Centrifugacijos jégos sumazinimas su injektuojamo trombocitais pratur-
tinto fibrino (PRF) koncentratais pagerina pacienty uzdegiminiy lasteliy,
trombocity bei augimo faktoriy bukle: pirmasis létos centrifugacijos kon-
cepto pristatymas.

ABSTRAKTU.

Tikslas: Sio tyrimo tikslas yra sistemiskai i$analizuoti centrifugacijos jégos (RCF) jtaka leukocitams,
trombocitams bei augimo faktoriy isskyrimui PRF matricoje.

Medziagos ir metodai: Sistemiskai panaudojus periferinj $esiy sveiky savanoriy kraujg RCF buvo
sumazintas keturis kartus kiekviename i$ trijy eksperimentiniy protokoly (I-1ll), 710-44g spektre
iSlaikant pastovy centrifugacijos laika. Norint apibrézti trombocity ir leukocity kiekj buvo pritaikyta
tékmeés citometrija. Augimo faktoriaus koncentracija buvo apskaiciuota po 1h ir 24h kre$éjimo naudo-
jant ELISA.

Rezultatai: RCF sumazinimas pagal Il (177g) protokolg zymiai padidino trombocity ir leukocity kiekj
lyginant su | protokolu (710g). Il (44g) protokolo rezultatai parodé zymiai padidéjusius leukocity ir
trombocity kiekius lyginant su lir Il. VEGF ir TGF-31 augimo faktoriy koncentracija buvo Zymiai didesné
[l protokole lyginant su |, kai lll protokolas parodé zymiai didesne augimo faktoriy koncentracija
lyginant su lir II. Sie rezultatai buvo pastebéti 1 ir 24h po kre$éjimo, o pagreitéjusi augimo faktroriy
koncentracija po 24h.

Diskusija: Remiantis rezultatais buvo jrodyta, kad jmanoma praturtinti PRF fluido matricas leukocitais,
trombocitais bei augimo faktoriais vos pakeitus centrifugacijos nustatymus.

ISvados: Mes keliame hipoteze, kad taip vadinamas mazo greicio centrifugacijos konceptas (LSCC)
pasirinktinai padidina leukocity, trombocity ir augimo faktoriy kiekj PRF fluido matricose. Tolimesni
tyrimai reikalingi norint jvertinti lastelés ir augimo faktoriy padidinima Zaizdy gijimo procese bei
audiniy atstatymo procese, taip pat lyginant kraujo koncentratus, gautus prie auksto arba zemo RCF.
Pagrindiniai Zodziai: uzdegimas, leukocitai, trombocitai, trombocitais praturtintas fibrinas, audinio
inzinerija, skausmas, centrifugacija, A-PRF+, I-PRF.

Santrumpos: PRF - trombocitais praturtintas fibrinas; LSCC — maZo greito centrifugacijos konceptas.
Tokiu budu Sios technikos tikslas yra pristatyti trombocitais praturtintos produkcijos alternatyva
skystai (suleidZiamai) arba polimerizuotai (kresulio) formai.

IVADAS.

Pastaraisiais metais buvo pristatyta keletas kliniskai patvirtinty audinio inzinerijos koncepty panaudo-
jant minimalig invazija. Siuo metu j priimtiny modeliy sgra3a jeina grynos biomedziagos taikymas ir
biomedZziagy kombinacija su autologiniu kaulo Ciulpo aspiracija, taip pat rekombinantiniai morfogen-
iniai kaulo baltymai (BMP). Nors invazija yra mazesneé lyginant su autologine kaulo transplantacija,
anksciau paminétas minimalus invazinis kaulo Ciulpo aspiravimas yra skirtas tik didele patirtj turinti-
ems chirurgams, kadangi taikant Siuos metodus gali atsirasti tokiy komplikacijy kaip: skausmas, infek-
cija, taip pat kaulo Ciulpy trukimo metu gali bati pazeisti Salia esantys organai. Taip pat naudojant BMP
turi bati apibrézta optimali augimo faktoriaus koncentracija.

Norint iSspresti Sias problemas visai neseniai buvo pasitlyta naudoti periferinio kraujo koncentratus
kaip potencialiag paramga sudétingoje audinio inZinerijoje. Siame kontekste buvo pristatyta keletas




kraujo koncentrato sistemy, tarp jy: plazma praturtinta augimo faktoriais (PRGF) {9}ir trombocitais
praturtinta plazma (PRP). Abi sistemos reikalauja neautologiniy antikoagulianty jmaisymo norint
pagaminti kraujo koncentraty fluida po centrifugacijos {9}. Norint iSgauti PRP taip pat reikalinga
keletos zingsniy centrifugacija.

Taip pat, PRGF ir PRP susikoncentruoja ties trombocity teigiamomis savybémis bei jy isskiriamais
augimo faktoriais, kurie remia audinio regeneracijg skirtingose medicinos srityse bei pasalina leukoci-
tus i$ galutiniy kraujo koncentraty.

PRF jvedimas 2001 m. buvo pirmo zingsnio link kraujo kilmés PRF matricy pavyzdys, kuris nereikalauja
papildomy antikoagulianty medziagy. Centrifugacija vykstanti specialiame stikliniame vamzdelyje
aktyvuoja fiziologine koaguliacijos kaskadg ir tokiu badu aktyvuoja fibrino kresulio, praturtinto
lgstelémis su periferiniu krauju (trombocitais ir leukociatais) formavimasi.

Neseniai atlikti [astelés ir molekulés biologiniai tyrimai padidino Zaizdy gijimo ir atstatymo proceso
sgvoka. Taigi leukocity vaidmuo gijimo procese modeliuoja keletg faziy Zaizdos gijimo procese. Taip
pat trombocitai bei fibrino tinklai yra gerai Zinomi kaip atliekantys svarby vaidmenj Zaizdos gijimo
procese.

Leukocitai dalyvauja angiogenezéje ir limfogenezéje, kai fibrino tinklas yra pagrindinis ankstyvajame
Zaizdos gijimo etape ir perteikia sinergetinj poveikj trombocity pagalba. Taip pat fibrino tinklas tarnau-
ja kaip citokiny rezervas.

Taciau norint pagaminti PRF svarbu pritaikyti dideles centrifugacijos jégas (RCF) (708g) centrifugacijos
metu. Taipogi pries tai atlikti histologiniai tyrimai, analizuojantys PRF kresulj, parodé, kad trombocitai ir
uzdegiminés lgstelés fibrino atramoje pagrinde pagreitéja proksimalinéje PRF kresulio porcijoje {19}.
Del to mes klausiame kokiu mastu pritaikytas RCF galéty jtakoti Iasteliy paskirstyma kietoje PRF
matricoje norint generuoti modifikuotus centrifugacijos protokolus norint padidinti atstatomajg PRF
matricy galimybe. Dél Sios priezasties centrifugacijos proceso reguliavimas sumazinant RCF ir nedidelis
centrifucaijos laiko padidinimas padidino leukocity skaiciy, o ypatingai neutrofiliniy granulocity
skaiciy. Dar daugiau, trombocitai ir leukocitai pagerinto PRF sudétyje buvo paskirstyti lygiau visame
kreSulyje nei PRF.

Remiantis Siais rezultatais, buvo iskeltas svarbiausias klausimas: kokios apimties RCF sumazinimas su
PRF fluido matricomis gali jtakoti trombocity ir leukocity kiekio padidéjima, taip pat augimo faktoriy
padidéjima i$ gauty kraujo koncentraty.

Sis tyrimas parodo sistematine RCF jtakos analize fluido kilmés PRF matricos atZvilgiu. Remiantis
anksciau pristatytu PRF, mes padalinome per puse apsisukimus per minute (rpm), kurie, pagal centrifu-
gos spindulj (110 mm) sumazino RCF keturis kartus tiriant placig RCF jvairove ( 740-44 g), jskaitant
auksty, vidutinj ir Zemg RCF. Tuo paciu metu buvo palaikomas pastovus centrifugacijos laikas norint
iSvengti jos jtakos. Sis tyrimas yra pirmas tyrimas, kuris analizuoja RCF jtakg Zmogaus kraujo koncen-
tratams norint apibrézti leukocity ir trombocity kiekj, taip pat augimo faktoriy isskyrima PRF tipo
matricose. Sio tyrimo tikslas buvo apibrézti kontroliuojamo RCF sumazinimo, kei¢iant centrifugacijos
parinktis (rpm) jtakos apimtj bendram trombocity ir leukocity kiekiui, taip pat jtakos apimtj augimo
faktoriy iSskyrime naudojant PRF tipo matricas.




MEDZIAGOS IR METODAI.

Sistematiniai protokolai PRF tipo matricoms.

Norint jvertinti auksta, vidutinj ir zemg RCF spektrg buvo nustatyti trys skirtingi eksperimentinés
centrifugacijos protokolai trims atskiroms sistematinéms analiziy serijoms. Buvo sumazintas RCF
(710-44 g) pastoviu centrifugacijos laiku. Remiantis PRF (708 g), buvo palaipsniui pusiau mazinamas
rpm ir tokiu budu buvo atliktas RCF sumazinimas (4 kartus mazesnis) visiems protokolams:

I: 710g; 24000 rpm; 8 min
I: 1779; 1200 rpm; 8 min
I: 449; 600 rpm; 8 min

PRF PARUOSIMAS.

Siam eksperimentui buvo naudojamas 3esiy sveiky savanoriy kraujas (trys vyrai ir trys moterys).
Vamzdeliai buvo i$ karto jdéti j centrifuga ir ruoSiami pagal anks¢iau paminétus protokolus. Duo
centrifuga (Process for PRF, Nice, France) buvo naudojama atliekant centrifugacija. Si centrifuga turi
uzfiksuotg kampinj rotoriy su 110mm spinduliu. Taip pat buvo pasirasytas sutikimas su savanoriais dél
ju kraujo méginiy naudojimo tyrime. Visi donorai neturéjo jokiy infek¢iniy ligy ir nevartojo nikotino ar
alkoholio. Né vienas subjektas nevartojo narkotiniy medziagy.

VAMZDELIAI KRAUJO SURINKIMUL.

Sio tyrimo tikslais buvo naudojami sterilts 10 ml plastikiniai vamzdeliai (Process for PRF, Nice, France). |
juos buvo surenkamas kraujo koncentraty fluidas pagal anks¢iau aprasytus protokolus. Sis metodas
buvo naudojamas dél to, kad buvo reikalinga fluido matrica tékmés simetrijai. Kraujas buvo paimtas
pagal drugelio kraujo paémimo metoda. Kiekvieno protokolo centrifugacija prasidéjo po to kai buvo
surinktas paskutinis Sios grupés vamzdelis per 2-3 minutes.

AUTOMATINIS LASTELIY SKAICIAVIMAS.

Kiekvieno protokolo surinkto fluido matricos buvo antikoaguliuotos naudojant BD vakutainerius su 4
ml etilenodiaminetetracine ragstimi (EDTA). Si antikoaguliacija buvo atlikta tik tyrimo tikslais, kadangi
nebuvo galimi kiti lgsteliy skai¢iavimo matavimai. Toliau méginiai buvo tiriami su ADVIA LabCell
Automation Solution (Siemens, France) medicinos laboratorijoje (Labazur laboratory, Nice, France)
norint apskaiciuoti leukocity ir trombocity kiekj viename mililitre. Automatizuotas lasteliy skaic¢iavimas
buvo atliktas tékmés citometrijos priemonémis. Sis metodas sumazina multiparametrine Igsteliy
skaiCiaus analize skystyje. Lastelés suspensija pereina per lazerine sija, kur viena lgstelé per vieng laiko
vieneta jtakoja lazerio issklaidyma skirtingomis kryptimis pagal lastelés dydzius ir savybes. I13sklaidyta
Sviesa aptinkama Sone bei priekiniame jutiklyje. Priekinis issklaidymas yra proporcingas lastelés dydzi-
ui, taciau Soninis iSskaidymas yra sukeltas lgstelés charakteristikos, tokios kaip detalumo ir struktarinés
sudéties {20}. Sie duomenys yra automatiskai analizuojami norint aptikti bendra leukocity ar tromboc-
ity kiekj lastelés sulaikyme, t.y. PRF matricy fluide.

AUGIMO FAKTORIY SKAICIAVIMAS SU ELISA.

Po centrifugacijos, surinktas skystas FRF i$ kiekvieno protokolo buvo pervestas j Iastelinés
kilmés plokstele. Plokstelé buvo padéta j 37KC inkubatoriy kol visi méginiai suformavo kresulj. Po to
visus kresulius buvo pridétas Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Biochrom GmbH, Berlin, Germany) ir
méginiai toliau inkubuojami prie tos pacios temperatiros leidziant sklisti augimo faktoriui. Pavirsinis




skystis (5ml) buvo surinktas po 1h Saldymo. Surinktas skystis buvo pakeistas SviezZia lgsteline medziaga
ir toliau inkubuojamas 24h. Véliau buvo renkama daugiau pavirsiniy sluoksniy. Surinkti méginiai tuo
paciu laiko metu buvo analizuojami Zmogaus kraujagysliy epitelio augimo faktoriaus atzvilgiu (VEGF)
bei Zmogaus kintancio augimo faktoriaus atzvilgiu (TGF-$1). Baltymo skaic¢iavimas buvo atliktas nau-
dojant ELISA (Duoset ELISA RND system) pagal gamintojo instrukcijas. Optinis tankis buvo vertinamas
naudojant mikroploksteliy skaitiklj prie 450 ir 570 nm. Prie 570 nm iSmatuoti duomenys buvo atimami
i5$ duomeny gauty prie 450 nm. Matavimai buvo atlikti trimis egzemplioriais kiekvienam protokolui bei
donorui. Galiausiai surinkti duomenys buvo analizuojami statistiskai.

STATISTINE ANALIZE.

Statistiné analizé buvo atlikta naudojant Prism Version 6 (GraphPad Software Inc., San Diego, La Jolla,
USA). Duomenys isreiksti kaip reikSmés ir standarto deviacija. Skirtumy reikSmeé buvo analizuojama
naudojant vieno budo ir dviejy budy variacijy analizes (ANOVA), su Tukey daugkartiniu lyginamuoju
testu (a = 0.05). ReikSmeés skirtumai buvo pazymeéti kaip reikSmingi jei P vertés buvo maziau nei 0,05 (P
< 0,05) ir labai reikSmingi jei P buvo maziau nei 0,01 (P < 0,01), 0,001 (P < 0,001) arba 0,0001 (P <
0,0001).

REZULTATAI
BENDRAS LEUKOCITY KIEKIS.

Bendras leukocity kiekis buvo tiriamas su eksperimentiniais PRF protokolais. Bendrai kalbant, RDF
sumazinimas zymiai padidino bendrg leukocity kiekj PRF tipo matricose. Pirmas protokolas-1 (710 g),
kuris buvo centrifuguotas didZiausiu RCF, parodé maziausia leukocity kiekj tarp visy trijy protokoly.
Antri protokolai I-1l (177 g) naudojo keturis kartus létesnj RCF nei protokole-I parodé zymiai didesnj
leukocity kiekj lyginant su protokolu-I (P<0,001). Galiausiai trecias protokolas-Ill (44 g) su keturiais
kartais mazesniu RCF nei protokolas-Il ir 16 karty mazesniu RCF nei protokolas-I parodeé didziausia
kiekj leukocity, kuris statistiSkai buvo zymiai didesnis lyginant su protokolu-I (P <0,0001) ir protokolu-II
(P <0,0001) (Fig. 1a).

Tiriant donoro atzvilgiu bendras leukocity kiekis parodé panasius rezultatus kiekviename subjekte. Visi
vertinti méginiai parodeé vienoda kreivés progresa padidéjus leukocity kiekiui sumazinus RCF (Fig. 1b).

BENDRAS TROMBOCITY KIEKIS.

Bendras trombocity kiekis po automatizuoto lgsteliy skaiciavimo parodeé tendencijg link didéjancio
bendro trombocity kiekio su RCF symazinimu PRF tipo matricose. Pirmasis eksperimentinis protoko-
las-1 (710 g) parodé Zemiausia trombocity kiekj lyginant su kitomis tirtomis grupémis. Zvelgiant j antra
protokola-1l (177 g), buvo aptiktas didelis bendro trombocity kiekio padidéjimas lyginant su protoko-
lu-1 (P < 0,0001). Dar daugiau, tolimesnis RCF sumazinimas parodé didziausig bendra trombocity kiekj
protokole-lll (44 g). Statistiné analizé parodé zymiai didesnius trombocity kiekius protokole-Ill lyginant
su protokolu-II (P < 0,0001) ir protokolu-I (P < 0,0001) (Fig. 2a).

Tiriant donoro aspekta buvo gaunamos labai panasios reakcijos jtakostos RCF keletoje PRF tipo
matricy. Kreivés forma buvo gaunama i$ vieno donoro pavyzdziy, parodanti padidéjusj trombocity
kiekj sumazinus RCF (Fig. 2b).
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VEGF KONCENTRACLJA.

VEGF koncentracija buvo apskaiciuota 1 ir 24h po sukreséjimo. Abiejuose laiko taskuose buvo stebéta
aiski tendencija. Augimo faktoriy koncentracija padidéjo sumazinus RCF. Praéjus valandai po sukreséji-
mo, VEGF koncentracija protokole-I su didziausiu RCF parode Zemiausig koncentracijg lyginant su
vidutinio intervalo RCF ir zemo intervalo RCF protokolais. Tuo paciu laiku, protokolas-Il, su vidutiniu
RCF intervalu, parodé padidéjusig VEGF koncentracija. Sie rezultatai buvo labai reikimingi lyginant su
protokolu-I (P <0,0001). Taip pat protokolas-Ill su maziausiu RCF taikymu parodé didziausig VEGF
koncentracija. Sie duomenys buvo reikimingi lyginant su protokolu-I (P <0,0001) ir protokolu-II (P
<0,0001) (Fig. 3a). Panasus rezultatai buvo aptikti 24h po sukre3gjimo. Siuo laiku protokolas-I parodé
maziausig VEGF koncentracija. Kartu su RCF sumazinimu, VEGF koncentracija zymiai padidéjo
protokole-ll. Statistiné analizé parodé zymy protokolo-ll padidéjima lyginant su protokolu-I (P
<0,0001). Galiausiai protokolas-lll, kuris buvo paruostas naudojant zemiausig RCF, parodé didziausia
VEGF koncentracija, kuri buvo reikSminga lyginant su protokolu-I (P <0,0001) ir protokolu-II (P <0,0001)
(Fig.3b)

Per 24h susikaupusi VEGF koncentracija buvo apskaiciuota visuose tirtuose protokoluose. I13skirtos
VEGF koncentracijos visuose protokoluose didéjo nuo 1 iki 24h. 24h susikaupusi koncentracija
protokole-l buvo zemiausia i$ visy tirty grupiy. Protokolas-Il parodé zymiai didesne sukaupta VEGF
koncentracija lyginant su protokolu-I (P <0,01). Taipogi susikaupusi VEGF koncentracija protokole-llI
buvo didziausia ir tai buvo svarbu lyginant su protokolu-I (P <0,0001) ir protokolu-II (P <0,0001) (Fig.
30).
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TGF-B1 KONCENTRACLA.

Zmogaus augimo faktoriaus TGF-B1 koncentracija buvo matuota 1 ir 24h po sukre3éjimo. Buvo
pastebéta bendra 3iy laiky tendencija. Sumazinus taikomg RCF padidéjo augimo faktoriaus koncen-
tracija. Zvelgiant j rezultatus praéjus 1h po sukre3éjimo, protokolas-I parodé Zemiausius TGF-B1 kon-
centracijos rezultatus praéjus Th po sukreséjimo. Taigi protokolas-Il, kuris buvo paruostas su vidutiniu
RCF intervalu, parodé zymiai didesne TGF-[31 koncentracijg lyginant su protokolu-I (P <0,0001), kuris
buvo paruostas su dideliu RCF intervalu. Taipogi protokolas-lll, iSreiSkiantis Zemg RCF intervalg, parodé
didziausig TGF-B1 koncentracijg tarp visy tirty protokoly. Si koncentracija buvo ypatingai reikiminga
lyginant su protokolu-I (P < 0,0001) ir protokolu-II (P <0,0001) (Fig. 4a).

Praéjus 24h po sukreséjimo, TGF-31 buvo aptiktas visuose protokoluose. Ta¢iau protokolas-I parodé
maziausig koncentracija, lyginant su kitais. Pirmas zingsnis sumazinant RCF protokole-Il vidutiniu
intervalu parodé didelj TGF-1 koncentracijos padidéjima lyginant su dideliais RCF intervalais
protokole-I (P < 0,0001). Tolimesnis RCF mazinimas iki Zemo RCf intervalo protokole-lll pasieké auksci-
ausig TGF-1 koncentracija tarp visy tirty protokoly. Taigi is padidéjimas buvo svarbus lyginant su
protokolu-I (P < 0,0001) ir protokolu-II (P <0,0001) (Fig. 4b).

Susikaupusi TGF-31 koncentracija padidéjo nuo 1 iki 24h visuose protokoluose. Taiau protokolas-I
parodé maziausia sukaupta TGF-f1 koncentracijq tarp visy tirty protokoly. Kalbant apie protokola-Il,
kuris buvo paruostas su vidutinio intervalo RCF, buvo pastebétas zymiai didesnis sukauptos TGF-31




koncentracijos lygis lyginant su protokolu-I. Galiausiai, protokolas-Il su zemu RCF intervalu parodé
didZiausia sukaupto TGF-B1 koncentracija. Si verté buvo statistiskai didesné lyginant su protokolu-l ir
protokolu-Il (Fig. 4c).

ISVADOS.

Siame tyrime buvo tiriamas augimo faktoriaus i3skyrimas bei bendras leukocity ir trombocity kiekis
atsizvelgiant j sisteminius RCF pakeitimus. Gauti duomenys parodé, kad sumazinus RCF nuo didelio
intervalo link mazo naudojant autologines PRF tipo matricas padidéjo leukocity ir trombocity kiekis,
taip pat kaip augimo faktoriy koncentracija (VEGF ir TGF-$1). Remiantis Siais rezultatais mes keliame
hipoteze kad Zemo greicio centrifugacijos konceptas (LSCC) padidina atstatomajj potencialg ar fluido
PRF tipo matricas. Dél Sios priezasties RCF sumazinimas taikant LSCC atveria naujas perspektyvas
pagerinto PRF matricoms, kuriose vyksta tarplasteliné saveika tarp trombocity ir leukocity ir taip pat
kad Sios Iastelés recipiento audinyje gali pagerinti zaizdy gijimg ir padidinti audinio atstatyma. Taciau
reikalingi tolimesni klinikiniai tyrimai norint jvertinti Sio koncepto klinikines naudas.




