I. STRESZCZENIE

Utrata tkanek miekkich w rozumieniu spoteczno-ekonomicznym stanowi istotny
problem medyczny, zwtaszcza ze pociagga za sobg utrat¢ kosci, a w konsekwencji zebow. Celem
uzyskania prawidlowego funkcjonowania narzadu Zzucia jest uzupelnienie deficytu
objetosciowego tkanki. Dlatego coraz czg$ciej, przed rehabilitacjg ortodontycznag, protetyczna,
czy implantologiczng wykonywana jest augmentacja dzigsta zrogowaciatego. Zabieg ten
zapobiega powstawaniu recesji dzigstowych, dehiscencji i fenestracji kostnych. Jednoczesnie
zapewnia cechy profilu tkanki miekkiej, wptywajace na estetyke czerwono-biatg. Sposrod
materialow stosowanych do augmentacji w dalszym ciggu ztotym standardem jest autogenna
tkanka taczna. Jednak towarzyszace im ograniczenia ilosciowo-jakosciowe oraz podwdjne pole
zabiegowe, staly si¢ asumptem do poszukiwania substytutow tkanki tacznej. Rola tkanki
tacznej w rogowaceniu nabtonka, zainspirowata badaczy, do poszukiwania typu komorek,
sposobu ich izolowania i1 hodowania, ktére samodzielnie lub na nos$nikach moglyby

regenerowac utracone tkanki. Tymi komoérkami sg fibroblasty.

Cecha fibroblastow dzigsta jest niewatpliwie ich potencjat regeneracyjny. Dzigki
zdolno$ci uwalniania czynnikdw wzrostu, cytokin, reguluja rozwdj tkanki, wplywajac na
organogeneze¢, homeostaze, angiogeneze, remodeling macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM),

a w konsekwencji bezbliznowe gojenie rany.

Dotychczasowe osiagnigcia z zakresu biomimetyki, fotobiomodulacji oraz potrzeby
kliniczne sktaniaja do poszukiwania posrednich metod, wykorzystujacych naturalne sktadniki,

zwazajac na efektywnos¢ zabiegu, ale coraz czg¢$ciej na atraumatycznos$¢ i estetyke.

Celem pracy byta optymalizacja i ocena metod proliferacji fibroblastow dzigsta
zrogowacialego z zastosowaniem no$nikow zelowych, fibryny bogatoptytkowej oraz

fotobiostymulacji laserowej w kontek$cie augmentacji dzigsta zrogowaciatego.

Podstawa niniejszej dysertacji sa 4 artykuly, tematycznie spojne, opublikowane w

czasopismach naukowych o facznym IF= 10,266.

Wyniki badan klinicznych opublikowane w pierwszej pracy, zaliczonej do powyzszej
dysertacji, staly si¢ podstawag poszukiwania nowych efektywniejszych stymulatorow
podstawowych komorek tkanki tacznej. W zwigzku z tym podjeto proby oceny wptywu no$nika
zelowego, procedury fotobiostymulacji (PBM) oraz matrycy fibrynowej A-PRF+ na



proliferacje fibroblastow. Wszystkie badania zostaly przeprowadzone na pierwotnych

kulturach komérkowych ludzkich fibroblastow dzigsta, pobranych od dawcow.

Zastosowanie nosnika w postaci zelu byto podyktowane jego sktadem i wtasciwosciami.
Weryfikowany zel znaczaco stymuluje proliferacje fibroblastoéw, a ich aktywnos¢
mitochondrialna wzrosta dwukrotnie. Ekspozycja zelu na izolowane komorki wykazata

wysokie powinowactwo do zelu oraz zwigkszong ekspresje kolagenu III.

W celu oceny wptywu fotobiomodulacji na fibroblasty zastosowano trzy roézne typy
lasera: Nd:YAG (1064 nm), laser diodowy (980 nm) oraz prototyp lasera ledowego emitujacego
dhugosci fali 405, 450 1 635 nm. Gegstos¢ energii wynosita 3 J/cm2, 25 J/cm2, 64 J/cm2.
Najwyzszy odsetek aktywno$¢ mitochondrialnej (MA) zaobserwowano w grupie naswietlanej
laserem 635 nm, o gestosci energii 64 J/cm?2 po 48 godzinach oraz w grupie o dtugosci fali 405
nm o gestosci energii 25 J/ecm2 po 24 godzinach. Zastosowanie napromieniowanie 635 nm i
405 nm spowodowalo statystycznie istotny wzrost proliferacji fibroblastow izolowanych z

dzigsta.

Proces regeneracji tkanek migkkich to kaskada reakcji sygnalizacyjnych z udziatem uktadu
odpornosciowego, plytek krwi i sktadnikow tkanki tacznej, w tym fibroblastow. Dlatego w
kolejnej pracy wykorzystano bioaktywng membrang w postaci A-PRF+ wzbogacong
wyhodowanymi autogennymi fibroblastami i zbadano wplyw powstalego preparatu na
proliferacje fibroblastoéw. Oceniono takze iloSciowo uwalniane czynniki wzrostu, ekspresje
kolagenu III oraz stopien gojenia rany w warunkach in vitro. W badaniu wykazano znaczny
wzrost proliferacji fibroblastow, ekspresje¢ kolagenu III i uwalnianie czynnika wzrostu
srodbtonka naczyniowego (VEGF) 1 transformujgcego czynnika wzrostu (TGFB2), po
ekspozycji na matryce A-PRF+ wzbogacong fibroblastami w odniesieniu do samej matrycy A-

PRF+ lub samych fibroblastéw w pozywce hodowlane;.

Zwerytikowane metody proliferacji fibroblastow dzigsta zrogowaciatego wskazujg na
efektywng alternatywe w sytuacji, gdy wzgledy anatomiczne, histologiczne, obcigzenie
zdrowotne pacjenta lub etyczno-religijne nie pozwalaja na przeprowadzenie rekonstrukcji

tkanki miekkiej z zastosowaniem obecnie dostepnych materialdw i metod.



ABSTRAKT

In socio-economic terms, the loss of soft tissue is a significant medical problem, mainly because
it entails bone loss and, consequently, teeth. The aim of obtaining the proper functioning of the
masticatory organ is to supplement the tissue volume deficit. Therefore, more and more often,
keratinized gingiva augmentation is performed before orthodontic, prosthetic, or
implantological rehabilitation. This treatment prevents the occurrence of gingival recessions,
dehiscence, and bone fenestration. At the same time, it provides the features of the soft tissue
profile, affecting the red and white aesthetics. Autogenous connective tissue remains the gold
standard among the materials used for augmentation. However, the accompanying quantitative
and qualitative limitations and a double treatment area have prompted the search for substitutes
for connective tissue. The role of connective tissue in the epithelium keratinization inspired
researchers to search for the type of cells and how to isolate and cultivate them, which could

regenerate lost tissues on their own or carriers. These cells are fibroblasts.

A feature of gingival fibroblasts is undoubtedly their regenerative potential. Due to the ability
to release growth factors, cytokines regulate tissue development, influencing organogenesis,
homeostasis, angiogenesis, remodeling of the extracellular matrix (ECM), and, consequently,

scar-free wound healing.

using gel carriers, platelet-rich fibrin, and the laser photobiostimulation in the context of

keratinized gingiva augmentation.

This dissertation is based on four articles, thematically consistent, published in scientific
journals with a total IF = 10.266

The results of clinical trials published in the first work, included in the above dissertation,
became the basis for searching for new, more effective stimulators of basic connective tissue
cells. Therefore, attempts were made to evaluate the effect of gel carrier, the
photobiostimulation (PBM) procedure, and the A-PRF + fibrin matrix on the proliferation of
fibroblasts. All studies were performed on primary cell cultures of human gingival fibroblasts

collected from donors.

The use of gel carrier was dictated by its composition and properties. The verified gel
significantly stimulates the proliferation of fibroblasts, and their mitochondrial activity
increased twice. Exposure of gel to the isolated cells showed high affinity for the gel and

increased expression of collagen IlIl. The current achievements in biomimetics,



photobiomodulation, and clinical needs lead to the search for indirect methods, using natural
ingredients, taking into account the effectiveness of the treatment, but more and more often
atraumatic and aesthetic.

The study aimed to optimize and evaluate the proliferation methods of keratinized gingival
fibroblasts

Due to determining the impact of photobiomodulation on fibroblasts, three different types of
laser were used: Nd: YAG (1064 nm), diode laser (980 nm), and a prototype of a LED laser
emitting wavelengths of 405, 450, and 635 nm. The energy density was 3 J/cm2, 25 J/cm2, 64
Jicm2. The highest percentage of mitochondrial activity (MA) was observed in the group
irradiated with a 635 nm laser with an energy density of 64 J / cm2 after 48 hours and in the
group with a wavelength of 405 nm with an energy density of 25 J/cm2 after 24 hours. The use
of 635 nm and 405 nm irradiation caused a statistically significant increase in the proliferation

of fibroblasts isolated from the gingiva.

The soft tissue regeneration process is a cascade of signaling reactions involving the immune
system, platelets, and connective tissue components, including fibroblasts. Therefore, another
study used a bioactive membrane in the form of A-PRF + enriched with cultured
autogenous fibroblasts. The effect of the resulting preparation on the proliferation of fibroblasts
was examined. This biostructure was also quantified in terms o the released growth factors,
collagen 11 expression, and the degree of wound healing in vitro. The study showed a
significant increase in fibroblast proliferation, collagen 11l expression, and the release of
vascular endothelial growth factor (VEGF) and transforming growth factor (TGF B2) when
exposed to the A-PRF + matrix enriched with fibroblasts concerning A-PRF + matrix alone or

fibroblasts alone in the culture medium.

The verified methods of keratinized gingival fibroblast proliferation revealed an effective
alternative where anatomical, histological, patient's health burden or ethical and religious
reasons do not allow for the reconstruction of soft tissue using currently available materials and

methods.



