той също така взаимодейства с други извънклетъчни матрични 

протеини и протеази, допринасяйки за тъканно ремоделиране и хомеостаза 

(322). 

3. Цели и задачи  

Целта на настоящото изследване е да се идентифицират, 

характеризират и сравнят свойствата на различните видове орални 

стволови клетки и да се установят разликите в генната експресия на 

техните повърхностно-клетъчни, стволово-клетъчни и диференциационни 

маркери. 
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За да постигнем поставената цел, набелязахме следните задачи: 

● Изолиране на първични мезенхимни хетерогенни култури от тъкани 

и структури в устната кухина (зъбна пулпа от постоянен и временен 

зъб, апикална папила от зъб с незавършено кореново развитие, 

периодонтален лигамент, алвеоларна кост от процесус алвеоларис, 

гингивална тъкан)  

● Характеризиране на получените стволови клетки от орален произход 

чрез анализ на експресията на техните стволово-клетъчни, 

повърхостни и адхезионни маркери. 

● Анализ на способността за диференциация на изолираните стволови 

клетки от орален произход към остеогенна, хондрогенна и 

адипогенна морфология чрез рутинни диференциационни протоколи. 

● Създаване на експресионни, диференциационни и пролиферационни 

профили на оралните стволови клетки от възрастен организъм. 

 

4. Материали и методи  

Проучването е одобрено от Комисията по етика на Медицински 

университет-София. Клетки са изолирани от следните структури: зъбна 

пулпа от млечни и постоянни зъби, периодонтален лигамент, апикална 

папила, гингива и алвеоларна кост на хора на възраст под 40 години без 

системни заболявания и здрав орален статус. Критериите за включване в 

това изследване изискват интактни зъби без възпаление или кариесна 

инфилтрация, независимо дали са имали напълно развити корени, дали са в 

пробив или ретинирани. Тези зъби се екстрахират като част от 

ортодонтското лечение, тъй като могат да предизвикат усложнения в 

оклузалното развитие. Критериите за изключване обхващат зъби с кухини 
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или обтурации, различни възпаления като пулпит и периодонтит (както 

остри, така и хронични), както и периапикални възпаления, което води до 

изключване на съответните зъби от изследването. Всички пациенти (или 

техни настойници), участващи в проучването, са подписали информирано 

съгласие преди вземането на пробата, съгласно решение на Етичната 

комисия на Медицински университет, СМС София (№ 4770\11.12.2018 г.). 

Всички екстракции на зъби са извършени в Катедрата по дентална, орална 

и лицево-челюстна хирургия на Факултета по дентална медицина на МУ-

София, след задълбочени ортодонтски и хирургични консултации. Не са 

извадени зъби само за това изследване. 

4.1. Изолиране и култивиране на стволови клетки  

МСК с орален произход бяха изолирани по утвърдени в литературата 

методики. Фигура 4.  

SHED бяха изолирани от рутинни екстрахирани временни зъби на 

деца при информирано съгласие от страна на техните 

родители/настойници. Непосредствено след екстракцията на временния 

зъб, благодарение на тяхната физиологична резорбция в повечето случаи 

пулпната камера е отворена и има лесен достъп за кюретирането ѝ или 

чрез нерв- екстрактор, или H-пила. Тъканта се екстрахира през 

резорбирания коренов канал на зъба. Екстрахираната пулпа се третира с 

разтвор на 3мг/мл колагеназа тип I и 4мг/мл диспаза (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) за 1 час на температура 37оС.  
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Фигура 4. Пост екстрахиран зъб. А – за презервацията на зъба след 

екстракция, се прехвърля в стерилен контейнер със стерилна среда, за 

осигуряването на стерилност на тъканите. Б – преди да се сепарира 

коронковата от кореновата част, се отстраняват всички прилежащи 

тъкани, вкл. апикална папила. В- За полесна манипулация зъбът се поставя 

в съд с плитко дъно, с малко стерилна среда, за да не се пресушава, докато 

се подготвя 
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DPSC се изолират от рутинно екстрахирани осми зъби. Коронката на 

мъдреците се почиства с 70% спирт и се прерязва посредством стерилен 

диамантен пилител на 2мм на ¾ от дебелината си, на дентиновата стена на 

емайло-циментовата граница на зъба, без да се перфорира пулпната 

камера. След това механично се разделят коронковата от кореновата част 

на зъба. От откритата пулпна камера посредством стерилен нерв-

екстрактор внимателно се екстрахира пулпата. Тъканта се третира с 

разтвор на 3мг/мл колагеназа тип I и 4мг/мл диспаза (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) за 1 час на температура 37оС. 

PDLSC се изолират от рутинно екстрахирани зъби. След 

екстракцията е важно да имаме наличен здрав корен на зъба. След 

механичното сепариране на короната от корена и отстраняване на пулпата 

от вътрешността на корена. Самата коренова структура се третира с 

разтвор на 3мг/мл колагеназа тип I и 4мг/мл диспаза (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) за 1 час на температура 37оС.  

SCAP се изолирани от рутинно екстрахирани осми зъби с 

незавършено кореново развитие. След екстракцията на зъб с незавършено 

кореново развитие оператора се старае да запази и да не контаминира 

апикалната папила. Тъй като растежния орган е на върха на развиващия се 

зъб, около нея няма предпазни структури и тя лесно може да бъде 

контаминирана. Със стерилен скалпел и пинцета се сепарира апикалната 

папила от пулпата. Те имат ясно изразена анатомична и морфологична 

граница и лесно могат да бъдат отдиференцирани една от друга. 

Непосредствено след разделянето апикалната папила се третира с разтвор 

на 3мг/мл колагеназа тип I и 4мг/мл диспаза (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) за 1 час на температура 37оС. 

BMSC се изолират при рутинна екстракция на осми зъб с алвеоларна 

кост инфилтрирана бифуркацията на кореновата структура или при 
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усложнена на ретиниран или полуретиниран осми зъб. При изолирането на 

стволови клетки от алвеоларна кост в зависимост от големината на парчето 

кост се натрошава на по малки парчета или се третира директно с разтвор 

на 3мг/мл колагеназа тип I и 4мг/мл диспаза (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) за 1 час на температура 37оС. 

GMSC се изолират при рутинно отстраняване на гингивална тъкан 

при многобройни хирургични интервенции в устната кухина. При 

изолиране на гингивални мезенхимни стволови клетки, в зависимост от 

големината на количеството тъкан, то се сепарира на малки парчета или се 

третира директно с разтвор на 3мг/мл колагеназа тип I и 4мг/мл диспаза 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) за 1 час на температура 37оС.  

Получената клетъчна суспензия от всеки от гореописаните източници се 

центрофугира за 5 минути при 1400 об/мин. Супернатантата се отстранява, 

а утаените клетки се ресуспендират в клетъчна среда и се засяват в 2 см 

петриеви панички. Клетъчната среда съдържа хранителна среда Dulbecco’s  

с добавен 100 U/мл пеницилин, 100 µг/мл стрептомицин, 0,25 µг/мл 

амфотерицин и 20% фетален телешки серум (FBS) (Sigma-Aldrich). При 

достигане на 80-90% конфлуентност (средно 5-7 дни след засяването) 

клетките се отделят от петриевите панички чрез третиране с 0,05% 

трипсин (Invitrogen). Отлепените клетки се центрофугират (5 мин. при 

1400 об/мин), ресуспендират (DMEM с добавка 100 U/мл пеницилин, 100 

µг/мл стрептомицин, 0,25 µг/мл амфотерицин (Antibiotic-Antimycotic, 

Invitrogen) и 10% фетален телешки серум (FBS) и засяват с гъстота  от 

5х103 до 1х104клетки/см2 в матраци за клетъчно култивиране. 

4.2 Характеризиране на стволови клетки от зъбен произход 

Характеризирането на DPSC, SHED, PDLSC, SCAP, BMSC и GMSC 

бе осъществено чрез имунофлуоресценция посредством антитела срещу 
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множество стволово-клетъчни и диференциационни маркери. Използвани 

са следните антитела: конюгирани с алофикоцианин миши анти-човешки 

CD271 (Miltenyi Biotec), конюгирани с фикоеритрин плъши анти-човешки 

CD49f (Thermo Fisher Scientific Inc.), миши анти-човешки STRO1, COL1a2, 

COL3a1, виментин, нестин, CD44H , DSPP, 3/4 октомври (Santa Cruz 

Biotechnology), миши античовешки ALP (Sigma-Aldrich), заешки 

античовешки CK19 (Abcam), флуоресцеин-конюгиран миши античовешки 

CD146 (RnD Systems). Първичните неконюгирани антитела бяха при 

разреждания 1:250; конюгираните антитела в експеримента бяха в 

разреждания 1:1000.  Високопроизводителен имунофлуоресцентен 

анализ.Клетките се инкубират със следните конюгирани антитела: 

конюгирани с алофикоцианин миши анти-човешки CD271 (Miltenyi 

Biotec), конюгирани с фикоеритрин плъши анти-човешки CD49f (Thermo 

Fisher Scientific Inc.), миши анти-човешки конюгирани с фикоеритрин 

CD90 (Beckman Coulter International SA) и Alexa Fluor 568-конюгиран 

заешки анти-човешки Sox 9 (Abcam). Използвани са следните първични 

неконюгирани антитела: миши анти-човешки ALP (Sigma-Aldrich), миши 

анти-човешки CD71, CD117, COL1a2, COL3a1, виментин, нестин, CD44H, 

Oct 3/4, CD146 (Santa Cruz Biotechnology), миши античовешки BMP4 и 

FGF7 (RnD Systems). 

Първичните неконюгирани антитела се използват при разреждания 

1:250; конюгираните антитела в експеримента бяха в разреждания 1:1000. 

За имунофлуоресцентен анализ клетките се посяват в 96-ямкови плаки 

(ТРР; 5000 клетки/cm2). След достигане на субконфлуенция, клетките се 

фиксират с 4% формалдехид за 30 минути и след това се промиват 3 пъти с 

PBS, последвано от 30 минути инкубиране с 1% говежди серумен албумин. 

Стъпка на пермеабилизация, състояща се от клетъчна инкубация с 0,05% 

Tween20 (ICN Biomedicals Inc.) за 10 минути и с 0,05% Triton X-100 
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(Calbiochem, Merck) за 30 минути, беше извършена за улесняване на 

оцветяването на вътреклетъчния маркер. След инкубиране с антитела и 

промиване с PBS 3 пъти, пробите впоследствие бяха насрещно оцветени с 

DAPI (4,6-диамидино2-фенилиндол; Invitrogen) за 15 минути, за да се 

визуализират ядрата. Клетъчните култури бяха наблюдавани с IN Cell 

Analyzer 6000 система за изобразяване/лазерна конфокална прорезна 

система (GE Healthcare). Клетките се посяват в 96-ямкови плаки за 

клетъчен анализ с високо съдържание. Бяха заснети тридесет и шест 

зрителни полета (увеличение х20). Анализът беше извършен чрез IN Cell 

Analyzer Workstation 3.7.3 (GE Healthcare). IN Cell Analyzer Workstation 

3.7.3 разпознава и анализира ядрата, цитозолната и фоновата 

флуоресценция между 2800 и 14 000 клетки на маркер. Преброихме в 

клетъчния канал броя на клетките със стойности на съотношението 

цитозолна флуоресценция/фонова флуоресценция ≥1,1 (отрицателни 

клетки) и <3 (автофлуоресценция) и представихме данните в таблицата 

като процент от общия брой клетки. 

IN Cell Analyzer 6000 е автоматизиран микроскоп, предназначен за 

бързо, автоматизирано изобразяване и анализ на фиксирани и живи клетки. 

Основният метод за изобразяване е флуоресцентна микроскопия.Фигура 5.  

 

Фигура 5. IN Cell Analyzer 6000 (фигура взета от ръководство за 

употреба на IN Cell Analyzer 6000) 
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При флуоресцентна микроскопия пробата (например човешка 

клетка) се оцветява с едно или повече багрила, които се свързват с 

определени структури от интерес в пробата. Багрилата са предназначени да 

флуоресцират, когато са осветени със специфични дължини на вълната на 

светлината; флуоресцентната светлина, която се излъчва, също е с 

определена дължина на вълната. По време на изобразяване пробата се 

осветява от светлина с определена дължина на вълната. Това кара всички 

багрила със съвпадащи профили на възбуждане да излъчват светлина. 

Обективна леща събира флуоресцентната светлина, излъчвана от пробата, 

и се използват различни оптики за насочване на светлината към много 

чувствителна CMOS камера. Изображенията, направени с тази камера, 

могат да покажат например външния вид и позицията на структурите в 

пробата. 

Работната станция е компютърна система, използвана за управление 

на IN Cell Analyzer 6000. Работната станция изпълнява софтуер за 

дефиниране и настройка на експерименти с изображения, провеждане на 

експерименти и анализиране на получените изображения. Всички 

контроли на системата IN Cell Analyzer 6000 са достъпни чрез графичния 

потребителски интерфейс (GUI) на работната станция. Работната станция 

комуникира с Imager чрез Ethernet връзка. 

Имиджър 

Imager съдържа всички други части на INCell Analyzer 6000, включително: 

• Лазери за възбуждане - изберете определени цветове на светлината, за да 

възбудите един флуорофор наведнъж, избрани да покриват стандартните 

диапазони на възбуждане на багрилото и флуоресцентния протеин. 

• Купола на обектива - снабдена с четири обектива, включително до два 

обектива, съдържащи нашийници за автоматизирана сферична аберация. 
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• Модул за лазерно автоматично фокусиране - Лазерен лъч се насочва през 

обектива и се фокусира върху целта. Докато z-оста се премества, 

фотосензор наблюдава отразения лъч, за да определи точната позиция на 

целта. Тази информация се връща обратно към контролния компютър, така 

че следващите изображения, направени от пробата, да са в най-добрата 

равнина на фокус. 

• Поставка – Пробата се поставя в носеща плоча, която се премества върху 

оптиката, за да изобрази различни области на пробата. Носещата плоча 

лежи върху гладка плоча, за да се осигури постоянно движение. 

 • Емисионни филтри - позволяват определени цветове на излъчената 

светлина само от един флуорофор да достигнат до камерата. За улавяне на 

светлината и създаване на изображения се използва охладена CMOS 

камера. 

• Камера - охлаждаща CMOS камера се използва за улавяне на светлината 

и създаване на изображения. 

• Боравене с течности (по избор) – включва позициониращ портал, 

оборудван с една спринцовка и игла за прехвърляне на течност от източник 

до нейното местоназначение. Течните проби се аспирират или от бутилка 

за проби, или от определени места на плоча за проби и се разпределят в 

точни количества в ямки в плоча за проби. Системата поддържа аспирация 

и дозиране от 96 - и 384-ямкови плаки и се почиства лесно с помощта на 

станция за измиване, свързана с бутилка с почистващ разтвор. 

• Контролна електроника - Imager съдържа бордови компютър и множество 

персонализирани платки за получаване на команди от работната станция и 

преобразуване на тези команди в движение и изображения. 

Имиджърът е покрит с капаци, за да предпази от светлина и прах. 

Емисионната оптика е в среда с положително налягане, за да се поддържа 
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чиста. Филтър на всмукателния отвор гарантира, че в тази зона е разрешен 

само чист въздух. 

IN Cell Analyzer 6000 използва 5 лазера, за да осигури възбуждащо 

осветление.Таблица 1.  

Дължина на вълната 

(nm) 

Мощност (mW) 

405 100 

188 25 

561 30 

640 50 

785 (Autofocus only) 50 

Таблица 1. Дължина на вълната и начална изходна мощност на лазера.  

 

4.3 RT-PCR  

РНК се изолира от 80% конфлуентни клетки от 25 cm2 колба с 

RNeasy Plus Mini Kit, след това се превръща в cDNA с FastLane Cell cDNA 

Kit и се анализира с RT2 Profiler PCR Array, Human Extracellular Matrix & 

Adhesion Molecules Array (PAHS 013ZE; QIAGEN). 

RT-PCR (обратна транскрипция-полимеразна верижна реакция) е от 

съществено значение за превръщането на РНК в ДНК чрез обратна 

транскрипция и други приложения и диагностика в молекулярната 

биология. Това е високочувствителна техника за количествено определяне, 

откриване на РНК и амплифициране на специфични ДНК сегменти за 

анализ. 
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4.1.1 Праймери и ензими  

Когато се извършва RT-PCR в реално време, праймерите и ензимът 

за обратна транскрипция трябва да бъдат внимателно избрани. Праймерите 

трябва да позволяват обратна транскрипция на всички интересни мишени, 

а обратната транскриптаза трябва да дава количества сДНК, които точно 

представят оригиналните количества на РНК, за да се осигури точно 

количествено определяне. В допълнение, ефектите на компонентите на RT 

реакцията върху последващата PCR в реално време трябва да бъдат 

сведени до минимум. 

За да се извърши PCR, като се използва РНК като начална матрица, 

РНК трябва първо да бъде обратно транскрибирана в сДНК в реакция на 

обратна транскрипция (RT). RT и PCR могат да се извършват или 

последователно в една и съща епруветка (едноетапна RT-PCR) или отделно 

(двуетапна RT-PCR). Едноетапната RT-PCR изисква ген-специфични 

праймери. За нашето изследване използвахме двуетапна RT PCR. 

4.1.2 Едностъпков RT-PCR  

Едноетапната RT-PCR комбинира обратна транскрипция и PCR 

амплификация в една реакция, докато двуетапната RT-PCR разделя тези 

етапи, предлагайки гъвкавост при избора на праймер и потенциал за 

множество анализи от един cDNA синтез. 

RT-PCR в реално време може да се проведе в двуетапна или 

едноетапна реакция. С двуетапна RT-PCR, РНК първо се транскрибира 

обратно в сДНК с помощта на олиго-dT праймери, произволни олигомери 

или ген-специфични праймери. Аликвотна част от реакцията на обратна 

транскрипция след това се добавя към PCR в реално време. Възможно е да 

избирате между различни видове RT праймери, в зависимост от 

експерименталните нужди. Използването на олиго-dT праймери или 
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произволни олигомери за обратна транскрипция означава, че няколко 

различни транскрипта могат да бъдат анализирани чрез PCR от една RT 

реакция. В допълнение, ценни РНК проби могат незабавно да бъдат 

транскрибирани в по-стабилна сДНК за по-късна употреба и дългосрочно 

съхранение. 

При едноетапна RT-PCR — наричана също еднотръбна RT-PCR — и 

обратната транскрипция, и PCR в реално време се извършват в една и съща 

епруветка, като обратната транскрипция предшества PCR. Това е 

възможно благодарение на специализирани реакционни химии и циклични 

протоколи (вижте Условия за едноетапна RT-PCR). Бързата процедура 

позволява бърза обработка на множество проби и е лесна за 

автоматизиране. Намаленият брой стъпки на манипулиране води до висока 

възпроизводимост от проба до проба и минимизира риска от замърсяване, 

тъй като са необходими по-малко манипулации. 

4.1.3 Праймери за обратна транскриптаза  

Изборът на праймери за обратна транскрипция зависи от това дали се 

извършва едноетапна или двуетапна RT-PCR. В едноетапната RT-PCR 

праймерът за PCR надолу по веригата е също праймерът за обратна 

транскрипция. Следователно, едноетапна RT-PCR винаги се извършва с 

ген-специфични праймери. В двуетапна RT-PCR, 3 вида праймери и техни 

смеси могат да се използват за обратна транскрипция: олиго-dT праймери 

(обикновено 13-18мери), произволни олигомери (като хексамери, октамери 

или нономери) или ген -специфични праймери (вижте таблицата 

„Пригодност на типовете праймери за RT-PCR“). Ако се използват олиго-

dT праймери, само иРНК ще бъдат обратно транскрибирани, започвайки от 

поли-А опашката в 3' края. Случайните олигомери ще позволят обратна 

транскрипция от цялата РНК популация, включително рибозомна РНК, 

трансферна РНК и малки ядрени РНК. Тъй като обратната транскрипция се 
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инициира от няколко позиции в РНК молекулата, това ще доведе до 

относително къси сДНК молекули. За сравнение, ген-специфичните 

праймери позволяват обратна транскрипция на специфичен транскрипт. 

Универсален метод за праймиране за етапа на RT на двуетапна RT-

PCR в реално време трябва да позволи амплификация и откриване на всеки 

PCR продукт, независимо от дължината на транскрипта и позицията на 

ампликона, и да постигне това с висока чувствителност и 

възпроизводимост. 

4.1.4 Изисквания за двустъпков RT-PCR  

В двуетапна RT-PCR, добавянето на завършената реакция на обратна 

транскрипция към последващата реакция на амплификация прехвърля не 

само cDNA шаблон, но също и соли, dNTPs и RT ензим. RT реакционният 

буфер, който има различен солев състав от този на буфера за PCR в реално 

време, може да повлияе неблагоприятно върху работата на PCR в реално 

време. Въпреки това, ако RT реакцията образува 10% или по-малко от 

крайния PCR обем в реално време, производителността няма да бъде 

значително засегната. Използването на 3 µl RT реакция в 20 µl PCR (т.е. 

15% от крайния обем) може да доведе до значително инхибиране на PCR в 

реално време. Препоръчваме да тествате разрежданията на RT реакцията в 

PCR в реално време, за да проверите линейността на анализа. Това помага 

да се елиминират всякакви инхибиторни ефекти на RT реакционната смес, 

които могат да повлияят на точното количествено определяне на 

транскрипта. 

4.1.5 Ефект на вторичната структура на РНК  

Вторичната структура на РНК може да повлияе на RT-PCR по 

няколко начина. Регионите на РНК със сложна вторична структура могат 

да причинят спиране или дисоцииране на обратната транскриптаза от РНК 
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матрицата (вижте фигурата Ефекти на сложната вторична структура върху 

RT-PCR: RT ефекти). 

Скъсените сДНК, липсващи надолу по веригата място за свързване 

на праймера, след това не се амплифицират по време на PCR. Като 

алтернатива, обратната транскриптаза може да прескочи примкови региони 

на РНК, които след това се изключват от синтезираната кДНК. В етапа на 

PCR тези сДНК с вътрешни делеции се амплифицират и изглеждат като 

съкратени PCR продукти. В идеалния случай обратната транскриптаза не 

трябва да се влияе от вторичната структура на РНК и трябва да може да 

транскрибира обратно всеки шаблон, без необходимост от оптимизиране 

на реакцията. 

При високо съдържание на GC тясната връзка на РНК:ДНК хибриди 

може да попречи на свързването на праймера по време на PCR и да 

попречи на прогресирането на ДНК полимеразите (вижте фигурата Ефект 

на високо съдържание на GC върху RT-PCR: PCR ефекти). РНКаза Н 

премахва РНК в РНК:ДНК хибриди, за да позволи праймерно свързване и 

синтез на втора верига на ДНК. По-рано беше показано, че смилането на 

RNase H подобрява добива на RT-PCR и е необходимо за амплификация на 

някои последователности, дори толкова къси, колкото 157 bp. 

4.1.6 Ензими използвани за RT-PCR  

RT-PCR позволява анализ на РНК с помощта на комбинация от 

обратна транскрипция и PCR. кДНК се синтезира от РНК шаблони с 

помощта на обратни транскриптази — РНК-зависими ДНК полимерази, 

обикновено изолирани от различни ретровирусни източници (напр. от 

птичи миелобластозен вирус [AMV] или вирус на миша левкемия на 

Moloney [MMLV]). 
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Въпреки че термостабилните ДНК полимерази като Tth ДНК 

полимераза също проявяват обратна транскриптазна активност при 

специфични условия, тези ензими не са толкова ефективни за обратна 

транскрипция, колкото мезофилните обратни транскриптази. 

Едноверижната сДНК, получена чрез обратна транскрипция, е по-

податлива на неспецифично отгряване на праймера при по-ниски 

температури, отколкото двойно-верижната ДНК (напр. геномна ДНК). 

Неспецифичното отгряване може да доведе до лоша специфичност на 

амплификацията, което, особено когато се комбинира с ограничаващо 

количество на сДНК или ниско изобилие на транскрипт, води до намалена 

чувствителност и лоша възпроизводимост. Специфичността на 

амплификацията е от решаващо значение за успешната RT-PCR и се 

постига най-добре чрез комбиниране на иновативни буферни разтвори със 

специално модифицирани обратни транскриптази и PCR с горещ старт. 

4.1.7 Мултиплексен PCR и RT-PCR  

При мултиплексна PCR в реално време няколко геномни ДНК цели 

се определят количествено едновременно в една и съща реакция. 

Мултиплексната RT-PCR в реално време е подобен метод, позволяващ 

едновременно количествено определяне на няколко РНК мишени в една и 

съща реакция. Процедурата може да се извърши или като двуетапна RT-

PCR, или като едноетапна RT-PCR. 

Мултиплексната PCR и RT-PCR предлагат много предимства за 

приложения като анализ на генна експресия, мониторинг на вирусния 

товар и генотипиране. Целевият(те) ген(и), както и вътрешната контрола се 

ко-амплифицирани в една и съща реакция, елиминирайки променливостта 

от ямка до ямка, която би възникнала, ако се извършат отделни реакции на 

амплификация. Вътрешният контрол може да бъде или ендогенен ген, 
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който не варира в експресията между различните проби (напр. домакински 

ген; вижте таблицата Гени за домакинство, които обикновено се използват 

като ендогенни референции), или екзогенна нуклеинова киселина. За 

мониторинг на вирусния товар, използването на екзогенна нуклеинова 

киселина като вътрешен контрол позволява да бъдат проверени следните 

параметри: успехът на подготовката на пробата, липсата на инхибитори и 

успехът на PCR. Мултиплексният анализ осигурява висока прецизност при 

относителното количествено определяне на гена, където количеството на 

целевия ген се нормализира към количеството на контролния референтен 

ген. Количественото определяне на множество гени в една реакция също 

така намалява разходите за реагенти, запазва ценния материал на пробата и 

позволява увеличена производителност. 

Мултиплексната PCR и RT-PCR стават възможни чрез използването 

на специфични за последователността сонди, всяка от които е белязана с 

отделно флуоресцентно багрило и подходяща гасителна част. Това 

означава, че емисионните максимуми на багрилата трябва да бъдат ясно 

разделени и не трябва да се припокриват един с друг. В допълнение, 

реакциите трябва да се извършват на подходящ цикъл в реално време, 

който поддържа мултиплексен анализ (т.е. възбуждане и откриване на 

няколко незастъпващи се багрила в една и съща ямка или епруветка). 

4.2 Тествани гени  

Експресията на 84 отделни гена, важни за взаимодействието клетка-

клетка и клетка-матрикс, беше измерена следвайки инструкциите на 

производителя. 

Клетките бяха тествани за молекули на клетъчна адхезия и молекули 

на ECM. 
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4.2.1 Молекулите на клетъчната адхезия включват трансмембранни 

рецептори: ITGA1, ITGA2, ITGA3, ITGA4 (CD49D), ITGA5, ITGA6, 

ITGA7, ITGA8, ITGAL, ITGAM, ITGAV, ITGB1, ITGB2, ITGB3, ITGB4, 

ITGB5, CD44, CDH1 (E-cadherin), HAS1, ICAM1, MMP14, MMP15, 

MMP16, NCAM1, PECAM1, SELE, SELL (LECAM-1), SELP, SGCE, SPG7, 

и VCAM1.  

4.2.2.  Клетъчно-клетъчни адхезионни гени: CD44, CDH1 (E-cadherin), 

COL11A1, COL14A1, COL6A2, CTNND1, ICAM1, ITGA8, и VCAM1. 

4.2.3 Клетъчно-извънклетъчна матрична адхезия: ITGA1, ITGA2, ITGA3, 

ITGA4 (CD49D), ITGA5, ITGA6, ITGA7, ITGA8, ITGAL, ADAMTS13, 

CD44, ITGAM, ITGAV, ITGB1, ITGB2, ITGB3, ITGB4, ITGB5, SGCE, 

SPP1, и THBS3. 

4.2.4 Други клетъчно адхезионни молекули: ANOS1, CCN2, CLEC3B, 

CNTN1, COL12A1, COL15A1, COL16A1, COL5A1, COL6A1, COL7A1, 

COL8A1, CTNNA1, CTNNB1, CTNND2, FN1, LAMA1, LAMA2, LAMA3, 

LAMB1, LAMB3, LAMC1, THBS1 (TSP-1), THBS2, TNC, VCAN, VTN. 

4.2.5 ECM молекулите включват компоненти на базалната мембрана: 

COL4A2, COL7A1, LAMA1, LAMA2, LAMA3, LAMB1, LAMB3, LAMC1 и 

SPARC. 

4.2.6 Колагени и структурни съставки на ECM: COL1A1, COL4A2, 

COL5A1, COL6A1, COL6A2, COL7A1, COL8A1, COL11A1, COL12A1, 

COL14A1, COL15A1, COL16A1, ANOS1, и FN1. 

4.2.7 Протеази ECM: ADAMTS1, ADAMTS13, ADAMTS8, MMP1, MMP2, 

MMP3, MMP7, MMP8, MMP9, MMP10, MMP11, MMP12, MMP13, MMP14, 

MMP15, MMP16, SPG7, и TIMP1. 

4.2.8 Протеазни инхибитори ECM  : ANOS1, COL7A1, THBS1 (TSP-1), 

TIMP1, TIMP2, и TIMP3. 
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4.2.9 Други ECM молекули: CCN2, CLEC3B, ECM1, HAS1, SPP1, TGF-b1, 

THBS2, THBS3, TNC, VCAN, и VTN. 

4.3 Адипогенна, хондрогенна и остеогенна in vitro 

диференциация  

Всички клетъчни култури са подложени на адипогенни, хондрогенни 

и остеогенни пътища на диференциация чрез добре установени 

методологии. Започвайки с началния етап на засяване, клетките, 

представляващи шестте различни типа, бяха разпределени в 6-ямкови 

плаки с изчислена плътност от 5000 клетки/cm2, с цел равномерно 

разпределение и прикрепване на клетките. С напредването на културите, 

достигайки критичен праг от 70% до 80% сливане, настъпи основен 

преход. В този момент стандартната среда за клетъчна култура беше 

заменена със специализирана среда за диференциация, съобразена с 

нуждите на всяка специфична линия и сигналите за развитие. 

Формулировката на остеогенната среда се състои от 10 mM β-

глицерофосфат, 100 nM дексаметазон и 50 mM аскорбинова киселина, 

подхранващи образуването на костна тъкан. 

Адипогенната среда се състои от разтвор, включващ 50 mM 

дексаметазон, 500 nM изобутил метил ксантин и 1 mg/mL инсулин, чиято 

цел е да предизвика сложната каскада от събития, водещи до 

диференциация на адипоцитите. 

Хондрогенната среда включва 100 nM дексаметазон, 100 mM 

аскорбинова киселина и 5 ng/mL трансформиращ растежен фактор-b1 

(TGF-b1) за диференциация на хондроцитите. Тази комбинация от 

растежни фактори и химични индуктори има за цел да имитира 

физиологичната микросреда, благоприятна за хондрогенна диференциация. 
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След въвеждането на тези специализирани среди, клетките бяха 

инкубирани с тях в продължение на десет дни, през които 

диференциационните среди бяха усърдно подменяни на всеки втори или 

трети ден, за да се поддържат оптимални условия за обвързване на 

линията. След завършване на този инкубационен период, културите се 

подлагат на фиксиране с помощта на 4% параформалдехид за 20 минути, 

последвано от щателна стъпка на изплакване с 1X PBS, за да се подготвят 

за последващи процедури на оцветяване. 

Освен това, пробите бяха оцветени с Alizarin red S, Alcian blue и 

маслено червено O, всяка избрана за селективно подчертаване на различни 

маркери на остеогенна, хондрогенна и адипогенна диференциация, 

съответно. Този процес на оцветяване, извършен в продължение на 10 до 

20 минути при стайна температура, улеснява визуализацията и 

количественото определяне на специфични за линията маркери в 

култивираните клетки. 

Накрая, излишното багрило беше отстранено чрез серия от нежни 

измивания с 1X PBS, гарантирайки запазването на клетъчната цялост и 

точното тълкуване на резултатите от оцветяването. Диференцираните 

клетки, сега подготвени за оценка, бяха проверени с помощта на фазово-

контрастна микроскопия, което позволява подробно изследване и 

качествена оценка на техния ангажимент по линия и статус на 

диференциация. 

4.4 Статистически анализ  

Праговият цикъл (Ct) за всяка ямка се определя от софтуер за цикъл 

в реално време. Разликите в статистическата значимост в средните 

стойности на Ct бяха определени с RT2 Profiler PCR Array Data Analysis 

Software (Центърът за анализ на данни GeneGlobe, достъпен в публичното 
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пространство на https://geneglobe.qiagen.com/bg/analyze). Разликата се 

счита за значителна (P <.05) и по-голяма от 2,0-кратна промяна. 

Референтни гени за нормализиране на RT-PCR данни бяха GAPDH и b-2 

микроглобулин (B2M). За клетъчен анализ с високо съдържание, данните 

за общ брой около 10 000 клетки бяха анализирани с помощта на SigmaPlot 

13.0 (Systs Software Inc.). Флуоресцентната фракция, определена чрез 

разделяне на цитозолната флуоресценция с фоновата флуоресценция, беше 

използвана във всички анализи. Неоцветените клетки бяха сравнени с 

оцветените клетки с помощта на теста Mann-Whitney U (непараметричен, 

несдвоен) и P <.05 се счита за статистически значимо. За преброяване на 

клетки, анализът на дисперсията (ANOVA), последван от пост-хок анализ 

на Bonferroni с < 0,05 като значим, беше извършен с помощта на IBM SPSS 

23 (SPSS Inc.). 

5. Резултати  

Шест типа OCSC (орални стволови клетки) бяха успешно изолирани 

и култивирани при стандартни условия за клетъчно култивиране. 

Изолираните клетки се характеризираха с  фибробластоподобна форма , 

характерна за мезенхимните стволови клетки: . При стандартно 

култивиране, клетките достигнаха 80% до 90% конфлуентност за период от 

7 до 10 дни (фигура 6). Всички шест типа клетки бяха успешно 

култивирани до пети пасаж, като запазиха своите морфологични и 

функционални характеристики. 

Процесът на изолиране и култивиране беше внимателно наблюдаван, 

като се обръщаше внимание на ключовите параметри на растеж и развитие 

на клетките. Важно беше да се поддържат оптимални условия за 

култивиране, включително подходяща среда, температура и влажност, за 

да се осигури стабилен растеж и размножаване на клетките. При всеки 

пасаж се проверяваха жизнеността и морфологията на клетките, за да се 

https://geneglobe.qiagen.com/bg/analyze
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гарантира, че те остават в състояние, подходящо за бъдещи изследвания и 

приложения. 

 

Фигура 6. Изолирани стволови клетки, заснети на светлинен микроскопо. 

Увеличение х20. 

5.1 Имунофлуоресценция  

След изолирането и култивирането на хетерогенните клетъчни 

култури, те бяха подложени на задълбочен имунофлуоресцентен анализ, за 

да се определи експресията на различни вътреклетъчни и клетъчно 

повърхностни маркери. Този качествен анализ разкри постоянната 

експресия на маркери, характерни за мезенхимни стволови клетки, като 

нестин, виментин, CD44H, CK19, ALP, STRO1, CD271, CD49f, CD146 и 

Oct 3/4. 



110 
 

Фигура 7. Характеристика на мезенхимни стволови клетки от орален произход. 
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Конфокални микроскопски снимки с различни поръхности имунофлуоресцентни 

маркери експресиращи се от BMSC - Mезенхимните стволови клетки от костен мозък, 

DPSC - Стволови клетки от зъбна пулпа, SHED - Стволови клетки от пулпа на 

временни зъби, PDLSC - Стволови клетки от пародонтален лигамент, SCAP - 

Стволови клетки от апикалната папила, GMSC - Гингивални мезенхимни стволови 

клетки. Увеличение х20. 

Освен това, бяха идентифицирани специфични маркери за 

диференциация, като Col1a2, Col3a1 и DSPP, които са тясно свързани със 

зъбните тъкани. Това откритие подчертава потенциала на тези клетки за 

приложения в денталната регенеративна медицина. Визуалното 

представяне на резултатите от имунофлуоресцентния анализ е показано на 

Фигура 7, където ясно се вижда експресията на споменатите маркери. 

Имунофлуоресцентният анализ беше проведен с голяма прецизност, 

използвайки антитела, специфични за всеки от маркерите. Това позволи 

точното локализиране и идентифициране на маркерите в клетките. 

Резултатите потвърждават високата степен на хетерогенност и потенциала 

за мултипотентност на култивираните клетки, като предоставят важна 

информация за бъдещото им използване в различни терапевтични 

приложения. 

Въз основа на тази качествена оценка беше предприето по-подробно 

изследване с помощта на високопроизводителни имунофлуоресцентни 

техники. Този подход позволи полуколичествен анализ на нивата на 

експресия на маркери в различните типове клетки. Резултатите разкриват 

специфични вариации в профилите на експресия на маркерите на 

мезенхимни стволови клетки сред тестваните популации. 

Трябва да се отбележи, че виментинът беше равномерно експресиран 

във всички типове клетки. Експресията на CD44 беше широко 

разпространена във всички типове клетки, с изключение на SCAP.  
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Различните типове клетки показаха специфични модели на експресия 

на определени маркери. DPSC, SCAP, PDLSC и SHED показаха повишени 

нива на CD146, CD271, CD49f, Oct 3/4 и Sox 9.  

Наблюдава се4 повишена експресия на CD271 в PDLSC  и високи 

нива на CD49f в SCAP. Също така, високата експресия на CD146 и Sox 9 в 

DPSC илюстрира специфичните им роли и потенциални функции.  

Експресията на Oct 3/4 беше преобладаваща във всички групи, с 

изключение на GMSC. Интересно е да се отбележи, че FGF7 има висока 

експресия  експресия единствено в PDLSC, което може да е индикатор за 

специализирани функции на тези клетки. Nestin е/беше открит както в 

PDLSC, така и в DPSC, докато BMP4 показваше преобладаваща експресия 

в SCAP, макар и в по-малка степен в DPSC, отразявайки разнообразието в 

регулаторните механизми и функционалните потенциали на тези клетки. 

Този подробен полуколичествен анализ предоставя ценна 

информация за специфичните характеристики и потенциала на различните 

популации стволови клетки.  Тези резултати също така демонстрират 

значението на използването на високопроизводителни техники за по-добро 

разбиране на биологичните свойства и потенциала на различните типове 

стволови клетки. Таблица 2. 
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  Таблица 2. Процентна експресия на маркери в стволови клетки от орален 

произход. Червено  - cell count >10<20% ; Оранжево – cell count >20<50%;  Зелено - 

cell count above 50%. BMSC - Mезенхимните стволови клетки от костен мозък, DPSC - 

Стволови клетки от зъбна пулпа, SHED - Стволови клетки от пулпа на временни зъби, 

PDLSC - Стволови клетки от пародонтален лигамент, SCAP - Стволови клетки от 

апикалната папила, GMSC - Гингивални мезенхимни стволови клетки 

5.2 RT-PCR  

В нашето проучване проведохме обширен анализ на шест различни 

клетъчни групи, като всяка от тях беше оценена за експресията на 84 

специфични гена. Контролната група беше BMSC (костномозъчни 

мезенхимни стволови клетки). Сред изследваните гени, значителна 

свръхекспресия на LAMA2 и LAMB1 беше наблюдавана в OCSC (орални 
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стволови клетки) в сравнение с BMSC, докато ITGA7 експресията беше 

значително понижена. Гените бяха групирани в шест функционални групи. 

1. Молекулите на клетъчната адхезия включват трансмембранни 

рецептори  

Фигура 8. Експресия на гените за молекулите на клетъчна адхезия включващи 

трансмембранни рецептори. BMSC - Mезенхимните стволови клетки от костен 

мозък, DPSC - Стволови клетки от зъбна пулпа, SHED - Стволови клетки от пулпа на 

временни зъби, PDLSC - Стволови клетки от пародонтален лигамент, SCAP - 

Стволови клетки от апикалната папила, GMSC - Гингивални мезенхимни стволови 

клетки 

На фигура 8 е представена LAMA2, LAMB1, VCAN и COL14A1 с 

повишена експресия в DPSC, SCAP, SHED и GMSC спрямо контролата. 

DPSC има понижена експресия на COL4A. SHED има понижена експресия 

на LAMA3, а SCAP на LAMB3. 
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2. Клетъчно-клетъчни адхезионни гени и интегрини 

 

Фигура 9. Екпресия на клетъчно-клетъчните адхезионни гени и интегрини. 

BMSC - Mезенхимните стволови клетки от костен мозък, DPSC - Стволови клетки 

от зъбна пулпа, SHED - Стволови клетки от пулпа на временни зъби, PDLSC - 

Стволови клетки от пародонтален лигамент, SCAP - Стволови клетки от 

апикалната папила, GMSC - Гингивални мезенхимни стволови клетки 

 

DPSC има повишена експресия на  ITGA4, ITGA6, ITGB3,ITGB1 and 

ITGA8 спрямо контролата. SHED има повишена експресия ITGA4, ITGB3, 

ITGB1 and ITGA1, както епоказано на фигура 9. SCAP има повишена 

експресия на  ITGA4, ITGA6, ITGB4, ITGB1 и ITGA8. PDLSC има 

повишена експресия на  ITGA6, ITGB1 и ITGB3. GMSC има висока 

експресия  ITGA4, ITGA8, ITGB1 и ITGA2. При всички тествани групи се 

наблюдава понижена експресия на ITGA7. ITGA3 е с понижена експресия 

при SCAP, PDLSC, GMSC. Също така ITGB2  е с понижена експресия при 

GMSC. 
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3. Матриксни металопротеинази (MMP) и тъканни инхибитори на 

металопроеинази (TIMPs)  

Фигура 10. Експресия на матриксни металопротеинази (ММР) и тъканни 

инхибитори на металопротеинази (TIMPs); BMSC - Mезенхимните стволови клетки 

от костен мозък, DPSC - Стволови клетки от зъбна пулпа, SHED - Стволови клетки 

от пулпа на временни зъби, PDLSC - Стволови клетки от пародонтален лигамент, 

SCAP - Стволови клетки от апикалната папила, GMSC - Гингивални мезенхимни 

стволови клетки 

На фигура 10 се наблюдава MMP10, MMP11, MMP12, и  MMP13 са с 

висока експресия при DPSC. MMP1 иMMP3 са с висока експресия при 

SHED, докато TIMP1 е с понижена експресия при тях. MMP8, MMP10, 

MMP11 и MMP13 са с висока експресия при SCAP. MMP8, MMP11, 

MMP13, и  MMP16 се проявяват с висока експресия в PDLSC. MMP1, 

MMP3, MMP10, и  MMP11 са с висока експресия при GMSC. 
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4. Клетъчни адхезивни молекули участващи при директни клетъчни 

контакти  

Фигура 11. Експресия на клетъчни адхезивни молекули участващи при директни 

клетъчни контакти; BMSC - Mезенхимните стволови клетки от костен мозък, DPSC 

- Стволови клетки от зъбна пулпа, SHED - Стволови клетки от пулпа на временни 

зъби, PDLSC - Стволови клетки от пародонтален лигамент, SCAP - Стволови клетки 

от апикалната папила, GMSC - Гингивални мезенхимни стволови клетки 

 

На фигура 11 е представена висока експресия на CNTN1, NCAM1 и  

VCAM1 в DPSC. SHED са единствената група клетки, които проявяват 

висока експресия на гените CLEC3B, както и CNTN1 и VCAM1. При 

PDLSC се наблюдава висока експресия на CNTN1, VCAM1 и NCAM1 . 

Същите са с понижена експресия и при GMSC 

 

 

 



118 
 

5. Клетъчна сигнализация и трансдукционни гени  

Фигура 12. Експресия на клетъчна сигнализация и трансдукционни гени ;   

BMSC - Mезенхимните стволови клетки от костен мозък, DPSC - Стволови клетки 

от зъбна пулпа, SHED - Стволови клетки от пулпа на временни зъби, PDLSC - 

Стволови клетки от пародонтален лигамент, SCAP - Стволови клетки от 

апикалната папила, GMSC - Гингивални мезенхимни стволови клетки 

Всички клетки експресират CTNNB1 както е показано на фигура 12, като 

SCAP е с най-висока експресия. Докато CTNND2 се експресира само от 

GMSC. 
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6. Други ECM молекули 

 

Фигура 13. Експресия на други ECM молекули; BMSC - Mезенхимните стволови 

клетки от костен мозък, DPSC - Стволови клетки от зъбна пулпа, SHED - Стволови 

клетки от пулпа на временни зъби, PDLSC - Стволови клетки от пародонтален 

лигамент, SCAP - Стволови клетки от апикалната папила, GMSC - Гингивални 

мезенхимни стволови клетки 

На фигура 13 са представени COL16A1, THBS2, THBS3, и SGCE са с 

висока експресия в DPSC. SHED има висока експресия само в THBS2 и 

много ниска експресия в гените HAS1 и TIMP1. COL16A1, THBS2 и 

THBS3 са с висока експресия в SCAP. COL16A1 и SGCE са с висока 

ескпресия в PDLSC, докато HAS1 е с ниска експресия при тези клетки. 

THNS1 е с висока експресия при GMSC. При тях се наблюдава понижена 

експресия на TGF-β1, HAS1, и ANOS1 
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5.3 Пролиферативен профил  

Всички клетки в проучването проявяват сходни профили на 

пролиферация, които обикновено са по-високи в сравнение с клетките от 

контролната група BMSC. DPSC, SHED и PDLSC демонстрират нарастващ 

профил на пролиферация, като достигат пик при четвъртия пасаж както е 

показано на Фигура 14. Този ръст в пролиферацията може да отразява 

тяхната способност за самообновление и бързо размножение, което е от 

значение за тяхната роля в тъканната регенерация и лечението на различни 

патологии. 

 

Фигура 14. Клетъчно броене на клетки от  BMSC - Mезенхимните стволови 

клетки от костен мозък, DPSC - Стволови клетки от зъбна пулпа, SHED - Стволови 

клетки от пулпа на временни зъби, PDLSC - Стволови клетки от пародонтален 
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лигамент, SCAP - Стволови клетки от апикалната папила, GMSC - Гингивални 

мезенхимни стволови клетки между 1ви и 4ти пасаж. 

От друга страна, SCAP и GMSC проявяват най-висок 

пролиферативен капацитет в ранните пасажи, като достигат върха си във 

втория пасаж. Този резултат може да бъде свързан с техните особени 

характеристики и произход от различни тъкани, което може да има 

влияние върху тяхната скорост на пролиферация и потенциала им за 

клетъчно размножаване. 

В сравнение с това, BMSC продължават да проявяват стабилна 

пролиферация през всички пасажи, като това може да отразява тяхната 

стабилност и добра реакция на клетъчните култури. 

Статистическият анализ, извършен с помощта на ANOVA (анализ на 

дисперсията), показва статистически значими разлики между всички 

групи. Това подчертава важността на клетъчния профил на 

пролиферацията и разнообразието от клетъчни отговори в зависимост от 

техния произход и характеристики. Тези наблюдения предоставят ценна 

информация за разбирането на биологичните особености на различните 

клетъчни типове и тяхната потенциална приложимост в медицинската 

практика. (P <.05; Фигура 3). 

5.4 Потенциал за многолинейна диференциация 

За да разширим нашето изследване на свойствата на стволовите 

клетки, които сме изолирали, извършихме оценка на тяхната способност за 

многолинейна диференциация. Всички изследвани клетки от устната 

кавита преминаха през специфични процеси на диференциация. Фигура 15 

представя подробно състоянието на клетките след 10-дневно култивиране 

в специално разработена среда с добавени активни съставки. 
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Въпреки че всички клетки се диференцираха, забелязахме различия в 

тяхната готовност за конкретни видове диференциация. Например, 

способността за остеогенна диференциация беше потвърдена с оцветяване 

на клетките с Alizarin Red S след 10 дни. SCAP и BMSC показаха най-

голям потенциал за образуване на калциеви възли, последвани от GMSC. 

Фигура 15.  

Alizarin red оцветяване, след 

10 дневна остеогенна 

диференциация;  

Alcian blue оцветяване след 

10 дневна хондрогенна 

диференциация;  

Oil Red O оцветяване след 10 

дневна адипоцитна 

диференциация на клетки от 

 - Mезенхимните стволови 

клетки от костен мозък,  

 - Стволови клетки от зъбна 

пулпа,  

- Стволови клетки от пулпа 

на временни зъби,  

 - Стволови клетки от 

пародонтален лигамент,  

- Стволови клетки от 

апикалната папила,  

 - Гингивални мезенхимни 

стволови клетки;  

Увеличение х5 
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DPSC и SHED също демонстрираха способности за остеогенна 

диференциация, но в по-малка степен. В PDLSC културите способността за 

образуване на калциеви възли беше ограничена до едноклетъчни клъстери. 

Също така, клетки, подложени на адипогенна клетъчна 

диференциация, претърпяха промени в клетъчната си форма и образуваха 

вътреклетъчни липидни вакуоли, които бяха положително оцветени с 

маслено червено O. Най-силна адипоцитна клетъчна индукция беше 

забелязана в културите на PDLSC и SCAP. 

Хондрогенната клетъчна диференциация беше оценена с помощта на 

оцветяване с Alcian Blue след 10 дни. Всички клетки показаха способност 

да се диференцират в клетки, подобни на хондробласти, въпреки че 

културите на SHED претърпяха хондрогенна диференциация в по-малка 

степен. 

Тези наблюдения предоставят допълнително разбиране за 

потенциала на стволовите клетки от устната кавита за клетъчна 

регенерация и тяхната приложимост в различни аспекти на медицинската 

практика. 

6. Дискусия  

През последните десетилетия има нарастващ интерес към OCSCs 

поради лесния достъп до структурите, от които се изолират и характерните 

стволовоклетъчни свойства, които е установено, че притежават (323). Все 

още обаче липсват изчерпателни литературни научни данни, описващи 

свойствата на всички стволови клетки, получени от устната кухина. MSC, 

получени от зъбни тъкани, често са недостатъчно характеризирани, 

сравнени и описани. Обикновено учените ги сравняват с добре проучени 

стволови клетки като BMSCs (324-331). За значителен период от време 

беше широко разпространено мнението, че клетките от устната кухина 
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наподпобяват и дори представляват фибробласти  клетките бяха 

характеризирани за експресия на мезенхимни маркери, пролиферативен и 

диференциационен капацитет, но без да се характеризират за 

диференциационни маркери. Независимо че в момента фибробластната 

теория е отхвърлена, има много малко доклади които сравняват пълния 

спектър на различните стволови клетки от орален произход. По-чести 

проучвания са насочени към сравняване на отделни видове клетки 

помежду им и ключовите им ствойства, като например: Yang et al (332) 

сравняват GMSC със зъбния фоликул и Qu et al (333) показват разликата 

между DPSC и PDLSC, както и BMSC и типовете клетки на зъбния 

фоликул . В нашите настоящи условия на in vitro култура, които включват 

наличието на FBS, MSC демонстрират сравним потенциал за растеж, 

съответстващ на литературните данни (334). Нашата основна цел беше да 

проведем цялостна характеристика на тези стволови клетки, за да 

подобрим разбирането си за техните функции и свойства като стволови 

клетки. Обикновено изследванията сравняват свойствата на до 3 вида 

стволови клетки от устната кухина. Въпреки това, по време на нашето 

изследване и наблюдение на всички OCSC и различните протоколи, 

използвани за тяхното изолиране и диференциране, ние разкрихме както 

незначителни, така и големи разлики между всичките 6 от тях. В 

настоящото ни изследване нашият фокус беше върху изолирането и 

изследването на DPSC, SCAP, SHED, PDLSC и GMSC. Използвахме BMSC 

като контролни групи във всеки експеримент, следвайки предишна работа 

(335,336). Чрез разкриване и сравняване на свойствата на всички 

изолирани типове клетки, ние се стремим да предоставя изчерпателна 

информация и насоки за потенци  ални клинични приложения. 
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6.1. Стволови клетки и диференциационни маркери  

Настоящото проучване използва широка гама от маркери за пълно 

характеризиране на изолирани OCSC. Някои маркери са свързани със 

свойствата на стволовите клетки, докато други са свързани със 

специфични биологични функции. Разнообразната маркерна експресия 

сред изолираните типове клетки потвърди тяхната способност за 

многолинейна диференциация и разкри вариации в свойствата на 

стволовите клетки. Виментин, добре известен MSC маркер, показва висока 

експресия в хетерогенните култури, в съответствие с предишни доклади 

(337). Виментин е междинна нишка тип III, отговорна за поддържането на 

клетъчната форма, вътреклетъчния транспорт на молекули, клетъчната 

подвижност, фокалните адхезии и т.н. На. Доказано е, че засилва 

активирането на интегрин и рецептора за хиалуронова киселина (CD44), 

като го свързва директно (338). CD44, мезенхимен маркер, който е от 

решаващо значение за адхезията в хиалуроновата матрица, също е свързан 

с епителен-мезенхимния преход (339). Той е силно експресиран в GMSC , 

SHED и PDLSC, но не и в SCAP (340). SHED и PDLSC показват повишена 

експресия на CD44, вероятно свързана с ролята им в оралната микросреда, 

т.е. свързване и ремоделиране на екстрацелуларни фибриларни структури 

в процесите на структурна корекция на периодонталния лигамент и 

резорбция на зъбния корен . Заедно с високата експресия на виментин, 

експресията на CD44 може да означава по-голям брой недиференцирани 

мезенхимни клетки в хетерогенните SHED и PDLSC култури. Това може 

да е свързано със синтеза на пародонтални влакна и противодействие на 

дъвкателните сили, както и за SHED дентална резорбция и ексфолиация и 

пробив на постоянни зъби; ALP представлява група от протеини, критични 

в процеса на минерализация на скелета (341). Като се има предвид, че 

ектомезенхимните стволови клетки присъстват както в костните, така и в 
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ембрионалните зъбни структури, се очаква, че тези клетки, изолирани от 

не напълно развити трети молари, ще експресират ALP до известна 

степен . Данните, представени в таблицата, показват, че DPSC и SCAP 

показват най-високата експресия на ALP, следвани от PDLSC и BMC, 

докато GMSC и SHED демонстрират най-ниската експресия на този 

маркер. Повишената експресия на ALP в DPSC и SCAP вероятно е 

свързана с тяхното участие в процесите на минерализация (342). Всички 

тествани маркери в това проучване показват сходна експресия в 

контролните групи, BMSCs и GMSCs, с висока експресия на виментин и 

значителна експресия на CD71 и колаген 3. Колаген 3 обикновено се 

свързва с колаген 1 и играе значителна роля в развитието на 

съединителната тъкан (343). Освен това, нашите данни показват разлики в 

експресията на CD49f, CD146, CD271, CD117, BMP4, Sox 9, Oct 3/4, nestin 

и FGF7 сред клетъчните типове. Тези вариации се дължат на техния 

ембриологичен произход и тъканно-специфични функции. CD49F 

(интегрин а6) се експресира в различни тъкани и се свързва с 

пролиферацията на стволови клетки, включително ракови стволови 

клетки,(344) докато CD146/MCAM играе решаваща роля в остеогенната 

диференциация и образуването на кост (345). CD271 е специфичен маркер 

за характеризиране и пречистване на човешки MSCs на костен мозък (346) 

и CD117 се счита за маркер за ангиогенни стволови клетки, експресиран от 

всички наши клетъчни типове в различна степен (347). Sox 9, 

транскрипционен фактор, експресиран по време на хондрогенезата, 

поддържа своята експресия при възрастни, без да се ограничава до 

ембрионалното развитие (348). Oct 3/4 е друг маркер на стволови клетки, 

свързан с ранното клетъчно развитие и плурипотентните характеристики 

(349). Nestin регулира производството на междинен филаментен протеин и 

влияе върху деленето на прогениторни клетки, особено в нервните 

прогениторни клетки (350). BMP4 е отговорен за ангиогенезата и 
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тъканната минерализация, влияейки върху различни клетъчни функции 

(351). FGF7, растежен фактор на фибробластите, засяга предимно 

мезенхимната клетъчна пролиферация, миграция и диференциация (352). 

Нашите открития разкриха значителни вариации в експресията на маркер 

сред различните типове клетки. CD146, CD271, CD49f, Oct 3/4 и Sox 9 

показват по-високи нива в DPSC, SCAP, PDLSC и SHED. Трябва да се 

отбележи, че PDLSC показа най-високата експресия на CD271, 

надминавайки тази на BMSCs (353). SCAP показа повишени нива на 

CD49f, които са от решаващо значение за остеогенната 

диференциация,(354) докато DPSC увеличи експресията на CD146 и Sox 9, 

свързана с ембрионалното развитие и плурипотентността (355). Oct 3/4 

имаше значителна експресия във всички групи с изключение на BMSCs, 

което показва ролята му в ранното клетъчно развитие и плурипотентност, в 

съответствие с предишни проучвания (356). Освен това, ние открихме 

уникален модел на експресия на FGF7, изключителен за PDLSC, което 

предполага неговата роля в микросредата на пародонталния лигамент, 

потенциално поддържащи клетки, обърнати към оклузия сили и фактори 

на околната среда (357). Nestin присъства както в PDLSC, така и в DPSC, 

докато BMP4 се експресира предимно в SCAP. Всички типове клетки 

показаха различни и различни профили на експресия, предлагащи 

представа за разнообразните свойства на изолираните стволови клетки от 

устната кухина (358). 

6.2 Анализ на генна експресия  

ECM е динамична система от извънклетъчни протеини, 

гликопротеини и полизахариди, осигуряваща целостта и структурата на 

тъканите и предоставяйки на клетките подходящо скеле за тяхната 

функция. Ремоделирането на ЕСМ е свързано с растеж, възстановяване на 

тъкани, онкогенеза и инвазия, модулиране на имунните реакции и 
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възпаление (359). Изолираните клетки от възрастен организъм за 

изследователски цели обикновено са хетерогенни клетъчни култури. Това 

разнообразие и хетерогенност са от решаващо значение за изследването на 

стволови клетки, позволявайки изучаването на повърхностни маркери за 

специфични подгрупи клетки, включително стволови клетки. Стволовите 

клетки играят ключова роля в лечението чрез повлияване и модулиране на 

ECM, размножаване и интегриране в новообразувана тъкан.За да разберем 

този процес, ние анализирахме РНК профили, фокусирайки се върху 

протеини на повърхностно прикрепване, ECM компоненти и 

ремоделиращи ензими. Резултатите разкриват различни модели на 

експресия в тестваните клетки, категоризирани в 6 групи въз основа на 

тяхната роля в клетъчната адхезия. Нейерархичният и йерархичен 

клъстерен анализ показва корегулирани гени в групите, което предполага 

двойки като DPSC/BMSC, SHED/GMSC и SCAP/PDLSC. Тези групи 

стволови клетки, получени от зъбите, могат да имат специфични 

характеристики и функции и ембрионално развитие. Освен това, GMSC и 

SHED показват подобни профили на експресия в сравнение с BMSC. 

В първата група, която включва ECM (екстрацелуларен матрикс) и 

компоненти на базалната мембрана, наблюдавахме значителна 

свръхекспресия на гени като LAMA2, LAMB1, VCAN и COL14A1 в 

различни клетъчни групи, включително DPSC, SCAP, PDLSC, SHED и 

GMSC. 

Ламинините са голяма група протеини на базалната мембрана, които са 

съставени от алфа, бета и гама субединици, като LAMA1-5 гените кодират 

ламинин алфа субединиците от 1 до 5 аналогично. 

LAMA2 и LAMB1 са важни за формирането и поддържането на базалната 

мембрана, играейки критична роля в клетъчната адхезия, миграция и 

сигнализация (360). 
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 Генът LAMA2, свързан с ламининова субединица алфа 2, е подробно 

изследван в различни тъкани. Това обаче е първият случай на неговото 

разследване в дентални MSC. Трябва да се отбележи, че всички тествани 

типове клетки показват свръхекспресия на LAMA2, като най-ниската 

свръхекспресия се наблюдава при SHED.  

Инхибирането на LAMA 2 инициира промотирането на остеогенната 

диференциация и инхибира адипогенната както in vitro, така и in vivo. 

Свръхекспресията на LAMA2 ефективно супресира остеогенната 

диференциация специално про MSCs. (361) 

LAMB1 е най-разпотространения ламинин в човешкия организъм. 

Той участва в клетъчната адхезия, сигнализация и миграция на клетките. 

Основно значение има за поддържане на базалната мембрана. 

Взаимодейства с колагени, фибрнонектини, рецептори по повърхността на 

клетката, включително и интегрини и дистогликани, за клетъчна 

сигнализация. Експресията на LAMB1 остава последователна във всички 

тествани типове клетки. Повишената експресия на SCAP е обеснима като 

структурата отговаряща за сформирането на цялата зъбна структура и 

даваща сигнализация за диференциация на прилежащите тъкани. Втори по 

експресия са DPSC, която също е обеснима поради големия регенеративен 

потенциал на стволовите клетки от пулпа, дори и във възрастенорганизъм. 

LAMB1, решаващ компонент на ECM, играе роля в клетъчната адхезия, 

миграцията и организацията на тъканите. Споделената му експресия сред 

тези различни клетки подчертава ролята й в поддържането на целостта и 

функцията на тъканите. Тази последователност сред зъбните стволови 

клетки и фибробластите ги позиционира като обещаващи кандидати за 

регенеративни терапии и приложения за тъканно инженерство, наред с 

добре установените BMSCs (362). 
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SHED има понижена експресия на LAMA3, който също е важен 

компонент на базалната мембрана и играе роля в клетъчната адхезия и 

мобилност. SCAP, от своя страна, показаха понижена експресия на 

LAMB3, което може да има ефект върху стабилността и функцията на 

базалната мембрана в тези клетки. 

Вариабилните комбинации между субединиците на ламинините и 

техния баланс на инхибиране и експресия, задава различни сигнали за 

тъканна диференциация на OCSC. Тези открития биват подкрепени и от по 

скорошни поручвания, които доказват връзката на регулаторните 

механизми с регулацията на Hedgehod Signaling Pathway (363).  

Втората група обхваща молекули за клетъчна адхезия и интегрини, които 

играят ключова роля в регулирането на клетъчните взаимодействия, 

миграция и сигнализация, което е от съществено значение за развитието и 

поддържането на тъканите. В нашето проучване установихме, че 

различните типове клетки свръхекспресират различни интегрини, което 

подчертава тяхната специализация и функционална разнообразност. 

DPSC свръхекспресираха ITGA4, ITGA6, ITGB3, ITGB1 и ITGA8, 

което предполага, че тези клетки имат повишен капацитет за адхезия и 

взаимодействие с екстрацелуларния матрикс, улеснявайки тяхната роля в 

регенерацията на зъбната пулпа. 

SHED свръхекспресираха ITGA4, ITGB1, ITGB3 и ITGA1. Това 

показва, че тези клетки имат специфични адхезионни свойства, които ги 

правят подходящи за терапевтични приложения в стоматологията и 

регенеративната медицина. 

SCAP свръхекспресираха ITGA4, ITGA6,ITGB1, ITGB4 и ITGA8. 

Тази свръхекспресия предполага, че SCAP могат да играят важна роля в 
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заздравяването и регенерацията на тъканите, поради тяхната способност за 

ефективна клетъчна адхезия и миграция. 

PDLSC свръхекспресираха ITGA6 и ITGB3, което показва, че тези 

клетки са особено добре адаптирани за поддържане и регенерация на 

периодонталните тъкани, като същевременно поддържат силни адхезионни 

връзки с екстрацелуларния матрикс. 

GMSC свръхекспресираха ITGA4, ITGA8 и ITGA2, което 

предполага, че тези клетки имат потенциал за използване в 

регенеративната медицина, особено в приложения, свързани с устната 

кухина и гингивалната тъкан. 

От друга страна, ITGA7 беше с понижена експресиран във всички 

типове клетки, което може да означава ограничена роля на този интегрин в 

тези конкретни стволови клетки. SCAP, PDLSC и GMSC показаха 

недостатъчна експресия на ITGA3, а GMSC показаха недостатъчна 

експресия на ITGB2. Тези недостатъчни експресии могат да са свързани 

със специфични функционални ограничения или особености на тези 

клетъчни типове. 

Интегрините, важни за клетъчната адхезия и сигнализиране, показват 

разнообразни модели на експресия в клетъчните типове. ITGA6 показва 

по-висока експресия в PDLSC, DPSC и SCAP, в съответствие с резултатите 

от имунофлуоресценцията. Тази повишена експресия на ITGA6 в тези 

популации от зъбни стволови клетки има значителни последици за техните 

функции. В PDLSC подчертава ролята на ITGA6 в закрепването на 

клетките към периодонталния лигамент, което е от съществено значение за 

прикрепването и мобилността на зъбите. За DPSC и SCAP, повишеният 

ITGA6 вероятно медиира взаимодействията между клетката и матрицата, 

като подобрява адхезията и потенциално допринася за възстановяването и 

регенерацията на зъбната тъкан (364).  
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α8-интегрин субединицата (ITGA8) се експресира в мезенхимни 

клетки, които се намират в васкуларни клетки на гладката мускулатура, 

mesangial cellas renibus, някой фибробласти и недиференциирани епителни 

клетки. (365- 368). След като димеризира с β1-интегрин субединица, 

започва да действа като рецептор за фибронектин, витронектин, 

остеопонтин, tenascin C, нефронектин и фибрилин-1. (369-372). Друга 

специфична комбинация от субединици на интегрините е αvβ5 интегрин, 

който във фибробластна клетъчна култура повишава експресията на гена 

α2(I) collagen (373). Докато при подтискане/супресия/инхибиране на β3 

интегриновата субединица при фибробластитесе намаляват нивата на  

експресията на колаген I (374). 

Третата група включва матрични металопротеинази (MMPs) и тъканни 

инхибитори на металопротеинази (TIMPs), които играят критична роля в 

регулацията на екстрацелуларния матрикс (ECM) чрез деградация на 

неговите компоненти. Тези молекули са от съществено значение за 

тъканното ремоделиране, заздравяването на рани, и други физиологични 

процеси, като също така участват в патологични процеси като 

туморогенеза и метастази. 

DPSC свръхекспресират на MMP10, MMP11, MMP12 и MMP13. Тази 

свръхекспресия предполага, че DPSC имат повишен капацитет за 

разграждане и ремоделиране на ECM, което е критично за процесите на 

регенерация на денталната пулпа и възстановяване на зъбната тъкан. 

SHED свръхекспресираха MMP1 и MMP3 и понижена експресия на 

TIMP1. MMP1 и MMP3 са ключови ензими, участващи в деградацията на 

колаген и други компоненти на ECM, което може да подпомага 

регенеративните способности на SHED. Недостатъчната експресия на 

TIMP1 обаче може да доведе до неконтролирана MMP активност, което 

може да има негативни последици за тъканната структура и функция. 
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SCAP свръхекспресираха MMP8, MMP10, MMP11 и MMP13. MMP8, 

известен също като колагеназа-2, играе важна роля в разграждането на 

колаген тип I, което е основен компонент на костната и зъбната матрица. 

Тази свръхекспресия показва, че SCAP са особено добре подготвени за 

участие в процесите на костна и зъбна регенерация. 

PDLSC показаха свръхекспресия на MMP8, MMP11, MMP13 и 

MMP16. MMP16, също известна като MT3-MMP, е мембранно-свързана 

металопротеиназа, която играе роля в активирането на други MMPs и 

ремоделирането на ECM. Тази свръхекспресия предполага, че PDLSC са 

особено ефективни в ремоделирането на периодонталните тъкани, което е 

от съществено значение за поддържането на зъбите и техните поддържащи 

структури. 

GMSC свръхекспресираха MMP1, MMP3, MMP10 и MMP11. Тези 

MMPs са свързани с разграждането на колаген и други ECM компоненти, 

което показва, че GMSC имат силен потенциал за участие в регенерацията 

на гингивалната тъкан. Свръхекспресията на тези MMPs може да 

подпомогне възстановяването на гингивалната структура и функция след 

увреждане или заболяване. 

MMP11 отговаря за ремоделирането на извън клетъчния матрикс, 

особенно разграждането на протеогликани, фибронектини и ламинини. 

Както се очакваше PDLSC  е с най-висока експресия, т.к. те претърпяват 

фукционално физиологични промени ежедневно, SCAP  са по подобен 

начин, но само през периода на кореновото развитие и моделиране на 

костта през растежните периоди на развитие. От друга страна MMP1 

разгражда извънклетъчните матрикс компоненти, както и колаген 1,2,3 

(колагеназа). Разцепва тройната спирала на фибриларите колагени. 

Високата експресия на този ген от GMSC  се обеснява с възможността за 

реформиране и придвижване на съединителната тъкан.  
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MMP3 също отговаря за моделирането на извънклетъчния матрикс, 

протеогликаните, ламинини, фибронектини и колаген 3,4,9. В нашия 

експеримент се наблюдава висока експресия на MMP3 от SHED. Тази 

експресия се обеснява поради пробива на временните и постоянните зъби и 

пиковете на растеж през първите 12 години. През този период има бурни 

растежи на тъканите и непрекъснатото им ремоделиране.  

В контекста на развитието на зъбите и пародонта, SCAP и PDLSC са 

отговорни за формирането на различни структури, което може да обясни 

тяхната значителна свръхекспресия на тези MMP.  

Всички тествани клетъчни типове показват наличието на различни 

MMP, решаващи ензими, участващи в ремоделирането на ECM. Тези 

ензими играят съществени роли, които не са специфични за стволовите 

клетки, но са основни в различни физиологични процеси. Те са отговорни 

за поддържането на структурната цялост на ECM и участват в развитието 

на тъканите, зарастването на рани и възстановяването на тъканите (375). 

Техните функции се простират отвъд стволовите клетки, като допринасят 

за поддържането на тъканния баланс и отговор както на нормални, така и 

на патологични състояния. По този начин те играят съществена роля във 

физиологията и патологията на тъканите, подобно на някои от функциите, 

проявени от тестваните стволови клетки.  

Четвъртата група включва молекули на клетъчна адхезия и гени за 

взаимодействие между клетките, които играят ключова роля в 

регулирането на клетъчните взаимодействия, адхезията и сигнализацията, 

важни за развитието, поддържането и регенерацията на тъканите. 

DPSC свръхекспресираха CNTN1, NCAM1 и VCAM1. CNTN1 

(контактин 1) е важен за невроналното развитие и клетъчната адхезия, 

NCAM1 (невронална клетъчна адхезионна молекула) играе роля в 

клетъчната комуникация и миграция, а VCAM1 (съдова клетъчна 
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адхезионна молекула 1) е критична за взаимодействието между клетките и 

екстрацелуларния матрикс, което улеснява тъканната регенерация. 

SHED бяха единствената група, която свръхекспресира CLEC3B (C-

тип лектинов домейн съдържащ 3B), който е свързан с имунния отговор и 

взаимодействието между клетките. Те също така показаха повишена 

експресия на CNTN1 и VCAM1, което предполага, че SHED имат 

специфични адхезионни и комуникационни свойства, които могат да бъдат 

полезни за имуномодулация и регенеративна терапия. 

SCAP свръхекспресираха CNTN1, NCAM1 и VCAM1. Тази 

свръхекспресия подчертава тяхната способност за ефективно 

взаимодействие и адхезия, които са от съществено значение за тяхната 

роля в зъбната и костната регенерация, като същевременно подпомагат 

тяхната интеграция в тъканите. 

PDLSC свръхекспресираха CNTN1 и VCAM1, с най-висока 

свръхекспресия на NCAM1. Това показва, че тези клетки са добре 

подготвени за взаимодействие с околните клетки и тъкани, което е 

критично за поддържането и регенерацията на периодонталните структури, 

като същевременно поддържат здравето на зъбите и техните поддържащи 

тъкани. 

GMSC свръхекспресираха CNTN1, NCAM1 и VCAM1. Тази 

свръхекспресия предполага, че GMSC имат значителен потенциал за 

взаимодействие и адхезия с други клетки и екстрацелуларния матрикс, 

което ги прави подходящи за регенеративни приложения в гингивалната 

тъкан и устната кухина. 

VCAM1 има критична роля при медиирането на левкоцитната 

адхезия и трансендотелната миграция по време на възпалението. Висока е 

експресията му по време на възпалитена реакция. Също така участва в 
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регулацията на ангиогенезата. Високата експресия на DSPS се обеснява с 

факта, че пулпата е най-васкуларизирания орган в зъба и е основен 

регулатор на възпалителните процеси и развитието им.  

Петата група включва гени за клетъчна сигнализация и трансдукция, 

които играят ключова роля в преноса на сигнали от клетъчната повърхност 

до ядрото и регулирането на клетъчните отговори. 

SCAP свръхекспресираха CTNNB1 (катенин бета-1), който е ключов 

фактор в сигналния път на Wnt и играе роля в регулацията на клетъчната 

пролиферация, диференциация и съхранение на стволови клетки. Това 

подчертава важността на активацията на сигналния път на Wnt в SCAP за 

тяхната способност за самообновление и диференциация. 

CTNNB1 (β- катенин) или още познат като Е кадхерин е основен за 

актиновия цитоскелет. Също така той е трансдукционен активатор в Wnt 

сигнален път и регулира експресията на цели гени участващи в клетъчната 

пролиферация и диференциация. Високата експресия на SCAP  се обеснява 

с основната му функция за образуване на корен и стумилиране на 

диференциация и оформяне на прилежащите тъкани.  

Същевременно SCAP показаха минимална експресия на CTNND2 

(катенин делта-2), който е адхезионен протеин и играе роля в клетъчната 

адхезия и съединението на клетъчните мембрани. Това намалено ниво на 

CTNND2 може да влияе на клетъчната адхезия и взаимодействие на SCAP 

с околните клетки и екстрацелуларния матрикс. 

GMSC свръхекспресираха CTNND2, което подчертава важността на 

този ген за клетъчната адхезия и съединението на клетъчните мембрани в 

GMSC. Тази свръхекспресия може да улесни клетъчната адхезия и 

взаимодействието на GMSC с други клетки и тъкани, което е от 
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съществено значение за тяхната роля в регенерацията на гингивата и 

участието  им в имунния отговор. 

Сред 5-те изследвани групи от OCSC установихм,е че GMSC се 

открояват като единствената група с висока експресия на CTNND2. 

CTNND2 (катенин делта 2) играе решаваща роля в клетъчната адхезия и 

организацията на тъканите (376).  Повишената експресия на CTNND2 в 

GMSC предполага неговото потенциално значение за поддържане на 

клетъчната цялост и улесняване на взаимодействията със съседни клетки. 

Диференциалната експресия на CTNND2 в GMSC в сравнение с други 

групи зъбни стволови клетки подчертава уникалните характеристики и 

функционални свойства на GMSC. 

Шестата група обхваща други участващи компоненти, които са важни за 

функционирането и регулацията на клетките, както и за тъканната 

хомеостаза и регенерацията. 

DPSC свръхекспресира COL16A1 (колаген 16A1), THBS2 

(тромбоспондин 2), THBS3 (тромбоспондин 3) и SGCE (саркоцинеген 1). 

COL16A1 участва в структурата и функцията на екстрацелуларния 

матрикс, а THBS2 и THBS3 са важни за клетъчната адхезия и 

сигнализацията. SGCE играе роля в клетъчната миграция и адхезията към 

екстрацелуларния матрикс. Тези гени могат да бъдат от ключово значение 

за функциите и взаимодействията на DPSC в денталната тъкан и тяхната 

роля в регенеративните процеси. 

SHED показаха само свръхекспресия на THBS2 и ниска експресия на 

HAS1 (хиалуронан синтаза 1) и TIMP1 (тъканен инхибитор на 

металопротеинази 1). THBS2 може да бъде важен за клетъчната адхезия и 

сигнализацията в SHED, докато ниската експресия на HAS1 и TIMP1 може 

да влияе на процесите на екстрацелуларна матрикса и тъканната 

ремоделиране. 



138 
 

SCAP свръхекспресираха COL16A1, THBS2 и THBS3. Тези гени 

могат да участват в клетъчната морфология, миграцията и 

взаимодействието с околните клетки и матрикса, което е от съществено 

значение за регенерацията и поддържането на структурата на зъбната 

тъкан. 

PDLSC свръхекспресира COL16A1 и показва повишена експресия на 

SGCE, но недостатъчна експресия на HAS1. Тази комбинация от гени може 

да има важни въздействия върху клетъчната адхезия, миграцията и 

тъканната ремоделиране в периодонталните структури. 

GMSC не показаха висока експресия на COL16A1, THBS2, THBS3, 

SGCE, а също така показаха ниска експресия на TGF-b1, HAS1 и ANOS1. 

Недостатъчната експресия на същите може да влияе на процесите на 

клетъчната пролиферация, диференциация и тъканната ремоделиране в 

гингивалната тъкан. 

Изследвахме експресията на различни колагенови гени, ключови 

компоненти на ECM. Сред всички тествани клетъчни типове, един ген 

постоянно показва значителна експресия: COL1A1. Предишни проучвания 

вече подчертават решаващата роля на COL1A1 в зъбните стволови клетки 

и неговото значение за регенерацията на тъканите. COL1A1 е особено 

важен в зъбните тъкани, осигурявайки структурна опора, здравина и 

стабилност в периодонталния лигамент и дентина. Силната експресия на 

COL1A1 подчертава първостепенното му значение в биологията на 

зъбните стволови клетки. Сред другите тествани колагенови гени, 

експресията на COL14A1 в PDLSC и SHED е забележителна. Това може да 

се обясни с ембриологичните функции и функциите на развитието на тези 

клетки. Подобно на COL1A1, COL14A1 също играе важна роля в 

поддържането на целостта и структурата на тъканите, което е свързано с 

функциите на периодонталния лигамент и неговата роля на закотвяне в 
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зъбите. В допълнение, споделеното повишаване на експресията на 

COL16A1 в GMSC и SHED подчертава тяхното активно участие в 

поддържането и запазването на структурната цялост на зъбните структури 

и гингивата, които са поставени под постоянни механични натоварвания от 

дъвкателния акт.  

COL4A1 е важен колаген, който допринася за стабилността и 

функцията на екстрацелуларния матрикс, предоставяйки механична 

подкрепа на клетките. 

Въпреки тези положителни резултати, открихме и понижени 

експресии в специфични клетъчни групи. DPSC понижена експресия на 

COL4A1, който е критичен за структурата на базалната мембрана и може 

да влияе на способността на тези клетки да се интегрират в тъканите 

Анализът на генната експресия показа обширен ECM профил на 

ремоделиране на мезенхимните клетъчни култури. Въпреки че този 

резултат беше очакван, ние открихме фини, но отчетливи разлики в 

моделите на експресия, които ни дават по-добро разбиране на 

специфичните свойства на зъбните тъкани. Следното изследване има 

потенциално ограничение в използването на RT-PCR, а не на по-

напреднали техники като секвениране на РНК на отделна клетка. RT-PCR 

предлага специфичност към известни РНК последователности/секвенции, 

но е ограничен в откриването на нови видове РНК и в способността си 

предоставя по-широко изображение на транскриптома. В същото време 

количественият анализ на RT-PCR е ограничен от ограничен динамичен 

диапазон, което налага внимателно нормализиране, предизвикателство, 

което не е толкова ясно изразено при секвенирането на РНК, което може 

по-точно да измерва генната експресия в широк диапазон. Друго 

ограничение е фактът, че всички маркери, идентифицирани в това 

проучване, са оценени in vitro. Невъзможността за откриване на тези 
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маркери in vitro намалява възможността за използване на тези 

конвенционални маркери за терапевтични приложения. 

Тези детайлни генни профили предоставят ценна информация за 

функционалните характеристики на различните популации стволови 

клетки и тяхната потенциална роля в регенеративната медицина. 

Разкритите вариации в генната експресия подчертават сложността и 

специализацията на всяка клетъчна група, което е от съществено значение 

за бъдещите терапевтични приложения и изследвания.  

Тези открития подчертават сложността и вариабилността на генната 

експресия в различните типове стволови клетки и посочват специфични и 

конкретки молекулни таргети за подобрение и оптимизация на 

стволовоклетъчните терапии. Дефинирането на тези различия е от 

съществено значение за разработването на персонализирани медицински 

подходи и за оптимизиране на регенеративните стратегии, базирани на 

стволови клетки. 

Обобщено, тези резултати подчертават важността на другите 

участващи компоненти за функциите и взаимодействията на стволовите 

клетки в различни тъкани и техния потенциал за приложение в 

регенеративната медицина 

6.3 Пролиферативен потенциал  

Стволовите клетки от орален произход са лесно достъпни и се 

добиват чрез рутинни процедури. Сравняването на техния пролиферативен 

потенциал е важно за установяване на различията между тях. Използването 

на GMSC и BMSC е от значение, тъй като те са най-изучаваните клетки от 

шестте типа. Чрез сравнение с тях можем да определим към кой от двата 

профила принадлежат останалите четири типа клетки или дали са напълно 

различни. 
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BMSC имат стабилна пролиферация и с всеки следващ пасаж 

възстановяват близък брой клетки. В същото време, при GMSC се 

наблюдава експанзивност във втория пасаж, с рязко увеличаване на броя 

клетки между първи и втори пасаж. Това се обяснява с големия потенциал 

на GMSC за регенерация и възстановяване на рани в устната кухина. 

Подобен профил на GMSC има и PDLSC. При тях броят клетки между 

първи и втори пасаж почти се утроява, като в четвърти пасаж се наблюдава 

повторно увеличение, което показва техния голям запас и експанзивност. 

PDLSC изпълняват специфична функция, отговаряща за зъбозадържащия 

апарат на зъба към алвеоларната кост. Тъй като тези структури са под 

непрекъснато напрежение и модификации в зависимост от зъбното 

натоварване, тези клетки трябва да имат голям пролиферативен потенциал 

за бързи репаративни функции. 

При SHED и DPSC се наблюдава повторяемост на пролиферацията 

между пасажите, като броят клетки при SHED е по-нисък от този на DPSC. 

Тези резултати са очаквани, тъй като и двата вида клетки изпълняват една 

и съща функция. Разликата е, че SHED имат програмирана дегенерация и 

„срок на годност“ до момента, в който цялата пулпа на временните зъби 

дегенерира и изчезва. От друга страна, тази дегенерация инициира 

диференциация на прилежащите тъкани, както и ерупционните процеси на 

прилежащите постоянни зъби. 

SCAP, от своя страна, има нестандартен пролиферационен профил, 

който не може да бъде сравнен с останалите видове клетки. Това се дължи 

на факта, че SCAP имат уникалната функция на формиране на корена на 

зъба и иницииране на различни диференциационни механизми в 

прилежащите тъкани. Тези клетки и техните регенеративни функции могат 

да се използват не само за възстановяване на тъкани в устната кухина, но и 
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за проучване на техния мезенхимен потенциал в останалите тъкани в 

човешкото тяло. 

 

6.4 Потенциал за многолинейна диференциация 

В нашето изследване ние изследвахме готовността за диференциация 

на стволови клетки, получени от зъби, с основен фокус върху 

адипогенните, остеогенните и хондрогенните пътища. Проучихме DPSC, 

SHED, PDLSC, SCAP, BMSC и GMSC, за да придобием представа за 

техните регенеративни способности. Нашето изследване показва отчетливи 

разлики в готовността за диференциация на различните клетъчни култури 

след краткотрайна инкубация в различни условия. Това сравнение е от 

решаващо значение за разбирането на тяхната плурипотентност и 

намаляване на несигурността в хетерогенни култури от възрастни стволови 

клетки, включително зъбни, (377) и за разработване на бъдещи протоколи 

за клинично приложение. Въпреки сравнително краткия период на 

диференциация в сравнение с традиционните протоколи, нашето 

изследване подчертава, че значителна диференциация между клетките 

започва да се проявява само след 10 дни. Тази времева рамка служи като 

решаващ маркер за тяхната готовност за диференциация (378). Трябва да 

се отбележи, че остеогенната диференциация е наблюдавана във всички 

типове клетки в различна степен, заедно с хондрогенната диференциация. 

При диференциацията на адипоцитите, PDLSCs и SCAPs показват по-

високи нива на индукция, но като се има предвид удължена 

продължителност, други видове клетки вероятно ще се включат 

допълнително в този процес на диференциация. Въпреки че текущите 

изследвания се фокусират предимно върху регенеративните приложения 

на OCSC при възстановяване на орална и лицево-челюстна тъкан, от 

решаващо значение е да се признаят техните по-широки мезенхимни 
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характеристики (379). Тези многостранни характеристики разширяват 

значението на OCSC отвъд денталната и костна регенерация, предлагайки 

потенциал в различни приложения за тъканно инженерство. Като се има 

предвид тяхната способност за многолинейна диференциация и активно 

участие в възстановяването на тъканите в устната кухина, по-нататъшното 

изследване на техните клинични последици става решаващо. С 

напредването на изследванията вниманието се измества към разбирането 

не само на пътищата на диференциация на OCSC, но и на техните 

регулаторни механизми, проправяйки пътя за по-широки приложения в 

контекста на мезенхимна диференциация в различни медицински 

дисциплини (380,381). Нашето изследване имаше за цел да разкрие 

свойствата на стволовите клетки в рамките на OCSC въз основа на 

специфични маркери, стъпка към напредване на терапията със стволови 

клетки и клинична интеграция.  

Откритите вариации в готовността на клетъчните култури за 

диференциация са тясно свързани с разликите в експресията на маркери и 

специфичния, различен брой клетки, имащи готовност за диференциация в 

съответните клетъчни култури, резидиращи в различните орални тъкани. 

Тези вариации се обуславят от множество фактори, включително 

генетични и епигенетични особености, локални микросредови влияния, 

както и от конкретните физиологични и патофизиологични условия в 

оралните тъкани, от които произхождат клетките. Например, клетките, 

извлечени от гингивалната тъкан, могат да имат различен потенциал за 

диференциация в сравнение с тези от периодонталния лигамент или 

зъбната пулпа, поради различията в тяхната микроокружа среда и 

функционални изисквания. 

Наблюдаваните разлики в експресията на маркери като CD44, CD49, 

и CD146, които са свързани със стволовата клетъчност и потенциала за 
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мултипотентна диференциация, са от съществено значение за разбирането 

на диференциационните способности на тези клетки. Освен това, 

наличието на специфични трансдукционни пътища, активирани в различни 

клетъчни култури, също играе ключова роля за тяхната готовност за 

диференциация. Например, активирането на Wnt/β-катенин сигналния път 

може да стимулира остеогенната диференциация, докато инхибирането на 

този път може да подкрепи адипогенната диференциация. 

Изследванията показват, че не само количественият, но и 

качественият аспект на клетъчните култури оказва влияние върху тяхната 

способност за диференциация. Разнообразието в експресията на гени, 

свързани с клетъчна адхезия, миграция и комуникация, допълнително 

подчертава сложността на регулацията на клетъчната диференциация. 

Например, повишената експресия на маркери за клетъчна адхезия може да 

улесни взаимодействията между клетките и извънклетъчния матрикс, 

които са критични за успешната диференциация в специфични тъкани. 

Настоящото проучване е предмет на няколко ограничения, 

обхващащи общи опасения, свързани с MSC, както и конкретни въпроси, 

които се отнасят за настоящото проучване. Значителна област на 

безпокойство включва продължителното in vitro култивиране на тези 

клетки, което може да предизвика стареене на клетките, потенциално 

променяйки тяхната морфология и модифицирайки експресията на 

маркери на стволови клетки. Последващите проучвания трябва да имат за 

цел да изследват активността на теломеразата, като се занимават с процеса 

на стареене, изследват клетъчната повърхност и интрацитоплазмената 

експресия на стволови и диференциационни маркери и провеждат по-

цялостна оценка на тяхната морфология в разширени клетъчни пасажи. 

По-специално, това проучване се фокусира единствено върху 2D култури, 

което налага необходимостта от изследване на генотипа, фенотипа и 
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цялостното биологично поведение на изследваните клетки в рамките на 3D 

култури в бъдещи изследвания. 

Тези открития подчертават значението на прецизното 

характеризиране на клетъчните култури и тяхната среда при 

разработването на регенеративни терапии и стратегиите за тъканно 

инженерство. Също така, разбирането на механизмите, които регулират 

готовността на клетките за диференциация, може да доведе до нови 

подходи за модификация на тези клетки, с цел подобряване на тяхната 

ефективност и функционалност в клинични приложения. 

7. Заключение  

Този анализ на стволови клетки, получени от устната кухина, 

разкрива различни и специфични модели на експресия на повърхностни 

маркери, ECM компоненти, ECM ремоделиращи ензими, колагенови гени, 

интегрини и потенциал за диференциация. Тези открития могат да дадат 

представа за функционалните свойства на тези клетъчни популации. 

Нашето проучване има за цел да разкрие нюансираните характеристики, 

специфични за всеки отделен тип клетки. Чрез експериментиране и анализ 

очакваме не само да разберем индивидуалните им функции, но и да 

придобием по-задълбочена представа за колективното им поведение. 

Разбирането както на техните споделени характеристики, така и на 

различни атрибути е важна стъпка в използването на техния регенеративен 

потенциал в различни контексти на възстановяване и регенерация на 

тъкани, като по този начин се напредва в областта на регенеративната 

медицина и тъканното инженерство. Като допринасяме значително за 

напредъка на знанията в регенеративната медицина и тъканното 

инженерство, ние се стремим да проправим пътя за трансформиращи 

пробиви в здравеопазването. 
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8.Изводи 

●  В различните орални тъкани съществуват популации от 

фибробластоподобни стволови клетки със сходен фенотип, силно 

различаващи се по своите биологични свойства 

✔ Експресиращи различен набор от стволово-клетъчни маркери  

✔ Експресиращи различен набор от адхезионни маркери  

✔ Експресиращи различен набор от диференциационни маркери  

● Различните стволово-клетъчни популации в оралните тъкани 

притежават различен потенциал за диференциация  

9.Приноси 

● Оптимизирани са и утвърдени протоколи за изолиране на стволово-

клетъчни култури от различни тъкани от орален произход 

● Доказан е стволовият характер на култивираните клетки чрез 

определяне на пролиферативния им капацитет и експресията на 

специфични стволово-клетъчни маркери. 

● Доказана е способността на изолираните клетки да диференцират до 

остеоцитно-подобни и адипоцитно-подобни клетки с използването на 

утвърдени диференциационни протоколи.  

● Създадени са експресионни профили на различните субпопулации от 

изолирани стволово-клетъчни култури от орален произход  

●  Създанени са диференциационни профили на различните 

субпопулации от изолирани стволово клетъчни култури от орален 

произход  
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