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DARBA LIETOTIE SAISINAJUMI

Saisinajums Angliskais nosaukums Latviskais skaidrojums
ANOVA analysis of variance dispersiju analize
BMP bone morphogenetic protein kaula morfogenétiskais
proteins
BMP2/4 bone morphogenetic protein kaula morfogenétiskais
2/4 proteins 2/4
CSF colony stimulating factor koloniju stimulgjosais faktors
ECM extracellular matrix ekstracelulara matrice
IL interleukin interleikins
FACIT fibril associated collagens fibrilu saistitais kolagéns ar
with interrupted triple partrauktam triskar§am
helices spiralém
bFGF base fibroblast growth factor baziskais fibroblastu augsanas
faktors
FGFR1 fibroblast growth factor fibroblastu aug8anas faktora
receptor 1 receptors 1
GF growth factor augSanas faktors
LDL low density lipoproteins zema blivuma lipoproteini
IGF insuline-like growth factor insulinam lidzigais augSanas
faktors
MMP matrix metalloproteinase matrices metalproteinaze
NF-xB nuclear factor-kappa B nuklearais faktors kapa B
oC osteocalcin osteokalcins
OPG osteoprotegerin osteoprotegerins
p statistical significance butiskuma (nozimibas)
ITmenis — varbiitiba, kas ir
speka statistiskaja testa,
izvirzita nulles hipotéze
PDS periodontal ligaments periodonta saites
RANK receptor activator of NF- NF-kappa B receptora
kappaB aktivators
RANKL receptor activator of NF- NF-kappa B liganda receptora
kappaB ligand aktivators
TGFp transforming growth factor transformgjosais augSanas

faktors 3




TIMP tissue inhibitor of matrix matrices metalproteinazes
metalloproteinase inhibitors

TNF-a tumor necrosis factor o tumora nekrozes faktors a

TUNEL terminal dezoxynucleotidyl Tdt - gala
transferase-mediated dUTP dezoksinukleotidtransferaze
nick — end labeling un digoksigéna mark®eti

nukleotidi
VEGF vascular endothelial growth vaskularais endotelialais

factor

augSanas faktors




1. PETIJUMA AKTUALITATE

Zobiem parvietojoties vai fiziologiski migrgjot, apkartéjo un iesaistito audu
reakcija ir salidzino$i vienada. Tomer, parvietojot zobus ortodontiski, Sis reakcijas
atrums ir lielaks, apkart esoSo audu parbiive un kaula remodelacija notiek ievérojami
atrak, jo ortodontiski pieliktais speks ir liels un gandriz nepartraukts. ZinaSanas par
procesiem, kas notiek audos un to struktiiras, vél joprojam nav pilnigi izpétitas (Graber,
2005). Paradoties jaunam metod@m, ir iesp&jams dzilak izpétit notiekoSos procesus un
ielukoties to darbibas mehanismos molekulara Iimeni. Dentofacialas anomalijas rada
pacientam funkcionalus, estétiskus un psihologiskus traucgjumus. Kauls ka organs
atrodas nepartrauktd remodelacijas procesa, pateicoties savstarp&jai osteoblastu un
osteoklastu mijiedarbibai. Piedaloties ar1 saistaudu $tnam, tiek nodroSinata $1 procesa
nepartrauktiba. Tapéc arT apoptozei ir Joti liela nozime, jo, lai blitu vieta kaut kam
jaunam, vecajam $1 vieta ir jaatbrivo. Apoptoze ka $tnas fiziologiski ieprogrammeéta
nave ir universals, dabas izveidots mehanisms, kas normalos apstaklos darbojas
nevainojami.

Ortodontiska arstéSana ir kombingts un biezi ar interdisciplinars process, it
pasi, arstgjot jau pieauguSus pacientus. Tas sastav no ortodontiskas arst€Sanas ar
fiksétam brekeSu sistémam un daZreiz ari no periodontologiskas, protétiskas un
kirurgiskas arstéSanas. Ortodontisko arstéSanu parasti uzsak 12—14 gadu vecuma, kad ir
izveidojies pastavigais sakodiens. Z&€niem un meiteném S$aja vecuma var atskirties
sakodiena attistibas faze. Tas ir saistits ar pubertates vecuma, kas zéniem varié no 11,5
Iidz 12,5 gadiem un meiteném no 10,5 lidz 11,5 gadiem, sasniegSanu (Proffit, 2007).

Ortodontiskai arsté$anai nav vecuma ierobezojuma, ja nav citu risku vai faktoru,
kas var ietekmét arst€Sanas iznakumu, bet lidz ar vecumu pieaug arsté$anas ilgums, kam
var bt saistiba ar remodelacijas procesa iesaistitiem faktoriem, to daudzumu un
aktivitati.

Augsanas faktoru, kaula ekstracelularas matrices proteinu, degeneracijas enzimu
un apoptozes noteikSana kaulaudos un tiem piegulo$ajos mikstajos audos dotu papildu
informaciju par remodelacijas procesa iesaistitiem proteiniem un pacientu individualo

kaula strukttiru morfogenézi.



Augganas faktoru, kaula ekstracelularas matrices proteinu, degeneracijas enzimu
un apoptozes noteikSana kaulaudos un tiem piegulosos mikstajos audos dotu papildu
informaciju par remodelacijas procesa iesaistitam vielam un pacientu individualo kaula
struktiiru morfogengézi.

Adapteta biokimiska atbilde pieliktajam ortodontiskajam spékam ir Joti sarezgits
process. Vairakas savstarpgji ciesi saistitas reakcijas, kas notiek PDS un alveolara kaula
$tnas, transformé& mehanisko speéku molekularos signalos un nodrosina ortodontisko
zobu parvietoSanu. Osteoklasti un osteoblasti ir sp&jigi atjaunot homeostazi, ko ir
izraisijis zobiem pieliktais speks.

Kaula adaptacija ortodontiskiem spekiem ir atkariga no normali funkciongjoSiem
géniem osteoklastos un osteoblastos, kas nodroS§ina nepiecieSamo proteinu sintézi
pareiza vieta un laika.

Misdienu pieradijumi liecinaa, ka mehaniska transdukcija sakas no fokalas
piestiprinaSanas vietas, kas saista ekstracelularo matrici ar citoskeletu. Mehaniski
inducéta remodelacija tiek realizéta, pateicoties vairakiem atgriezeniskas saites principa
mehanismiem, kuri ietver citokinu IL-1, IL-6, osteoblastu un fibroblastu priekstecu
sintez&ta nukleara faktora x B liganda receptora aktivatora (RANKL) sintézi. Sintézi
regulé autokrina un parakrina transkripcijas faktoru ekspresija, t.i., citokini, augSanas
faktori, enzimi un molekulas, kuras ir iesaistitas mezenhimalo un citu Sanu
diferenciacija, proliferacija un funkcija (Masella, 2006).

Ortodontiska zobu parvieto$ana ir atkariga no pielikta speka lieluma, virziena un
ilguma (Tanne, 1989). No mehanikas viedokla pirma reakcija uz ortodontiskiem
spekiem ir PDS bojajums un apkart esosa alveolara kaula spiediena un vilkSanas vietai
pielikta speka izraisits bojajums. Tas izraisa zoba intraalveolaro parvietosanos un apkart
eso$a alveolara kaula liek$anos (Cattaneo, 2005).

Dazada pacientu audu biologiska atbilde uz mehanisko kairingjumu ir tiesi
atkariga no to PDS un alveolara kaula $tnu populacijas, genoma un sintez&tajiem
proteiniem. Tikai panakot precizu iedarbibu uz meérka geniem, $inam un audiem,
iesp&jams veicinat droSu un efektivu génu inZenierijas un cilmes §Gnu vadito audu
augganas ieviesanu (Malcolm, 2006).

Ortodontiskas arstéSanas laika sakuma izmainas periodonta audos spiediena pusé

tiek iedalitas sakuma (hialinizacijas) un sekundaraja (kaula resorbcijas) faze.
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Hialinizacijas pakape ir atkariga no pielikta speka. Tapéc lieli speki izraisa kaula nekrozi
un plasu hialinizacijas zonu, kas ir atdalita no nekrotiskas, jo satur jaunveidotas skiedras
un asins kapilarus. Molekularie mehanismi, kas atSkir hialinizé€tos audus no
nekrotiskiem, lidz galam nav skaidri, bet, iesp&jams, ka tie nosaka $tinas apoptozes un
nekrozes parmainas. Dazi pétijumi pierada, ka apoptotiskie osteociti, kas atrodas blakus
hialinizé&tam periodonta saitém, inicialas zobu parvietosanas laika uzrada nekrozei
lidzigas ipasibas (Hayama et al., 2002). Tadgjadi $unu nave ir nozimigs biologisks
process, kas notick periodontdlo audu remodelacijas un ortodontiskas zobu
parvietoSanas rezultata.

Lai petitu vilkSanas speka efektu uz génu ekspresiju gan mRNS, gan olbaltumu
Iiment, ka arT lai atseviski izpétitu vid€jas un vélinas darbibas génus, plasi tiek
izmantotas maksligi audzgtas cilvéka PDS $iinas. Rezultati ir atkarigi no $tinu stavokl|a,
pielikta speka veida (partrauktais speks, cikliskais un ilgstosSais speks), ilguma un §tnu
kultdiras. Pieméram, ir zinots, ka cikliska slodze gan stimulé (Saito et al., 1991; Shimizu
et al., 1997), gan nomac (Long et al., 2001) IL-1p aktivitati PDS $tunas. Kamér ilgstosie
vilkSanas speki, kas tiek pielikti PDS $tnam, stimule MMP-1 (kolagenaze-1), MMP-2
(zelatinaze-A), TIMP-1 un TIMP-2 sintézi (Bocato-Bellemin et al., 2000), PDS $tnu
kulttiru centrifugéSana paaugstina mRNS Iimeni MMP-1, bet nedod nekadu efektu uz I
tipa kolagéna un TIMP sintézi (Redlich et al., 2004). No visiem paslaik pieejamiem
pieradijumiem iesp&jams uzbiivét hipotetisko modeli (sk. 1. att€lu), kas ortodontiskas
zobu parvieto$anas gadijuma parada PDS §tnu reakciju uz mehanisko spéku vilksanas
pusé (Meikle, 2006).

Paslaik dazi pétnieki izmanto in vitro metodes, lai pétitu osteoblastu un PDS
$tnu atbildi uz spiedienu. Kanasaki et al. (2002) atrada, ka $anu signali no saspiestiem
PDS fibroblastiem stimulé osteoklastogenézi periférajas mononukléro asins S$tnu
kulttiras un ka tajas paaugstinas RANKL mRNS ekspresija. OPG sintéze turpreti palika
bez izmainam. Tas nozim&, ka PDS ir nozimigas osteoklastu diferenciacija un
ortodontiskaja zobu parvietosana. Citos pétijumos (He et al., 2004) atrasts, ka PDS
$tnas, kas paklautas vilkSanas un spiediena sp€kam, spg uztvert divus dazadus
mehaniskas stimulacijas veidus un atbildét atskirigi, proti, ar atSkirigu ekstracelularas
matrices sintézi (I tipa kolagéns, fibronektins) un noardisanos (MMP-2, TIMP-2).

Dazadu S$inu tipu mijiedarbibas rezultata notiek saistaudu noardiSanas un kaula
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resorbcija. Visvairak $o procesu pétisanai ir piemérotas in vivo metodes (sk. 2. attelu), jo
molekulara limena notikumi rada kaskades tipa reakcijas, pieméram, osteoklastu un
gigant§unu proliferaciju un aktivaciju (Mumm, 2004).

Pé&tfjumos par Zurku zobu parvietoSanos ar in situ hibridizacijas metodi atklata
IL-1B un IL-6, mRNS (bet ne TNF-a) ekspresijas paliclina$anas gan no PDS §inam, gan
no osteoblastiem spiediena pusé (Alhashimi et al., 2001), ka ari MMP-8 (kolagenaze-2)
un MMP-13 (kolagenaze-3) sintéze. RANKL, OPG un mRNS tiek plasi sintezéti
periodontadlo audu osteoblastos un PDS $uinas (Ogasawara et al., 2004). Ortodontiski
parvietojot zobus péc Valdo metodes (Waldo un Rothblatt, 1954), daudzkodolainajos
osteoklastos tika atrasti pozitivi RANKL un RANK signali, kas nodro$ina aktivu kaula
resorbciju. Osteoklastos tika konstatéta ari IL-13 un TNF-a ekspresija.

NepiecieSamiba noskaidrot arstéSanas iesp&jas, kas spétu stimulét periodonta
audu regeneraciju, radija virkni pétijumu par periodonta audu atbildi uz augSanas
faktoru kairinajumiem (Graves, 1994).

Tranformgjosais augSanas faktors beta (TGFp) stabilizé kolagéno matrici,
samazinot fibroblastu MMP sint&zi un sekr&ciju. TGFf sekret€ makrofagi un trombociti.
Fibroblasti periodonta saités reagé uz parathormonu Iidzigi osteoblastiem, palielinot
cikliska adenozinmonofosfata izdali. Fibroblastu augSanas faktori palielina PDS
proliferaciju un samazina sarmainas fosfatazes veidosanos, un Iidz ar to art sp&ju veidot
mineralizétos audus. PDS saistaudiem ir augsta regeneracijas sp&ja. Funkcionalo sai$u
regeneracijai nepieciesama Sarpeja Skiedru fiksacijai lidziga kaula un cementa
veidoSanas. Tie$i $o audu reorganizacija nepielauj PDS un kaula saplasanu, kas ir
ankilozes iemesls (Garant, 2003).

PDS remodelacijas process notiek 1idzigi dziSanas procesam saistaudos. Jauni
fibroblasti rodas no perivaskularam priekStecu §tnam, kas atrodas blakus PDS
fibroblastiem bez izmainam. Fibroblastu migracija notiek fibrina un fibronektina
tiklojuma. Jaunas kolagenas Skiedras tiek veidotas haotiski, biezi bez funkcionalas
orientacijas un arT bez piestiprinaSanas blakus esoSiem audiem. Pateicoties S$iinu

aktivitatei, pilniga Skiedru reorganizacija notiek dazu nedelu laika (Caton, 2000).
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2. DARBA MERKIS

Noteikt degeneracijas, aktivitates, augSanas, mineralizacijas un iekaisuma
signalmolekulu ekspresiju cilvéka alveolaraja kaula un periodontalajos audos, ka ari
apoptotisko $tnu daudzumu, lai pamatotu audu remodelacijas iesp&jas ortodontiskas

arsteSanas procesa atkariba no vecuma.

3. DARBA UZDEVUMI

1. Izmantojot histologisko krasojumu ar hematoksilinu un eozinu, noteikt
histologiskas interradikularas septas audu atSkiribas trijas pacientu grupas: pacientiem
12-14 gadu vecuma (1. grupa), pacientiem 15-22 gadu vecuma (2. grupa) un pacientiem
23-49 gadu vecuma (3. grupa).

2. Izmantojot iminhistokimijas metodi, noteikt signalmolekulu ekspresiju
interradikularas septas audos 1., 2. un 3. pacientu vecuma grupa:

a) augSanas faktoru un to receptoru — transformg&josa augsanas faktora § (TGFp),
nukleara kappa B faktora (RANKL), osteoprotegerina (OPG), fibroblastu augSanas
faktora receptora 1 (FGFR1), baziska fibroblastu augsanas faktora (bFGF) — ekspresiju
interradikularas septas audu paraugos;

b) kaula ekstracelularas matrices proteina osteokalcina (OC) un ekstracelularas
matrices degradacijas enzimu — matrices metalproteinazes 8 (MMP8) un matrices
metalproteinazes 9 (MMP9) — ekspresiju;

c) ickaisuma faktora interleikina 6 (IL 6) ekspresiju;

3. Izmantojot TUNEL metodi, noteikt apoptozes biezumu interradikularas septas
audos 1., 2 un 3. pacientu vecuma grupa.

4. Noteikt korelaciju starp augsanas faktoru, kaula ekstracelularas matrices
proteinu, degeneracijas enzimu un apoptozes relativa daudzuma ekspresiju un pacientu

vecumu.
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4. DARBA NOVITATE

Sis ir viens no retajiem pétfjumiem Latvija, kurd ka materidls tiek izmantots cilveka
kauls, lai noteiktu augSanas faktoru, kaula ekstracelularas matrices proteinu,
degeneracijas enzimu, iekaisuma proteinu ekspresijas un apoptozes, t.i., kaulu augSanas
un remodelSanas raditaju atkiribas alveolaraja kaula un periodonta audos saistiba ar

pacienta vecumu.
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5. MATERIALS UN METODES

5.1. Pétijjuma grupa

Pétijuma tika ieklauti 45 pacienti, kuriem bija diagnosticétas dentoalveolaras
anomalijas un bija nepiecieSama ortodontiska arstéSana. Pacienti tika iedaliti 3 grupas
(sk. 5. 1. tabulu):

1. pacientu grupa vecuma no 12 Iidz 14 gadiem raksturo pubertates periodu, kad
remodelacijas procesi notiek strauji un metabola aktivitate ir visaugstaka.

2. pacientu grupa vecuma no 15 lidz 22 gadiem iezime periodu, kura laika notiek
audu nobrieSana, remodelacijas potencials ir augsts, bet metabola aktivitate pamazam
sak samazinaties, salidzinot ar pubertates periodu.

3. pacientu grupa vecuma no 23 lidz 49 gadiem raksturo nobrieduso audu
stavokli un stabilu metabolo aktivitati, kas ar gadiem sakt klat 1énaka.

Pacientu skaits, dzimums, vecums un to iedalfjumu grupas ir aplikojams 5. 1. 1.

tabula.
5.1. 1. tabula.
Pacientu absoliitais un relativais sadalijums pétijuma grupas saistiba ar
dzimumu
Dzimums Kopa
Grupa Virietis Sieviete ] ]
_ _ _ _| Skaits | Procenti
Skaits | Procenti | Skaits | Procenti
1. 5 333 10 66,6 15 333
2. 7 45,0 8 55,0 15 333
3. 9 65,4 6 34,6 15 333
Kopa 21 24 45 100,0

Pétijuma netika ieklauti pacienti ar:
e  akitu periodontitu;

e  smagam vispargjam saslim$anam anamngzg;
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e lipu un/vai auksl&ju Skeltni;
e dentofacialiem sindromiem;
e  skeletalam asimetrijam.

Rigas Stradipa universitates Stomatologijas institita Mutes, sejas un zoklu
kirurgijas klinika no 2010. gada decembra lidz 2013. gada augustam projekta ietvaros
pétamos audus ieguva péc ambulatoras zobu ekstrakcijas ortodontijas pacientiem un
planveida ortognatiskiem pacientiem — no ekstrah&to augszokla premolaru, molaru un
apakszoklu molaru vietam (péc FDI sistemas: dd 14, 16, 17, 18, 24, 26, 27, 28, 36, 37,
38, 46, 47, 48 interradikularas septas dalas). legiitais audu materials tika pétits
imiinhistokimiski, lai noteiktu augSanas un apoptozes faktoru klatbiitni. P&tfjumam tika
izmantota anonima pacientu numeracija. P&tljumam bija svarigs pacientu dzimums,
vecums, anamnézes dati, ka arT kliniskie dati — ekstrakcijas vieta un ekstrahéta zoba
diagnoze.

Zobu ekstrakcijas tehnika notika atbilstosi BO VAS Veselibas statistikas un
medicinas tehnologiju agentira apstiprinatam tehnologijam (MK 01.02.2005. noteikumi
Nr. 82). Audu gabalini (1-2 mm?® lieli) tika nemti no zobu ekstrakcijas vietam (septum
interradiculare) pacientiem, kuriem saistiba ar ortodontisko arstesanu tika indicéta zobu

ekstrakcija, neveicot papildu operativu iejauksanos.

5.2. Morfologisko pétijumu metodes

Audu fiksacija tika veikta uzreiz operécijas telpa. Sim nolikam tika izmantots
piesatinats pikrinskabes Skidums (2% formaldehina un 0,2% pikrinskabes 0,1 M
fosfatbuferi (pH 7,2)) jau ieprieks sagatavota Ependorfa pudelite. ST metodika ir
paredz&ta imiinhistoktmiskajiem izmeklgjumiem, kad jafiksé 1paSi maigas struktiiras,
piem@ram, receptori, neiropeptidi un ar augsanas IpaSibam apveltiti faktori. Ta ir
daudzkart parbaudita praksé un operacijas paligpersonalam prasa tikai apméram 2
mindtes, tadgjadi netraucgjot pasas operacijas norisi.

P&c tam audu gabalini tika nogadati RSU Anatomijas un antropologijas institiita
Morfologijas laboratorija. TransportéSana $adi fiksétiem audiem nav problematiska un

neprasa papildu sagatavosanu. Talak audus apstradaja atbilstosi izvéletajai metodikai.
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Paraugus apskatija Leica DC300F mikroskopa un talak analizgja attélu
analizatoru sistéma ar programmu ImageproPlus 7.0 (sistémas un mikroskopi iegadati
2003. gada un ietver plasas audu analizes sistémas), kas atrodas RSU Anatomijas un
antropologijas institita (AAl). Audu bloki glabajas arhiva RSU AAI Morfologijas

Kopuma no 45 cilvéku kaulaudu preparatiem tika sagatavoti 540 histologiskie
griezumi, kas tika izmantoti kraso$anai morfologiskai izp&tei ar hematoksilinu un eozinu
(H & E) (Aughey, Frye, 2001), TUNEL reakciju (Negoescu et al, 1998), biotina-

streptavidina imunhistokimisko metodi (Hsu et al, 1981).

5.2.1. Materiala fiksacija un sagatavo$ana

Operacijas iegitais audu materials 4-8 stundas tika fikséts maisijuma, kur§
satur&ja 2% formaldehida un 0,2% pikrinskabes 0,1 M fosfatu buferi (pH 7,2). Péc tam
audu gabalinus 12 stundas skaloja tiroida bufer (pH 7,6), kas saturéja 10% saharozes,
tad audus ieguldija parafina un ar mikrotomu sagrieza 3—5 pum biezos griezumos

(Stefanini et al., 1967).

5.2.2. Preparatu kraso$ana ar hematoksilinu un eozinu

P&c preparatu deparafinéSanas tos 7 minites krasoja ar hematoksilinu. Péc tam
preparatus 10 mintites skaloja Gideni. Sekoja 2 miniiSu ilga krasoSana ar eozinu, pec
kuras preparatus islaicigi skaloja ar ideni. KrasoSanai sekoja atlidenoSana pieaugosas
koncentracijas spirta skidumos un ksilola. Nokrasotos preparatus noklaja ar polistirolu
un nosedza ar segstiklinu. KrasoSanas rezultata Stinas bazofilas dalas bija iekrasojusas
zili violetos tonos, bet acidofilas — no roza lidz tumsi sarkanam tonim.

Gaismas mikroskop&Sanai tika lietots Leica DM vai Leica DC300F mikroskops

ar 200 vai 400 reizu lielu palielinajumu.
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5.2.3. Biotina-streptavidina imiinhistokimiska metode

Sagrieztos 3-5 pm biezos griezumus 10 minates skaloja fosfatu buferskiduma.
P&c tam griezumus 20 mindtes inkubgja ar dabigo kazas, peles un trusa 10% serumu, lai
mazinatu fona nokrasosanos, un 60 minfites turpinaja inkubaciju ar primaram antivielam
mitra kamera istabas temperatura (Hsu et al, 1981).

Pielietojot biotina un streptavidina imiinhistokimisko metodi, cilvéku kaulaudos
un mikstajos audos noteica matrices metalproteinazi MMP8 (6-19Z: SC-80206, 1 : 50),
MMP9 (H-129: SC-10737, 1 : 250, Santa Cruz Biotechnology, Inc., California, ASV),
fibroblastu aug8anas faktora receptoru (FGFR, kods ab10646, 1 : 100, Abcam, Anglija),
transformé&joso augSanas faktoru beta (TGFp, kods T1654, 1 : 1000, SigmaBioScience,
ASV), interleikinu IL6 (kods SC-130326, 1 : 50, Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
California, ASV), osteoprotegerinu (OPG N-20 SC-8468, 1 : 40, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., California, ASV), osteokalcinu (OC, kods ab13418; Abcam; 1 :
100, Cambridge, Anglija), nuklearo kappa B faktora proteinu (NkPb105, kods
p105/p50[ab7971], Abcam, 1 : 100, Cambridge, Anglija), fibroblastu augSanas faktora
receptoru 1 (FGFRI, kods 10646, darba atSkaidijums 1 : 100, Abcam, Anglija), bazisko
fibroblastu aug$anas faktoru (bFGF, kods ab16828, 1 : 200, Abcam, Anglija). Visi
preparati apkopoti 5. 2. 2. tabula.

Deparafinaciju veica pec visparpienemtas shémas. P&c preparatu skaloSanas PBS
(fosfatu buferis, pH 7,4) $kiduma, kas ilga 10 mindtes, toS uz 20 minGtém ievietoja
mikrovilpu krasnt 4% salsskaba natrija citrata buferSkiduma. P&c atdzes@tu preparatu
skaloSanas ar PBS uz katra griezuma uzklaja pa 150 fl 3% tdenraza peroksida un turgja
10 mindtes. Preparatus atkal skaloja destiléta tdeni un PBS, un tad uz preparatiem
uzpilindja primaras antivielas (pieméram, FGFR1) — uz katra griezuma pa 30 pl
(ekspozicijas laiks — 2 stundas), ka arT preparatiem uz 30 miniteém uzklaja LSAB +
LINK (ar biotinu saistitas sekundaras antivielas; kods K1015, DakoCytomation, Danija),
uz 25 minat€m uzklaja LSAB + KIT (streptavidinu, kas saistits ar enzimu peroksidazi;
kods K0690, DakoCytomation, Danija) un uz 10 mintitém — DAB (substrata hromogéna
sistéma; kods K3468, Dako, Danija). P&c tam preparatus Tslaicigi krasoja hematoksilina.
Visa markieru informacija ir apkopota 5. 2. 2. tabula.

Pozitivas reakcijas gadijuma velamas struktiiras nokrasojas briinas.

16



5. 2. 2. tabula
Informacija par aug$anas faktoriem, to receptoriem, audu ECM
degradacijas markieriem, génu proteiniem, kas noteikti ar biotina-streptavidina

imiinhistokimisko metodi

Faktors Avots Kods Darba RazZotajfirma un
at§kaidijums valsts
TGFp pele 1279 1:1000 Cambridge
Science Park, UK
bFGF trusis ab16828 1:200 Abcam, UK
FGFR1 trusis ab10646 1:100 Abcam, UK
IL6 pele SC-130326 1:50 Santa Cruz, USA
MMP1 pele 3-B6 SC-21731 1:100 Santa Cruz, USA
MMP8 pele SC-80206 1:50 Santa Cruz, Usa
MMP9 trusis SC-10737 1:250 Santa Cruz, USA
OPG kaza SC-8468 1:40 Santa Cruz, USA
ocC pele ab 13418 1:100 Abcam, UK
NkPb105 trusis ab 7971 1:100 Abcam, UK

5.3. TUNEL metode apoptozes noteiksanai

Tika izmantots apoptozes komplekts In Situ cell Death Detection, POD Cat. no.
1684817, Roche Diagnostics (Vacija) saskana ar Negoescu et al. (1998) aprakstito
tehniku. Deparafinizéti audu gabalini 10 minttes tika turgti istabas temperatira PBS
(fosfatu bufert) (pH 7,5) skiduma. Péc tam 30 miniites veica endogénas peroksidazes
aktivitates blokéSanu ar 3% udenraZa peroksidu, tad audu gabalinus mazgaja (3 x 5 min)
PBS skiduma. Audu gabalinu griezumi tika ievietoti citrata buferS§kiduma un ievietoti
mikrovilgu krasnT uz 10 minGtém, lai fiksétu antigénu. Péc tam tos atdzes€ja istabas
temperatiira, péc tam mazgaja PBS $kiduma un uz 10 miniitém ievietoja 0,1% BSA
(veér$a seruma albumind) uz PBS. Audu griezumus inkubg&ja ar TUNEL (Tdt — T gala
deoksinukleotidiltransferazes un dioksigenina ieziméto nukleotidu maistjums) 37 °C

tvertng ar mitrinatu gaisu 60 miniites ilgi. P&c skalosanas PBS audu griezumus 37 °C
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inkub&ja POD (aitas antifluorescences antivielas ar marrutku peroksidazi saistitais Fab
fragments) 30 mindtes. P& tam griezumus uz 7 minitém parklagja ar DAB
(diaminobenzidina hromogénu) Skidumperoksidazes noteik$anai. Tad audu griezumus
noskaloja destiléta Gdeni, kontrastkrasosanai (20 sek.) lietoja hematoksilinu un eozinu.
Nokrasotos preparatus apstradaja ar polistirolu un nosedza ar segstiklinu.

Histologiskie griezumi tika mikroskopéti ar Leica DM RB gaismas mikroskopu
400 reizu liela palielingjuma. Apoptotisko Stnu skaita novertéSanai histologiskaja
preparata tika skaititas apoptotiskas S$tnas nejausi izvelétos tris redzes laukos, kas

savstarp€ji neparklajas (Itoh, 2001).

5.4. Semikvantitativo datu konvertacija

Imunhistokimiski noteikto augSanas faktoru, g€nu proteinu, kaula
ekstracelularas matrices proteinu un degeneracijas enzimu relativa biezuma apzimé$anai
ieglitaja audu materiala tika izmantota literatiira plasi pielietota puskvantitativa
skaitiSanas metode (Pilmane, 1998; Knabe, 2005). AugSanas faktoru, génu proteinu,
kaula ekstracelularas matrices proteinu un degeneracijas enzimu daudzums tika analizéts
viena griezuma tris redzes laukos. Lietotie apzim&umi apkopoti 5. 4. 3. tabula. Lai
ieghitos datus apstradatu statistiski, mikroskopa redzes lauka novéroto $tnu daudzums
tika kod@ts (0 — netika redz€ta neviena pozitiva struktiira redzes lauka, (1) 0/+ — dazas
pozitivas struktiiras redzes lauka, (2) + — neliels daudzums pozitivu struktiiru redzes
lauka, (3) +/++ — maz Iidz vid&ji daudz pozitivu struktiru redzes lauka, (4) ++ — vidgji
daudz pozitivu struktiiru redzes lauka, (5) ++/+++ — vidgji daudz lidz daudz pozitivu
struktiiru redzes lauka, (6) +++ —Joti daudz pozitivu struktiiru redzes lauka.

5. 4. 3. tabula
Imiinhistokimiski noteikto augSanas faktoru, kaula ekstracelularas
matrices proteinu, degeneracijas enzimu un génu proteinu puskvantitativas

metodes relativa bieZuma apziméS$ana.

Lietotie Paskaidrojumi Statistika lietojamie
apziméjumi apziméjumi
0 Netika redz&ta neviena pozitiva 0
struktiira redzes lauka
0/+ Dazas pozitivas struktiiras redzes lauka 1
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(tabulas turpinajums)

+ Neliels daudzums pozitivu struktiiru 2
redzes lauka

+H++ Maz lidz vidgji daudz pozitivu struktiiru 3
redzes lauka

++ Vidgji daudz pozitivu struktiiru redzes 4
lauka

+H/+++ Vidgji daudz Ilidz daudz pozitivu 5
struktiiru redzes lauka

+++ Loti daudz pozitivu struktiiru redzes 6
lauka

5.5. Datu apstrades statistiskas metodes

Datu statistiskas analizes mérkis bija ar adekvatam statistikas metodém izvertet
signalmolekulu ekspresiju pacientiem dazadas vecuma grupas.

P&c mainiga lieluma veida tika aprékinats centralas tendences raditajs — pazimes
vidgja aritmetiska vertiba, mediana un moda, ka ari izkliedes raditaji — standartnovirze,
pazimes minimala un maksimala vértiba.

Lai noteiktu, vai dati atbilst normalsadalijumam, tika izmantots Sapiro—Vilka
(Shapiro-Wilk) tests.

Divu atkarigu vai neatkarigu grupu salidzinasanai péc vienas pazimes izmantots
neparametriskais Manna—Vitnija (Mann—-Whitney) tests, bet vairaku neatkarigu grupu
salidzinasanai péc vienas pazimes — neparametriskais Kruskala—Vallisa (Kruskal-
Wallis) tests.

Visos gadijumos rezultatu novert€ja ka statistiski ticami atskirigu, ja nulles
hipotézes varbiitiba bija vienada ar 0,05 vai mazaka par to, t.i., kriterijs nulles hipotézes
noraidiSanai bija butiskuma Iimenis o = 0,05. Pret§ja gadijuma tika pienemta nulles
hipoteze.

Divu pazimju saistibas analizei tika izmantota Spirmena korelaciju analize.
Pétijuma pienemta S$ada korelacijas cieSuma Kklasifikacija atkariba no korelacijas
koeficienta r lieluma:

* korelacija ir vaja, jar <0,3;

* korelacija ir vidgja gadijumos, kad 0,3 <r<0,7;

* bet korelacija ir ciesa, jar>0,7.
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Saistibu starp diviem parametriem mekl&ja, ar izmantojot linearas regresijas
metodi.

Analiz&jot nominalu vai rangu datos, lai salidzinatu divu vai vairaku pazimju
proporcionalo sadalfjumu, tika izmantota Pirsona Hi kvadrata statistiska analize, ja
kontingences tabulas biezums bija > 5, savukart Fisera precizais tests tika izmantots, ja
kontingences tabulas biezums bija < 5.

Datu statistiska apstrade veikta, izmantojot IBM SPSS 20. versiju.
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6. REZULTATI

6.1. Pacientu raksturojums

Petijuma bija ieklauti 45 pacienti, to vidgjais vecums (= SD) bija 22,02 + 11,20
gadi. Minimalais pacientu vecums bija 12 gadu, maksimalais — 49 gadi, vecuma
amplitida — 37 gadi. Vecuma mediana bija 17 gadi, bet modalais vecums — 12 gadi.
Vecuma starpkvartilu izkliede bija 15,50 gadi. Pacientu vecuma asimetrijas koeficients
bija 1,01, tatad sadalijums ar labo jeb pozitivo asimetriju; vecuma parpalikuma (excess)
koeficients bija 0,12. Izmantojot Sapiro-Vilka testu vecuma atbilstibas normala
sadalijuma parbaudei, konstatéts, ka pacientu vecums neatbilda normalajam
sadalfjumam (p < 0,001). Visu pacientu vecuma histogramma attélota 6. 1. 1. attla.

Pé&tijuma bija iesaistits 21 virietis (46,67%) un 24 sievietes (53,33%). lzmantojot
binomialo testu, secinats, ka pétijuma virie$u un sievieSu skaita proporcijas statistiski
ticami neatskiras (p = 0,76). VirieSu vid€jais vecums (+ SD) bija 23,67 + 11,02 gadi,
minimalais vecums — 12 gadi, bet maksimalais — 44 gadi. SievieSu vidgjais vecums (+
SD) bija 20,58 + 11,37 gadi, minimalais vecums — 12 gadi, bet maksimalais — 49 gadi.
Izmantojot neatkarigo izlasu t testu, tika secinats, ka pétijuma ieklauto virieSu un
sievieSu vidgja vecuma starpiba bija 3,08 gadi [95% TI: — 9,84 lidz 3,67], un ta nav
statistiski ticami atSkiriga (t(43) = 0,92; p = 0,36). Balstoties uz L&vena testa rezultatu,
tika konstatgts, ka virieSu un sievieSu vecuma sadalfjuma dispersijas statistiski ticami
neatskiras (F = 0,14; p=0,70).

Izmantojot Sapiro—Vilka testu, atseviski parbaudot virie$u un sieviesu vecuma
sadalfjuma atbilsttbu normalajam sadalfjumam, atrada, ka tie neatbilst normalajam
sadalfjumam (atbilstosi p < 0,001). Visu pacientu vecuma histogramma attélota6. 1. 1.

attéla. VirieSu un sievieSu vecuma histogramma redzama 6. 1. 2. attéla.
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6. 1. 1. attels. Visu pacientu vecuma histogramma (pie vertik. ass = Skaits)
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6. 1. 2. att€ls. VirieSu un sievieSu vecuma histogramma (pie horiz. ass =

Skaits)
SievieSu un virieSu dzimuma pacientu procentualais sadalfjums ir paradits 6. 1.

3. attéla. Péc procentualas attiecibas redzgjam, ka sievieSu dzimuma pacienti bija

53,33%, bet virieSu dzimuma pacienti — 46,67%.
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6. 1. 3. attels. Petijuma ieklauto sievieSu un virieSu procentuala attieciba

Petijuma ieklauto pacientu skaits ar ortodontisko ekstrakciju bija vairak neka 4

reizes lielaks neka pacientu skaits ar neatgriezenisku pulpitu (6. 1. 4. attéls).
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6. 1. 4. attels. Pétijjuma ieklauto pacientu procentuilais sadalijums péc

diagnozes

P&tijuma ieklautie pacienti péc diagnozes dazadas vecuma grupas iedalijas $adi:
1. grupa (12-14 gadi) visiem pacientiem tika veiktas zoba ekstrakcijas ortodontisku
indikaciju d&l, no 2. grupas pacientiem (15-22 gadi) 31,11% pacientu tika veiktas zobu
ekstrakcijas péc ortodontiskam indikacijam, bet 2,22% pacienu — sakara ar netgriezniska
pulpita diagnozi, 3. grupas pacientiem (23-49 gadi) 24,44% pacientu ekstrakcijas tika
veiktas ortodontisku indikaciju dgl, bet 8,89% pacientu zobi tika ekstrah&ti

netgriezeniska pulpita gadijuma. P&tot sakaribu starp vecuma grupu un diagnozi,
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izmantojot FiSera eksakto testu, secinajam, ka ta pastav un ir statistiski ticama (p <

0,001; 6. 1. 5. attels).

Vecuma grupa
M 12-14 gadi
M 15-22 gadi
[1>23 gadi

Skaits

Ortodontiska Neatgriezenisks
ekstrakcija pulpits

Diagnoze

6. 1. 5. attels. Pétijuma ieklauto daZzada vecuma pacientu diagnozes

procentuala attieciba

6.2. Rutinas histologiska atrade

Veicot hematoksilina un eozina parskata krasojumus, analizéjamos preparatos
bija redzams, ka 1. grupas pacientiem (vecuma no 12 lidz 14 gadiem) morfologiska aina
atbilda augoSo kaulaudu visparpienemtai normai. Bija atrodami pareizas formas
osteociti, osteonu kanali ar izteiktiem asinsvadiem, bet daZos osteonu kanalos bija ar
saistaudi .

Pacientiem 2. grupa (vecuma no 15 Iidz 22 gadiem) parskata preparatos tika
novéerota lidziga aina ka 1. grupa. Tomer kaula struktiira bija vairak regulara, kas atbilst

nobriedusam kaulam.
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Histologiska aina 3. grupas pacientiem (vecuma no 23 lidz 49 gadiem) atbilda
nobriedusa kaula struktiirai ar noveco$anas pazimém, ari ar saistaudu proliferaciju

osteonu kanalos.

6.3. Imiinhistokimijas atrades: OPG

Analiz&jot OPG ekspresiju interradikularaja septa, konstatgjam, ka 1. grupas
pacientu kaulaudos un periodonta audos bija dazadi daudz, bet caurméra vidgji daudz un
daudz pozitivu struktiiru, 2. grupa bija no maz lidz vidgji daudz pozitivo struktiru, bet 3.
grupa bija neliels daudzums pozitivo $anu. Balstoties uz Kruskala—Vallisa testu,
secinajam, ka OPG dazadam vecuma grupam atskiras statistiski ticami (y* = 27,20; df =
2; p < 0,001). OPG sinu sadalijums pacientiem dazadas vecuma pacientu grupas
redzams 6. 3. 4. tabula.

6. 3. 4. tabula
OPG saturoso §iinu relativais daudzums interradikulara septa dazada

vecuma pacientu grupas

Relativais 12-14 gadi 15-22 gadi 23 - 49 gadi
daudzums (n) (n) (n)

0 0 0 1

0/+ 0 1 4

+ 0 3 8

+/++ 0 3 1

++ 9 7 1

++/+++ 2 1 0

. 4 0

0

OPG pozitivo strukttiru relativais daudzums 1. grupa bija 4,8 + 0,75, 2. grupa
3,2 £0,8, 3. grupa 1,5 £ 0,5. OPG pozitivo $tinu medianas vértibas un 95% ticamibas

intervals pacientu grupas redzams 6. 3. 6. attela.
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Vecuma grupa
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>23 gadi

6. 3. 6. att€ls. Osteoprotegerina pozitivo $iinu relativa daudzuma saistiba ar

pacientu vecumu

Redzes lauka: 0 — nebija redzama neviena pozitiva struktiira, 1 (0/+) — dazas

pozitivas struktiras, 2 (+) — neliels daudzums pozitivu struktiiru, 3 (+/++) — maz lidz

vidgji daudz pozitivu strukttiru, 4 (++) — vid€ji daudz pozitivu struktiru, 5 (++/+++) —

vidgji daudz 1idz daudz pozitivu struktiiru, 6 (+++) — loti daudz pozitivu struktiiru

6.3.1. Matrices metalproteinaze 8 (MMP8)

Analiz&jot MMPS8 ekspresiju interradikularas septas audos, konstatgjam, ka 1.

grupa bija galvenokart maz lidz vidgji daudz pozitivu struktiru, 2. grupa — galvenokart

vidgji daudz pozitivu strukttiru, bet arT trikums, bet 3. grupa galvenokart maz pozitivo

struktiru. Balstoties uz Kruskala—Vallisa testu, tika secinats, ka MMP8 dazadam

vecuma grupam neatskiras statistiski ticami (y? = 1,72; df = 2; p = 0,42). MMP8 pozitivo

strukttiru sadalfjums kaulaudos dazadas vecuma pacientu grupas redzams 6.3.1.5. tabula.

6. 3.1. 5. tabula

MMP8 pozitivo struktiiru relativais daudzums dazada vecuma pacientu

grupas interradikularas septas audos

Relativais 12-14 gadi 15-22 gadi 23 — 49 gadi
daudzums (n) (n) (n)

0 0 0 2

0/+ 3 3 0

+ 1 4 7
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(tabulas turpinajums)

e 4 5 2
++ 6 3 1
++/+++ 0 0 1
+++ 1 0 2

MMPS8 §tinu relativais daudzums 1. grupa bija 3,2 + 0,6, 2. grupa 2,5 + 0,5, 3.
grupa 2,8 £ 0,75. MMP8 ekspresijas medianas vertibas un 95% ticamibas intervals

pacientu grupas redzams 6. 3. 1. 7. attgla.

MMPE
w e
o o
1 1
|

T T
12-14 gadi 15-22 gadi >23 gadi
Vecuma grupa

6. 3. 1. 7. attels. MMP8 pozitivo Siinu relativa daudzuma saistiba ar pacientu
vecumu.
Redzes lauka: 0 — nebija redzama neviena pozitiva struktiira, 1 (0/+) — dazas
pozitivas struktiiras, 2 (+) — neliels daudzums pozitivu struktiiru, 3 (+/++) — maz lidz
vidgji daudz pozitivu struktiru, 4 (++) — vidgji daudz pozitivu struktiru, 5 (++/+++) —

vid&ji daudz 1idz daudz pozitivu struktiiru, 6 (+++) — loti daudz pozitivu struktiiru
6.3.2. Matrices metalproteinaze 9 (MMP9)

Analiz&jot MMP9 ekspresiju interradikularas septas audos, konstatgjam, ka 1.
grupa bija galvenokart vid&ji daudz pozitivu $anu ar atseviskiem iznémumiem, 2. grupa
— maz lidz vidgji daudz pozitivu §tnu, bet 3. grupa — parsvara neliels daudzums pozitivu
Sunu. Balstoties uz Kruskala—Vallisa testu, tika secinats, ka MMP9 dazadam vecuma
grupam statistiski ticami neatikiras (x> = 0,72; df = 2; p = 0,70). MMP9 struktiiru

sadalfjums pacientiem dazadas pacientu vecuma grupas redzams 6. 3. 2. 6. tabula.
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6. 3. 2. 6. tabula.
MMP?9 pozitivo struktiiru relativais daudzums dazada vecuma pacientu

grupu interradikularas septas audos

Relativais 12-14 gadi 15-22 gadi 23— 49 gadi
daudzums (n) (n) (n)
0 0 0 2
0/+ 5 1 3
+ 1 7 3
4+ 4 2 3
++ 4 3 2
++/+++ 1 1 1
+H+ 0 1 1

MMP?9 siinu relativais daudzums 1. grupa bija 2,9 + 1,2, 2. grupa — 3,2 = 1,1, 3.
grupa — 2,2 = 1,2. MMP9 pozitivo struktiiru relativa daudzuma medianas vertibas un

95% ticamibas intervals pacientu grupas redzams 6. 3. 2. 8. attéla.

6,0
5,0
o 4,07
o
=
= 3,07

2,07

0 12—14‘ gadi 15—22I gadi >23 Igadi
Vecuma grupa
6. 3. 2. 8. attels. MMP9 pozitivo §iinu relativa daudzuma saistiba ar pacientu
vecumu. Redzes lauka: 0 — nebija redzama neviena pozitiva struktiira, 1 (0/+) — dazas
pozitivas struktiras, 2 (+) — neliels daudzums pozitivu struktiru, 3 (+/++) — maz lidz
vid&ji daudz pozitivu struktiiru, 4 (++) — vidgji daudz pozitivu strukttru, 5 (++/+++) —

vidgji daudz lidz daudz pozitivu struktiiru, 6 (+++) — loti daudz pozitivu strukttiru
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6.3.3. Nuklearais kappa faktors B105 (RANKL)

Analiz&jot RANKL ekspresiju interradikularas septas audos, konstatgjam, ka 1.
grupa bija vidgji daudz 1idz daudz pozitivu struktiiru, 2. grupa bija galvenokart vidgji
daudz pozitivu struktiiru, bet 3. grupa — neliels daudzums pozitivo $tnu. Balstoties uz
Kruskala—Vallisa testu, secinajam, ka RANKL dazadam vecuma grupam atSkiras
statistiski ticami (x* = 14,70; df = 2; p < 0,001). RANKL pozitivo struktiiru relativa
daudzuma sadalfjums pacientiem dazadas vecuma pacientu grupas redzams 6. 3. 3. 7.
tabula.

6.3.3.7. tabula
RANKL $iinu relativa daudzuma sadalijums dazada vecuma pacientu grupas

interradikularas septas audos

Relativais 12-14 gadi 15-22 gadi 23 - 49 gadi
daudzums (n) (n) (n)
0 R - R

0/+

+

++

++/+++

0
1
+/++ 0
9
1
3

= P o N N
o O] &~ O] O W

+++

RANKL pozitivo $iinu relativais daudzums 1. grupa bija 4,5 £ 0,5, 2. grupa — 3,5
+ 0,6, 3. grupa — 2,5 + 0,5. RANKL ekspresijas medianas vertibas un 95% ticamibas

intervals pacientu grupas redzams 6. 3. 3. 9. attla.
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1214 gadi 1522 gadi  >23 gadi

Vecuma grupa

6. 3. 3. 9. attéls. RANKL pozitivo $iinu relativa daudzuma saistiba ar
pacientu vecumu.
Redzes lauka: 0 — nebija redzama neviena pozitiva strukttira, 1 (0/+) — dazas
pozitivas struktiiras, 2 (+) — neliels daudzums pozitivu struktiru, 3 (+/++) — maz lidz
vidgji daudz pozitivu strukttru, 4 (++) — vidgji daudz pozitivu struktiiru, 5 (++/+++) —

vid&ji daudz 1idz daudz pozitivu struktiiru, 6 (+++) — loti daudz pozitivu strukttiru
6.3.4. Osteokalcins (OC)

Analizgjot osteokalctna §tinu relativo daudzumu interradikularas septas audos,
konstatéjam, ka gan 1. grupa, gan 2. grupa, gan 3. grupa bija galvenokart daudz lidz loti
daudz pozitivu struktiiru.

Osteokalcina $tnu relativais daudzums 1. grupa bija 6, 2. grupa — 6, 3. grupa — 6.
Osteokalctna pozitivo struktiiru daudzuma medianas vertibas un 95% ticamibas intervals

pacientu grupas redzams 6. 3. 4. 10. attela.
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6. 3. 4. 10. attels

5,07

Osteokalcins

]
12-14 gadi

|
15-22 gadi

Vecuma grupa

pacientu vecumu.

1
>23 gadi

. Osteokalcina pozitivo Siinu relativa daudzuma saistiba ar

Redzes lauka: 0 — nebija redzama neviena pozitiva struktiira, 1 (0/+) — dazas

pozitivas struktiras, 2 (+) — neliels daudzums pozitivu struktiru, 3 (+/++) — maz lidz

vidgji daudz pozitivu struktiiru, 4 (++) — vid&ji daudz pozitivu struktiiru, 5 (++/+++) —

vid&ji daudz Iidz daudz pozitivu struktiiru, 6 (+++) — loti daudz pozitivu struktiru

6.3.5. TransforméjoSais augSanas faktors p (TGFp)

Analizg&jot TGFp ekspresiju interradikularas septas audos, konstatgjam, ka 1.

grupa bija galvenokart daudz 1idz Joti daudz pozitivu struktiiru, 2. grupa bija galvenokart

vidgji daudz pozitivu struktaru, bet 3. grupa — vid&ji daudz un arT maz pozitivu struktaru.

Péc Kruskala—Vallisa testa secingjam, ka TGFp dazadam vecuma grupam atSkiras

statistiski ticami (Xz =8,91; df =2; p=0,01). TGFp $unu relativa daudzuma sadalijums

pacientiem dazadas pacientu vecuma grupas redzams 6. 3. 5. 8. tabula.

6. 3. 5. 8. tabula

TGFp pozitivo struktiiru daudzums dazada vecuma pacientu grupas

interradikularas septas audos

Relativais 12-14 gadi 15-22 gadi 23 - 49 gadi
daudzums (n) (n) (n)

0 - - -

0/+ - - -

+ 2 1 2
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(tabulas turpinajums)

e 0 2 4
++ 3 5 9
++/+++ 3 5 0
+++ 5 0 0

TGFp stnu relativais daudzums 1. grupa bija 5,1 £ 0,9, 2. grupa — 4,5 £ 0,5, 3.
grupa — 3,5 + 0,5. TGFB pozitivo struktiru daudzuma medianas vertibas un 95%

ticamibas intervals pacientu grupas redzams 6. 3. 5. 11. attéla.

TGFb

M F
3,07
iy

T T T
12-14 gadi 15-22 gadi >23 gadi
Vecuma grupa

6. 3. 5. 11. attéls. TGFp Siinu relativa daudzuma saistiba ar pacientu
vecumu
Redzes lauka: 0 — nebija redzama neviena pozitiva strukttra, 1 (0/+) — dazas
pozitivas strukttras, 2 (+) — neliels daudzums pozitivu struktiru, 3 (+/++) — maz lidz
vidgji daudz pozitivu struktiiru, 4 (++) — vidgji daudz pozitivu struktiiru, 5 (++/-+++) —

vid&ji daudz 1idz daudz pozitivu struktiiru, 6 (+++) — loti daudz pozitivu strukttiru
6.3.6. Fibroblastu augSanas faktora receptors1 (FGFR1)

Analiz&jot FGFRI ekspresiju interradikularas septas audos, konstatéjam, ka 1.
grupa bija izteikti daudz pozitivu struktairu, bet 2. un 3. grupa bija vid&ji daudz pozitivu

struktiru. Balstoties uz Kruskala—Vallisa testu, tika secinats, ka FGFR1 dazadam
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vecuma grupam neatikiras statistiski ticami (x> = 5,20; df = 2; p = 0,07). FGFR1
pozitivo struktiiru daudzums kaulaudos dazadas vecuma pacientu grupas redzams 6. 3.
6. 9. tabula.
6.3.6.9. tabula
FGFR1 pozitivo struktiiru relativais daudzums dazada vecuma pacientu

interradikularas septas audos

Relativais 12-14 gadi 15-22 gadi 23— 49 gadi
daudzums (n) (n) (n)

0 - - -

0/+ 0 1 0

+ 2 0 3

+++ 1 1 3

++ 2 5 3

++/+++ 3 5 6

+++ 7 2 0

FGFRI1 pozitivo struktiiru relativais daudzums 1. grupa bija 4,9 + 1,1, 2. grupa —
4,5+0,5, 3. grupa — 4 + 1,1. FGFR1 pozitivo struktiiru daudzuma medianas vertibas un

95% ticamibas intervals pacientu grupas redzams 6. 3. 6. 12. attgla.

FGFR1

0 | I '
12-14 gadi  15-22 gadi  >23 gadi

Vecuma grupa

6. 3. 6. 12. attels. FGFR1 struktiiru relativa daudzuma saistiba ar pacientu

vecumu
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Redzes lauka: 0 — nebija redzama neviena pozitiva struktiira, 1 (0/+) — dazas
pozitivas struktiiras, 2 (+) — neliels daudzums pozitivu struktiiru, 3 (+/++) — maz lidz
vidgji daudz pozitivu struktiiru, 4 (++) — vidgji daudz pozitivu struktiru, 5 (+++++) —

vidgji daudz lidz daudz pozitivu struktiiru, 6 (+++) — loti daudz pozitivu struktiiru

6.3.7. Baziskais fibroblastu aug$anas faktors (hFGF)

Analizg&jot bFGF ekspresiju interradikularas septas audos, konstatgjam, ka 1.
grupa bija neliels 1idz vidgjs daudzums pozitivu strukttru, 2. grupa bija vidgji daudz
pozitivu struktiiru, bet 3. grupa bija galvenokart neliels daudzums pozitivo strukttiru.
Balstoties uz Kruskala—Vallisa testu, tika secinats, ka bFGF dazadam vecuma grupam
atSkiras statistiski ticami (3> = 9,50; df = 2; p < 0,01). bFGF pozitivo struktiiru
daudzums pacientiem dazadas vecuma pacientu grupas redzams 6. 3. 7. 10. tabula.

6. 3.7. 10. tabula
bFGF pozitivo struktiiru daudzums dazada vecuma pacientu grupu

interradikularas septas audos

Relativais 12-14 gadi 15-22 gadi 23— 49 gadi
daudzums (n) (n) (n)

0 0 1 1

0/+

+

+/++

++

++[+++

0 2 5
7 2 6
0 1 1
3 7 2
2 2 0
3 0 0

+++

bFGF struktiru relativais daudzums 1. grupa bija 3,8 £ 1,2, 2. grupa — 3,1 £ 0,9,
3. grupa — 1.4 + 0,6. bFGF pozitivo struktiiru relativa daudzuma medianas vertibas un

95% ticamibas intervals pacientu grupas redzams 6. 3. 7. 13. attela.
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12-14 gadi  15-22gadi  >23 gadi

Vecuma grupa
6. 3. 7. 13. attels. bFGF pozitivo struktiiru relativa daudzuma saistiba ar
pacientu vecumu
Redzes lauka: 0 — nebija redzama neviena pozitiva strukttra, 1 (0/+) — dazas
pozitivas struktiiras, 2 (+) — neliels daudzums pozitivu struktiru, 3 (+/++) — maz lidz
vid&ji daudz pozitivu struktiiru, 4 (++) — vid&ji daudz pozitivu struktiiru, 5 (++/+++) —

vid&ji daudz Iidz daudz pozitivu struktiiru, 6 (+++) — loti daudz pozitivu strukttru
6.3.8. Interleikins 6 (IL6)

Analizgjot IL6 ekspresiju interradikularas septas audos, konstatgjam, ka 1. grupa
bija neliels lidz vidgjs daudzums pozitivo struktiiru, 2. grupa bija maz lidz vid&ji daudz
pozitivu struktiru ar daziem izpémumiem, bet 3. grupa galvenokart bija vidgji daudz
pozitivu struktiiru ar atseviSkiem iznpémumiem, kad to bija maz. Balstoties uz Kruskala—
Vallisa testu, tika secinats, ka IL6 relativais daudzums dazadam vecuma grupam
statistiski ticami neatkiras (x> = 0,49; df = 2; p = 0,78). IL6 pozitivo struktiiru
sadalfjums kaulaudos dazadas vecuma pacientu grupas redzams 6. 3. 8. 11. tabula.

6. 3. 8. 11. tabula

IL6 relativa daudzuma sadalijums dazada vecuma pacientu grupas

interradikularas septas audos

Relativais 12-14 gadi 15-22 gadi 23 - 49 gadi
daudzums (n) (n) (n)
0 - - -
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(tabulas turpinajums)

0/+ 1 3 3
+ 1 2 2
+++ 6 1 1
++ 3 4 6
++/+++ 1 3 1
+++ 3 2 1

IL6 struktiiru relativais daudzums 1. grupa bija 3,8 + 0,7, 2. grupa — 4,1 £ 0,9, 3.

grupa — 2,8 = 1,2. IL6 ekspresijas medianas vértibas un 95% ticamibas intervals

pacientu grupas redzams 6. 3. 8. 14. attéla.

0 \ T T
12-14 gadi 1522 gadi  >23 gadi

Vecuma grupa

6. 3. 8. 14. attels. IL6 pozitivo struktiiru relativa daudzuma saistiba ar

pacientu vecumu

Redzes lauka: 0 — nebija redzama neviena pozitiva struktiira, 1 (0/+) — dazas

pozitivas struktiiras, 2 (+) — neliels daudzums pozitivu struktaru, 3 (+/++) — maz lidz

vidgji daudz pozitivu strukttiru, 4 (++) — vidgji daudz pozitivu struktiru, 5 (+++++) —

vidgji daudz lidz daudz pozitivu struktiiru, 6 (+++) — loti daudz pozitivu strukttiru

6.4. Apoptozes raksturojums

Analizgjot apoptotisko $iinu relativo daudzumu interradikularas septas audos,

konstatgjam, ka 1. grupa bija izteikts lidz vid€js daudzums pozitivo struktiiru, 2. grupa
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bija galvenokart vidgji daudz pozitivu struktiru (ar izneémumiem maz un daudz), bet 3.
grupa bija maz lidz vidgji daudz pozitivo strukttru. Balstoties uz Kruskala—Vallisa testu,
secindjam, ka apoptotisko $tinu skaits dazadam vecuma grupam statistiski ticami atSkiras
(* = 10,82; df = 2; p = 0,004). Apoptozes §inu sadalijums kaulaudos dazadas vecuma
pacientu grupas redzams 6. 4. 12. tabula.
6. 4. 12. tabula
Apoptotisko $iinu relativa daudzuma sadalijums dazada vecuma pacientu grupas

interradikularas septas audos

Relativais 12-14 gadi 15-22 gadi 23 — 49 gadi
daudzums (n) (n) (n)

0 0 0 0

0/+ - - -

+

1 3 3

+++ 1 0 3

++ 4 8 4
++/+++ - - -

+++ 5 2 0

Apoptozes $unu relativais daudzums 1. grupa bija 5,1 £ 0,9, 2. grupa — 4,2 +
1,75, 3. grupa — 3,1 = 0,9. Apoptozes $iinu relativa daudzuma medianas vértibas un 95%

ticamibas intervals pacientu grupas redzams 6. 4. 15. attela.

as Sunas

23 29
*

Apoptotisk

[ [ |
12-14 gadi  15-22 gadi  >23 gadi

Vecuma grupa

6. 4. 15. att€ls. Apoptozes Siinu relativa daudzuma saistiba ar pacientu

vecumu
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Redzes lauka: 0 — nebija redzama neviena pozitiva struktiira, 1 (0/+) — dazas
pozitivas struktiiras, 2 (+) — neliels daudzums pozitivu struktiiru, 3 (+/++) — maz lidz
vidgji daudz pozitivu struktiiru, 4 (++) — vidgji daudz pozitivu struktiru, 5 (+++++) —

vidgji daudz lidz daudz pozitivu struktiru, 6 (+++) — loti daudz pozitivu strukttiru

6.5. Diagnozes un bFGF savstarpéja korelacija

Divu neatkarigu izlaSu vidgjo rangu salidzina$anai izmantojot Manna—Vitnija
(Mann-Whitney) testu, konstatgjam, ka abam diagnozém statistiski ticami atSkiras tikai
bFGF ekspresija (Z = 2,04; p = 0,04), bet visu par¢jo faktoru sadalijums audos statistiski
ticami neatkiras (p > 0,05).

Pétitie faktori saistiba ar dzimumu savstarp&ji nekorel&a un statistiski ticami

neatskiras (p > 0,05).

6.5.1. Dazadu faktoru relativa daudzuma savstarpéja korelacija
Iegiitic imiinhistokimisko p&tjjumu rezultati tika analizeti, lai noteiktu
savstarpgjas korelacijas (6. 5. 1. 13. tabula), un tika konstatétas vairakas faktoru relativa
daudzuma savstarpgjas saistibas.
6. 5. 1. 13. tabula
Dazadu audu faktoru savstarpéjas korelacijas koeficienti (rg) un biitiskuma

(nozimibas) Iimeni (p) audos

OPG | MMP8 | MMP9 | RANKL | TGFp | FGFR1 | bFGF | IL6
s| 0,14
MMP8
p| 035
s 0,03 0,27
MMP9
0,79 0,06
's| 066" | 021 0,23
RANKL
P| 0,00 0,16 0,13
s| 0,38 0,20 0,10 0,43™
TGFp
P| 0,01 0,19 0,51 0,00
| 0,25 0,142 0,20 0,37" 0,62
FGFR1
Pl 0,09 0,35 0,18 0,01 0,00
rs| 0,27 0,32 0,27 0,31" 0,48™ | 041"
bFGF [
0,06 0,02 0,06 0,03 0,00 0,00
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(tabulas turpinajums)

' 010 0,42™ 0,30" 0,36" 0,54™ 0,46™ | 0,36
IL6
Pl 050 0,00 0,04 0,01 0,00 0,00 0,01
" 0427 | 000 0,33 0,46™ 0,21 036" | 0,10 | 019
S
TUNEL
p 0,00 0,98 0,045 0,00 0,20 0,03 053 | 0,26

*p<0,05 **p<0,00I.

Balstoties uz Spirmena korelaciju koeficienta analizi, atradam, ka, palielinoties
OPG, picaug RANKL siinu skaits, jo Sos abus raditajus saista vid&ja un statistiski ticama
korelacija (rs = 0,66; p < 0,001). Korelacija starp OPG un RANKL relativo daudzumu ir
paradita 6. 5. 1. 16. attéla.

6’0— o o o
5’0— e} o
| 4,07 ° o o o
X
<ZE 3,07 ©
[n'd
2’07 o o o] o o
1,007 \ \ T T T T

0 1,0 2,0 3,0 40 50 6,0
OPG

6. 5. 1. 16. attels. Korelacija starp OPG un RANKL relativo daudzumu
Balstoties uz Spirmena korelaciju koeficienta analizi, atradam, ka starp OPG un

TGFp struktiiru relativo daudzumu pastav vid&ja un statistiski ticama korelacija (rs =

0,38; p =0,01). 6. 5. 1. 17.attela paradita korelacija starp OPG un TGFp.
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6.5. 1. 17. attels. Korelacija starp OPG un TGFg relativo daudzumu

Balstoties uz Spirmena korelaciju koeficienta analizi, atradam, ka starp OPG un
apoptozes pozitivo $iinu relativo daudzumu pastav vidgja un statistiski ticama korelacija
(rs = 0,42; p < 0,001). 6. 5. 1. 18. attéla paradita korelacija starp OPG un apoptotisko

$tinu relativo daudzumu.
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6. 5. 1. 18. attels. Korelacija starp OPG un apoptotisko Siinu relativo

daudzumu

Balstoties uz Spirmena korelaciju koeficienta analizi, atradam, ka starp MMPS8
un bFGF relativo daudzumu pastav vid&ja un statistiski ticama korelacija (r; = 0,32; p =

0,02; 6. 5. 1. 19. attgls).
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6.5. 1. 19. attéls. Korelacija starp MMP8 un bFGF relativo §iinu daudzumu

Balstoties uz Spirmena korelaciju koeficienta analizi, atradam, ka starp MMP9
un IL6 relativo daudzumu pastav vaja un statistiski ticama korelacija (rs = 0,30; p =

0,04; 6. 5. 1. 20. attgls).
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6. 5. 1. 20. attels. Korelacija starp MMP9 un IL6 relativo Sinu daudzumu
Balstoties uz Spirmena korelaciju koeficienta analizi, atradam, ka starp MMP9

$tnu relativo daudzumu un apoptotisko $inu relativo daudzumu pastav vidgja un

statistiski ticama korelacija (rs = 0,33; p = 0,04; 6. 5. 1. 21. attéls).
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6.5. 1. 21. attels. Korelacija starp MMP9 un apoptotisko Siinu relativo

daudzumu

Balstoties uz Spirmena korelaciju koeficienta analizi, atradam, ka starp
NKpB105 un TGFp relativo daudzumu pastav vidéja un statistiski ticama korelacija (rs
=0,43; p<0,001; 6. 5. 1. 22. attéls).
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6. 5. 1. 22. attels. Korelacija starp RANKL un TGFp relativo $inu

daudzumu
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Balstoties uz Spirmena korelaciju koeficienta analizi, atradam, ka starp RANKL
un FGFRI relativo daudzumu pastav vidgja un statistiski ticama korelacija (r; = 0,37;

p =0,01; 6. 5. 1. 23. attels).
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6. 5. 1. 23. attéls. Korelacija starp RANKL un FGFR1 relativo daudzumu

Balstoties uz Spirmena korelaciju koeficienta analizi, atradam, ka starp RANKL
un bFGF pozitivo struktiiru relativo daudzumu pastav vidgja un statistiski ticama

korelacija (r; = 0,31; p = 0,03; 6. 5. 1. 24. attgls).
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6.5. 1. 24. attels. Korelacija starp RANKL un bFGF relativo Siinu
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Balstoties uz Spirmena korelaciju koeficienta analizi, atradam, ka starp RANKL
un IL6 relativo daudzumu pastav vidgja un statistiski ticama korelacija (r; = 0,36; p =

0,01; 6. 5. 1. 25. attels).
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6.5. 1. 25. attels. Korelacija starp RANKL un IL6 relativo $Siinu daudzumu

Balstoties uz Spirmena korelaciju koeficienta analizi, atradam, ka starp RANKL
un apoptotisko $tinu relativo daudzumu pastav vidéja un statistiski ticama korelacija (rs

=0,42; p < 0,001; 6. 5. 1. 26. attzls).
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7. DISKUSIJA

Ortodontiskie pétijumi, kas apraksta kaula remodelacijas potencialu, parasti ir
saistiti ar jau notiekoSu arst€Sanu. Tas saistits ar &tiskiem aspektiem, kas nelauj iegit
kaula un PDS audus no pacientiem arst€Sanas procesa, ja tam nav nekada kliniska
pamatojuma, iznemot gadijumus, kad tiek veikta kombinéta ortognatiska arstéSana.

Etiskie apsverumi nelauj veikt ortodontiskos pétijumus, izmantojot cilvéka audu
paraugus. Savukart, izmantojot pétijumos dzivniekus, ne vienmér korekti var attiecinat
rezultatus uz cilvéku. Ari katra cilvéka individualie parametri un vides ietekme var
ieviest korekcijas rezultatos. To izskaidro cilvéka pastaviga mijiedarbiba ar vidi, kas ir
faktoru kopums, kas realos apstaklos radis arstéSanas griitibas, ja arsts ar to nebiis
rekingjies.

Masu petijuma tika izmantota unikala iespgja iegtt kaula un PDS materialu
pirms paredzetas ortodontiskas arstéSanas, kas veikta atbilstosi arstéSanas planam, kura
bijusi paredzeta zobu ekstrakcija pacientiem ar lielu zobu saspiestibu vai sliktas zoba
stavokla prognozes d€|. Preparati atspoguloja pacientu kaula un PDS stavokli pirms
jebkada veida arstéSanas, tapéc iegiitie rezultati lauj izvertét signalmolekulu ekspresiju
audos nosacita netraucétas homeostazes stavokli. Signalmolekulu ekspresijas noteikSana
atkariba no vecuma arT kluva par mérki, kas palidz izvertet procesus, kas norit kaula un
PDS. Tiesi audu molekularo norisu signalmolekulu ekspresija nosaka arstéSanas gaitu,
atrumu un stabilitati, kas ir nozimigi ortodontiskas arstésanas procesa.

Grupu sadalfjums atbilsto$i vecumam nav nejauss, bet atspogulo to pacientu
vecumu, kas ir bitisks kaula un to aptveroSo audu remodelacijas potencialam, no ka ir
atkariga arst€Sanas taktika un ierobeZojumi, veicot ortodontisko arstéSanu (Proffit,
2007). Ierobezojumi, kas tiesi ir saistiti ar kaula ontogenétisko remodelacijas potencialu,
rada lielakas problémas ortodontiskai zobu parvietoSanai un arstéSanas gala rezultatam.

Pacientu iedalfjums péc dzimuma bija gandriz vienads, tapéc signalmolekulu
ekspresija péc dzimuma neatSkiras, ko apstiprina ari iegiitie rezultati. Lidzigi rezultati
ieglti arl saistiba ar pacientu materiala veidu — lielaka dala materiala tika iegtita péc
nozimétam ortodontiskam ekstrakcijam, bet neatgriezeniska pulpita dé] ekstrah&to zobu

patsvars bija tikai desmita dala no visam ekstrakcijam.
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Misu pétijuma dati velreiz apstiprina pastavosas fiziologiskas kaula
remodelacijas pamatnostadnes, tomér sniedz daudz detalizétaku un individualu augSanas
un remodelé$anas faktoru ainu, ko ieguvam no pacientu interradikularas septas zobu

ekstrakcijas vietam un kuru salidzinajam ar pieejamo zinatnisko literatiiru.

7.1. Morfologiskas izmainas audos

Analizgjot petijuma ieglitos kaulaudu un miksto audu preparatus, kas krasoti ar
hematoksilinu un eozinu, gaismas mikroskopija praktiski nekonstat€jam parmainas, kas
at8kirtos no vispar pienpemtas normas. Iznémums bija dazu vecaka gadagajuma pacientu
septum interradiculare kaulu caururbgjkanalu saistaudu proliferacija, kas atbilst Ellen
(1998) un Abiko (1998) iegiitiem rezultatiem. Kopuma 1. un 2. grupas pacientiem visiem
izmeklétajiem preparatiem morfologiska atrade bija atbilsto§i normai, bez izteiktam
struktiiras izmainam un ar normai atbilstosu histologisko ainu.

Interradikularas septas kaulaudi 3. grupas pacientiem bija ar nevienmérigu kaula
mineralizaciju, ka arT konstat€jam saistaudu proliferaciju osteonu kanalos. Tika ari
konstatéta atsevisku asinsvadu sklerotizacija osteonu kanalos. Tomér ap 30% gadijumu

tika atrasta ari vispar¢jai normai atbilstosa aina.

7.2. AugSanas faktori

Literatiira ir maz datu, kas lautu spriest par augSanas faktoru sadalijumu cilvéka
kaulaudos dazadas vecuma grupas, bet ir pieejami dazi literatiiras avoti un publikacijas,
kur 11dzigu augSanas faktoru sadali nosaka dazadam dzivnieku sugam.

TGEFB lielaka ekspresija miisu p&tijuma tika noverota 1. grupas, vidgja ekspresija
— 2. grupas pacientiem, bet 3. grupas pacientiem ta jau bija samazinata. Tas liecina par
to, ka TGFp ekspresija samazinas atkariba no vecuma. Sos rezultdtus apstiprina art
Sanchez-Capelo (2005) pétijums, kura autors uzskata, ka TGFB1 palidz veidot lidzsvaru
starp $tinu augSanu un apoptozi. Ir noverots, ka TGFB1 spg inducgt apoptozi, lai
iznicinatu nenobriedusas Sunas. Tas atbilst pienémumam, ka augosa kaula un to
aptverosas struktiiras (pieméram, PDS) ir lielaka mitotiska aktivitate, kas ar vecumu

samazinas.
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Gan Rosier (1998), gan Oka (2007) savos pétijumos apgalvo, ka TGFp izdale ir
saistita ar periostalo audu proliferaciju. Turklat visizteiktakais krasojums tika novérots
skrim§]a §Ginu augSanas un endohondralas parkaulo$anas zonas, jo TGF izdalas vietas,
kur notiek aktiva kaulaudu regeneracija.

Verrecchia un Mauviel (2002) secina, ka ekstracelularas matrices veidoSana
TGFp darbojas ka hemotaksisks peptids, kas tiesi ietekmé fibroblastus. TGFf darbojas
ka starpnieks ECM noardo$am proteazém un to inhibitoriem, ka rezultata pilniba rodas
ECM veidojosie proteini. Tatad, notiekot aktivai kaula remodelacijai, TGFf intensiva
ekspresija veicina kaula augSanas procesus, kas vairak ir novérojami pubertates vecuma
pacientiem un jaunieSiem, ko noveérojam arT misu pacientiem. Pacientiem p&c aktivas
augSanas perioda Sie procesi norit 1€nak, tapéc ari TGFf ekspresija samazinas.

Cita pétijuma Kloss un Gasner (2006), novérojot pacientus vecuma no 15 lidz
50 gadiem, konstatgja TGFp ekspresijas samazinajumu atkariba no vecuma, bet saistiba
ar iesp&jamo osteoporozi. Protams, to nevar pilniba attiecinat uz sejas un Zokla rajonu,
bet var secinat, ka TGFf ekspresija ir nozimiga kaula homeostazei.

Tocharus (2004) pétijuma ar pelém nonaca pie lidziga rezultata, paradot, ka
TGFp ekspresijas samazinajums novecojot ir saistits ar ECM proteazu aktivitati, kas
nepieciesams audu proliferacijai un diferenciacijai.

Fibroblastu augsanas faktoram (FGF) un ta receptoriem (FGFR) péc Bdttcher
(2005) atzinumiem ir nozime dazados atSkirigos §tinu procesos, pieméram, hemotaksg,
ekspresiju pacientu kaulaudos, un péc ieguitajiem rezultatiem ir redzams, ka ta ekspresija
nav atkariga no pacientu vecuma. Turpreti bFGF ekspresija korele ar pacientu vecumu,
no ka izriet, ka stimul&josa receptoru augsanas faktoru ekspresija notiek saméra vienadi,
ar nelielu prevalenci pubertates un nobrieSanas vecuma, bet augSanas faktoru ekspresija
samazinas ar vecumu. Vairaki autori zino par fibroblastu augSanas faktora nozimi
periodonta remodelacijas procesa, stimulgjot fibroblastu proliferaciju (Ornitz, 2007;
Mina, 2007). Lidz ar to var uzskatit, ka miisu pétjjuma iesaistito pacientu periodonta
audiem raksturigs pieticko$s regeneracijas potencials, kas vairak ir izteikts 1. un 2.
grupas pacientiem.

Misu pétijuma FGFRI1 ekspresija kaulaudos no septum interrediculare visas

grupas bija vidgji 1idz loti daudz struktiras redzes lauka, bet bFGF ekspresija vari€ja no
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vidgji 1idz loti daudz 1. un 2. grupa, bet [idz maz un vidgji daudz — 3. grupa. Sos
rezultatus netie$i apstiprina Naski (1998) pétjjums ar zurkam, kura bFGF un FGFRI1
ekspresija tika konstatéta tiesi jaunakas paaudzes dzivnieku grupa, salidzinot ar jau
nobriedusam. Autors secina, ka kaula un pieguloSo audu formésanas un nobrieSanas fazg
augsanas faktoru ekspresijas intensitate nosaka straujaku audu apjoma pieaugumu, kas
veicina talaku augSanu un noformé&sanos. Tas liecina tieSi par jaunaku individu labaku

adaptaciju remodelacijas procesiem.

7.3. Kaula ekstracelularas matrices proteini

Osteokalcins ir proteins, kas nodro§ina kaulaudu matrices mineralizaciju.
Osteokalcins miisu pacientiem uzradija bagatigu ekspresiju kaula visas grupas neatkarigi
no pacientu vecuma, kas liecina, ka mineralizacija noris vienlidz aktivi visiem miisu
pétitajiem pacientiem.

Osteokalctnu izdala nobriedusi osteoblasti, odontoblasti un hondrociti. Kloss ar
lidzautoriem (2008) norada, ka osteokalcins darbojas ka kaula matrices signals un
stimulé cilvéka osteoklastu migraciju un adhéziju. Osteokalcinam, kas ir specifisks
kaula matrices proteins, ir nozimiga loma resorbcijas procesa. Pétljuma ar zurkam tika
konstatgta ta aktivitates samazina$anas ar vecumu vienlaikus ar osteopontina ekspresiju,
ko més sava pétijuma nenoteicam. Lidziga pétijjuma lkeda (1996) skaidro izteiktu
osteokalcina izdali, osteoblastu aktivitates samazinasanos un to reducéto sp&ju atbildét
uz §Ts signalmolekulas stimulu. Tas dalgji izskaidro to, ka lidz ar vecumu palielinas
kaula zuduma risks, jo osteoblastiska aktivitate, neskatoties uz stimul&josa signala
esamibu, samazinds, tapéc samazinas ari kaula spgja veikt adekvatu remodelacijas
procesu atbilstosi pieliktam ortodontiskam spékam. Rezultata ir novérojams kaula
zudums un palielinas risks smaganas recesijam, kas reti noveérojams jaunakiem

pacientiem.

7.4. Matrices metalproteinazes

Miisu pétijuma audu paraugos no interradikularas septas tika konstatéts vidgjs

MMP8 un MMP9 pozitivo struktiiru daudzums visas pacientu grupas, kas nekorel&ja ar
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vecumu. Izteikta MMP ekspresija tika noveérota tikai dazos 3. grupas paraugos, ko varétu
skaidrot ar ECM degradgjosSiem procesiem, kas vairak ir novérojami pieaugusiem
pacientiem. Tas saskan arT ar Lamaitre un lidzautoru (2006) pétijumu, kura lielaku
MMP ekspresiju noveroja tiesi pieaugusiem pacientiem. P&dgjiem novecosanas procesus
pavada arT dazas patofiziologiskas reakcijas, pieméram, osteoporozes veidoSanas.

MMP pieder pie degradacijas faktoriem, kas spg&j Skelt dazadus ekstracelularas
matrices komponentus (Verma, 2007). Tapat MMP piedalas daudzos biologiskos
procesos, pieméram, angiogenézg, audu regeneracija un apoptoz& (Lemaitre, 2006).
Lidzigus secindgjumus sava pétijuma, analiz&jot MMP darbibu, izdara ari lkeda ar
lidzautoriem (2001). Autori atklaj, ka MMP ekspresija un aktivitate pieaugusu cilveku
audos normali ir saméra zema, bet ta ievérojami palielinas dazadu patologisku procesu
gadijumos, ko rada audu destrukcija, pieméram, ickaisuma slimibas, audzgji un to
metastazes.

Manello (2006) sava darba apgalvo, ka MMP un to inhibitoriem piemit
multipotents efekts ar lielu aktivacijas spektru gan S$tnu attistibas laika, gan to
fiziologiska darbiba. Tapat Sie degrad&josie enzimi veicina ari citu molekulu ekspresiju,
Stinas saistitas ar kaulu un to aptvero$o audu attistibu, nobrieSanu un remodelaciju. Inui
(1999) secindja, ka, notiekot osteogenézei, MMP nepiecieSams ostoeklastu migracijai uz
kaula virsmu, un tieSi MMP9 remodelacijas procesu laika piedalas arl osteoblastu
aktivacija.

Misu pétfjuma rezultati liecina, ka savstarp&ji MMP8 un MMP9 §tinu daudzums
nekorelg, bet pastav statistiski ticama korelacija starp MMPS8 un IL6, ka art MMP9 un
IL6 pozitivo struktiru relativo daudzumu. P&dgjais ka iekaisuma mediators darbojas
kopa ar degradacijas enzimiem. Tas liecina par cieSu degradacijas enzimu saikni ar
citoktna IL6 funkcijam, proti, IL6 veicina citu citokinu aktivaciju kaula degradacijas
procesa. ST sakariba paradas ari Bourlier (2005) un lidzautoru in vitro p&tijuma, kur $o

signalmolekulu ekspresija ir savstarpgji atkariga.

7.5. CitoKini

Starp vecumu un IL6 ekspresiju netika atrasta statistiski ticama korelacija. IL6

kaulaudu stinas visas vecuma grupas tika noverots videji daudz. IL6 relativais daudzums
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savstarp&ji korelgja arT ar TGFp, bFGF, FGFR1 un RANKL, kas liecina par IL6 nozimi
fiziologiskas norisés, notieckot remodelacijas procesiem, gan arT ortodontiskas arstésanas
laika.

Pie lidzigiem secinajumiem nonaca ari Alfons ar lidzautoriem (2004), kas sava
pétijuma ar pelém arT noveéroja IL6 ekspresiju neatkarigi no vecuma. Autori secinaja, ka
IL6 piemit augstas iekaisuma mediatora Tpasibas, kas ietekm& gan skrimsla, gan kaula
remodelacijas spgjas.

Cita petijuma Maugeri (2005) norada uz IL6 butisku nozimi osteogengzg,
osteoklastogenéze un kaula remodelacijas procesos. Autors secina, ka IL6 ekspresijas un
aktivacijas izmainas izraisa smagas patologijas — periodontitu, artritu un osteoporozi.

Benatti ar lidzautoriem (2006) sava pétijjuma secinaja, ka gan IL6, gan IL8
ekspresija nav saistita ar novecoSanas procesiem, bet to vairak ietekmé fiziologiskie un
patofiziologiskie procesi. Cita sava pétijuma Benatti (2009) secinaja, ka vecums
neietekm& IL6 un arf citu interleikinu ekspresiju, bet vecuma izmainas skar $tinas, kas
negativi ietekmé to sp&ju proliferét.

Visas autoru atzinas liek secinat, ka IL6 piedalas vairuma svarigu fiziologisku
procesu un ta darbibas spektrs ietekmé ne tikai osteogenézi, bet ari citas svarigas
organisma funkcijas. Par to liecina arT liels daudzums citu p&tijumu par interleikiniem,
kas sniedzas arpus sejas-zokla rajona un aptver visu cilvéka organismu. Tadejadi IL6,

iespgjams, ir multifunkcionala ietekme uz visiem audiem.

7.6. Kaula starpS$iinu telpas funkcionalie proteini

Miisu pétijuma ietvaros pacientiem interradikularas septas paraugos tika noteikts
arT NKPb105 proteins, kas literatiiras avotos vairak ir zinams ka RANKL (receptor
activator nuclear kappa ligand) jeb nukleara kappa faktora receptora ierosinatajs.
Rezultati rada, ka RANKL ekspresija ar statistisku ticamibu samazinas 1idz ar vecumu.
Misu dati radija, ka RANKL ekspresija 1. grupa bija daudz $uinas, 2. grupa — vidgji
daudz §tinas un 3. grupa ta bija no maz lidz vidgji daudz $iinas.

Tapat ka RANKL, ari OPG ekspresija statistiski ticami samazinajas lidz ar
vecumu. Atskiras So struktiiru relativais daudzums $tinas: 1. grupa strukttru bija izteikti
daudz, 2. grupa — vidgji daudz un 3. grupa — maz.
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Tadi rezultati var izskaidrot, kapéc lidz ar vecumu kaula zudums ir lielaks un
samazinas gan kaula regeneracijas, gan remodelacijas potencials. Samazinoties OPG
ekspresijai un prevalgjot RANKL ekspresijai, notiek osteoklastiskas darbibas
stimulacija, kad kaulu degradgjoSo $tinu darbibas rezultata samazinas ta apjoms, blivums
un struktiira.

Ta ka RANK/RANKL sistema un OPG ir pretji darbojosas signalmolekulas,
tad varétu gaidit, ka 1. un 3. grupas pacientiem RANKL un OPG ekspresija bis pret&ji
proporcionala, uz ko norada Cao (2003) sava in vitro un in vivo pétijuma ar pelém.
Salidzinot musu rezultatus ar Cao pétijumu, ir redzama atSkiriba, proti — cilveku
kaulaudu paraugos pretgji proporcionalu RANKL un OPG ekspresijas samazinajumu
nenovérojam. To varétu skaidrot ar to, ka Cao pétijums ir veikts ar dzivniekiem un to
nevar isti interpretét cilvéka materiala. Sava diskusija autors ar norada, ka $tinu kulttiras
ieghitie rezultati ir diskutabli, jo nevar precizi noteikt §inu vecumu, tapéc pilniba
attiecinat $os rezultatus uz cilvéku nebiitu pareizi.

Narducci (2011) sava raksta, kas apkopo vairaku RANK/RANKL pétijumu
datus, norada uz §1s signalmolekulas nozimi visa kaula remodelacijas procesa. Gada tiek
remodeléti aptuveni 10% no visa organisma kaulu apjoma. So procesu regulé $iinas, kas
darbojas ka antagonisti, un art RANKL un OPG péc savas biitibas ir antagonisti. Tapéc
nav iesp&jams §1s molekulas apliikot atseviski. Ka norada autore, So molekulu ekspresija
ir atkariga no vecuma, bet to attieciba mainas atkariba no remodelacijas procesa, proti —
vai tas ir fiziologisks, vai arT patologisks.

Tadgjadi iepriek§ min€to autoru dati sakrit ar musu atradi, ka OPG relativo
daudzumu ietekmé vecums.

Hofbauer ar lidzautoriem (2000) sava pétijuma atzZimé, ka vislielakas izmainas,
kas saistitas ar novecos$anas procesu, rada osteoporozes attistibu. Tas dramatiski ietekm&
kaula 1pasibas.

Ja RANKL un OPG attieciba skar gados jaunus pacientus, tad, ka sava pétjjuma
atzZimé Rouster-Stevens (2007), visbiezak attistas juvenilais idiopatiskais artrits. Sava
petijuma autors atzist, ka izmainas $o molekulu sistémas darbiba rada neatgriezeniskas

sekas kaulaudos.
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Venuraju (2010) pétijums, kas gan vairak ir saistits ar kardiologiju, norada uz
OPG palielinatas izdales ietekmi uz koronaro asinsvadu slimibas attistibu, jo palielinata
OPG ekspresija stimulé koronaro asinsvadu kalcifikaciju.

Ari Kosteniuk (2005) sava pétijuma ar trusiem konstatgja OPG un RANKL
ekspresijas samazinajumu atkariba no vecuma. Ka secina autors, tad $o signalmolekulu
ekspresijas samazinajums ir tie§i saistits ar vecumu, jo, organismam novecojot,

samazinas ar1 $tinu sp&ja ekspresét §1s vielas nepiecie$ama daudzuma.

7.7. Apoptoze kaulaudos un PDS

P&c Bodine (2008) teikta, remodelacijas cikla beigas nobriedusiem osteoblastiem
ir tris dazadi talakie attistibas celi. Osteoblasti var kliit vai nu par osteocitiem
mineralizeéta kaula matricg, vai arT par §inam, kas viena karta izvietojas augosa kaula
argja virsma un pasarga kaula matrici no osteoklastiem, savukart % no Stinam klust
apoptotiskas. Visu $o procesu lidzsvarota darbiba nodrosina kaula remodelaciju un
parbiivi. Ir noskaidrots, ka kaula metabolisma galvenie regulatori, pieméram, TGFp,
RANKL un OPG, ka ari citi augSanas faktori un citokini, integrini, estrogéni,
glikokortikoidi un parathormons, modul&jot apoptozes procesu, regulé osteoblastu un
osteocttu dzives ilgumu (Chan, 2002).

Miisu pétijuma apoptotisko Stnu skaits interradikularaja septd samazinajas Iidz
ar pacientu vecumu (konstatgjam, ka apoptotisko §tinu daudzums interradikularaja septa
vecakiem pacientiem bija mazaks). Tas liecina, ka lidz ar vecumu kaula un periodonta
audu remodelacija noris lénak. Pirmaja vecuma grupa (12—14 gadi), iespgjams, kaula
parbiive notiek atrak un intensivak, bet, paliclinoties pacientu vecumam un ipasi
pieaugusiem pacientiem 3. grupa (23-49 gadi) apoptozes process vairs nav tik straujs.

Lidz ar remodelacijas procesu notiek intensivaka $inu migracija un fiziologiska
darbiba, kas izskaidro apoptozes skarto $iinu prevalenci. To ipasi labi novéro kaulaudos,
jo osteocTtu un osteoblastu dzives ilgums, salidzinot ar pargjam organisma $Gnam, ir
daudz ilgaks. Osteocitiem tas var sasniegt pat 10 gadus (Mescher, 2013). Weinstein
(2003) sava pétjjuma pédejo noverojumu saista ar osteoblastu skaitu: jo lielaks ir

osteoblastu skaits konkréta parauga, jo lielaka iesp&ja konstatét apoptotiskas $iinas.
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Pieméram, cilvékam biopsijas materiala ir apméram 20-50 osteoblastu, bet tada pasa
biopsijas materiala grauzgja kaula ir 800—1200 osteoblastu.

Analiz&jot musu iegito rezultatu korelacijas, konstat&jam, ka pastav statistiski
ticama cieSa korelacija starp OPG, RANKL un FGFR1 un apoptozes Stnu skaitu —
palielinoties OPG, RANKL un FGFRI1 ekspresijai, picaug ari apoptotisko Stinu skaits
interradikularas septas audos. Tas liecina par palielinatu $tnu proliferaciju, kas
nepiecieSama, lai nodroSinatu aktivu augSanu un nepartraukti aktivu remodelacijas
procesu. Misu atradi apstiprina arT Xing (2005) veiktais pétijumu apkopojums, ka ari
Khosla (2002) pétijums, kas norada uz RANKL un apoptozes korelaciju.

Ir batiski atzimét, ka gan RANKL, gan OPG regul€ osteoklastu proliferaciju,
diferenciaciju un nobrieSanu, tapéc arl likumsakariga ir to sasaiste ar apoptotiskiem
procesiem, kas notiek kaulaudu forméSanas un remodelacijas procesa, kas acimredzot

ontogenétiska aspekta ir aktuala arT miisu pétitajiem pacientiem.
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8. KOPSAVILKUMS

Kaulaudu morfogenézé svarigo augSanas faktoru un to receptoru (TGFp,
FGFR1), kaula ekstracelularas matrices proteina (OC), degeneracijas enzimu (MMPS,
MMP9), kaula starp$tinu telpas funkcionalo proteinu (RANKL, OPG) un apoptozes
raditaji uzrada atskirigus rezultatus kaulaudos un PDS atkariba no pacientu vecuma.

3. grupas pacientu (2349 gadi) kaulaudos novérojama nevienméeriga
mineralizacija, asinsvadu skleroze un saistaudu proliferacija osteonu kanalos. Turpreti
jaunakiem pacientiem morfologiska atrade atbilst histologiskai normai visiem
izmekl&tajiem preparatiem.

Miisu pétijuma rezultati liecina, ka, palielinoties pacientu vecumam, notiek dazu
signalmolekulu, pieméram, OPG, RANKL, TGFp, ekspresijas daudzuma samazinajums,
ar vecumu samazinds arl apoptoze. Vislielakais apoptotisko Stinu skaits konstatets 1.
pacientu grupa, kurd tika ietverti pacienti pubertdtes vecuma, kas atbilst vispargjai
kaulaudu remodelacijas koncepcijai.

Savstarpgja MMP8, MMP9 un IL6 korelacija tiek izskaidrota ar IL6 darbibas
spektru, kas ietver sevi daudz funkcionalu procesu, kas fiziologiski notiek $tnu darbiba
un arl saistiba ar patologiskam paradibam, kuras més sava darba neesam pétijusi.
Interleikinu darbiba ir apjomiga, un tam ir nepiecieSami talaki padzilinati p&tijumi.

Kopuma pétijuma rezultati liecina par audu remodelacijas potenciala Ipatnibu
daudzveidibas atkaribu no pacienta vecuma. Ir apstiprinajusies miisu hipotéze izvirzitie
meérki, kas neapSaubami pierada cilvéka novecoSanas sarezgito mehanismu. Tas ietver
sev1 visu aprakstito un arT daudzu citu faktoru mijiedarbibu, kas rezultata butiski ietekme
stinu darbibu un spgju pielagoties argjiem faktoriem. Tiesi argjie faktori — ortodontiskaja
arsteSana pieliktie mehaniskie spéki — nosaka arst€Sanas iznakumu un prognozi.
Imunhistokimiskie pé&tijumi vartu palidzet iedzilinaties un izskaidrot biomehaniskos

procesus, kas biitiba Jautu ortodontiem prognozget pacientu arstésanas ilgumu.
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9. SECINAJUMI

1. Interradikularas septas kaulaudu novecosanas process nekorelé ar dzimumu,
bet korele ar paSu noveco$anos. Kopgja morfologiska aina intaktos interradikularas
septas novecojosos kaulaudos ietver nevienmérigu kaulaudu mineralizaciju, asinsvadu
sklerotizaciju un saistaudu proliferaciju osteonu kanalos.

2. Lidz ar vecumu interradikularas septas kaulaudos statistiski ticami samazinas
TGFp, liecinot par kaula aktivas augSanas indukcijas un kaula remodelacijas
mazinasanos, pavajinoties programmgtas $inu naves mehanismam.

3. . Interradikularas septas kaulaudiem un periodonta saitém raksturiga ar
vecumu nesaistita intensiva FGFR1 izdale, liecinot par FGFR1 stabilo inducgjoso
ietekmi jebkuros mezodermas izcelsmes audos. bFGF samazina$anas interradikularas
septas audos ontogenétiska aspekta pamato kaulaudu metabolo procesu samazinasanos,
kas nav atkariga no faktora 1. tipa receptoriem.

4. Izteikta, ar vecumu nesaistita osteokalcina (OC) izdaliSanas interradikularas
septas kaulaudos pamato gan kaulaudu mineralizaciju, gan So kaulu pamatvielas
proteinu ka nespecifisko audu parmainu markieri.

5. MMP8 un MMPY izdaliSanas nav atkariga no interradikularas septas
noveco$anas, bet no kaulu augSanas procesu un citu citokinu izdales stimulacijas, ko
pierada abu enzimu statistiski ticama korelacija ar IL6.

6. Bitiska IL6 daudzuma izdaliSanas visu vecumu pacientu interradikularas
septas audos liecina par §1 citokina multifunkcionalo dabu un saikni ar lokaliem kaula
remodelacijas procesiem.

7. Statistiski ticama OPG un RANKL daudzuma samazinasanas Iidz ar pacienta
vecumu pierada kaulaudu $anu funkcionalas aktivitates samazinaSanos ontologiska
aspekta, vienlaikus samazinoties ar1 §tinu proliferacijai.

8. Apoptotisko $tinu daudzuma statistiski ticama samazinaSanas interradikularas
septas cilveka kaulaudos lidz ar vecumu liecina par kaula remodelacijas iesp&ju
samazinasanos. OPG, RANKL, TGFp un apoptozes savstarpgja korelacija liecina par
kopé&jas interradikularas septas Stnu aktivitates, osteoklastiskas aktivitates, kaula

augSanas un remodelacijas potenciala mazinasanos ontogengtiska aspekta.
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