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Dantenų �broblastų paviršiaus reakcija su titaniniais implantais 
panaudojus leidžiamą PRF arba PRP

Abstraktu: Buvo atlikta nemažai bandymų norint pagreitinti audinio atstatymą naudojant bioaktyvias 
molekules. Įdomu tai, kad paskutiniais metais buvo naudojami trombocitų koncentratai gauti iš paties 
paciento kraujo. Šiame tyrime buvo lyginama nauja skysta trombocitų formuluotė, paruošta be antiko-
aguliantų (injektuojamas trombocitais praturtintas �brinas, i-PRF) su standartine trombocitais pratur-
tinta plazma (PRP) su dantenų �broblastais gautais nuo lygaus bei šiurkštaus titaninių implantų 
paviršiaus. Įprastas PRP ir i-PRF (centrifuguoti prie 700 rpm (60g x g) 3 minutes) buvo palyginti �bro-
blastų biologinio atitikimo, migracijos, sukibimo, proliferacijos aspektais, taip pat trombocitų kilmės 
augimo faktoriaus (PDGF), transformuojančio augimo faktoriaus –β (TGF-β), kolageno1 (COL1) ir 
�bronektino (FN) išraiškos aspektais. Rezultatai parodė, kad i-PRF paskatino didesnį ląstelės migravimą, 
taip pat padidino RNA (mRNA) lygius esančius PDGF, TGF-β, kolagene1 ir �bronektine lyginant su PRP. 
Dar daugiau, kolageno1 sintezė buvo aukščiausia i-PRF grupėje. Šie rezultatai parodo, kad skysti trom-
bocito koncentratai gali būti formuluojami nenaudojant antikoaguliantų ir turi daug pritaikymo būdų 
ateities tyrimams. Tolimesni klinikiniai tyrimai bei tyrimai su gyvūnais yra būtini norint ištirti i-PRF 
potencialo panaudojimą minkštojo audinio atstatomuosiuose protokoluose sumaišius jį su kitomis 
biomedžiagomis.

Optimizuoto trombocitais praturtinto �brino konceptas su žemu 
centrifugacijos greičiu: augimo faktorių išskyrimas, biologinis 
suderinamumas bei ląstelės atsakas

Prieš 15 metų trombocitais praturtintas �brinas (PRF) buvo pristatytas kaip naujas autogeninis kraujo 
augimo faktorių šalitinis, kuris galėjo būti panaudojamas audinio atstatymo procedūrose medicinoje. 
Konceptai kilo po to, kai pirmos kartos trombocito koncentratas, trombocitais praturtinta plazma (PRP) 
buvo pradėti naudoti keliose medicinos srityse, nepaisant galimo neigiamo antikoaguliantų poveikio. 
Dėl šios priežasties buvo galima nepilna koaguliacija, kuri labai svarbi audinio žaizdų gijimui. PRF 
(pervadintas PRF leukocitas L-PRF) savo sudėtyje neturi antikoaguliantų ir suteikia tolimesnę 3D �brino 
matricą, kuri gali būti panaudota kaip daugelio procedūrų pagrindas (pasitarnauti kaip barjerinė 
membrana kaulo atstatyme bei audinio atsinaujinimo procedūrose).

Nuo produkto pristatymo 2001-aisiais metais PRF buvo plačiai naudojamas odontologijoje atliekant 
nemažai procedūrų. PRF efektyvumas yra įrodytas ištraukto danties gydyme, dantenų nuslinkimo 
gydyme, vidinių dantų defektų atstatyme bei sinuso panaikinimo procedūrose. Taip pat labai svarbus 
pranašumas yra pilnas imuniškai suderintas PRF augimo faktorius surinktas praktiškai nepanaudojus 
papildomų lėšų bei tai, kad PRF sudėtyje nėra antikoaguliantų. Tačiau tyrimai parodė, kad PRP koncen-
tracijoje buvo didelis kiekis autologinių augimo faktorių (nuo 6 iki 8 kartų didesnis nei įprastose kraujo 
koncentracijose). Taip pat  sudėtyje buvo trombocitų kilmės augimo faktorius (PDGF), kraujagyslių 
endotelinis augimo faktorius (VEGF) bei transformuojantis augimo faktorius (TGF)-β1. PRF  paskleidžia 
didesnį bendrą augimo faktorių kiekį per ilgesnį laiko tarpą.

Pirminė lėtesnio augimo faktorių paskleidimo priežastis yra �brino matricos galimybė išlaikyti balty-
mus �brino tinkle, taip pat ir ląstelių galimybė paskleisti augimo faktorius į jas supančią mikroaplinką. 
Leukocitai yra labai svarbūs kaip imuninės ląstelės, galinčios nukreipti ir priimti keletą ląstelių tipų 
žaizdos gijimo procese. Kadangi didelė centrifugacijos galia gali perkelti ląstelės populiacijas į 
vamzdelių dugną (kai PRF yra surenkamas iš trečio sluoksnio viršaus) neseniai buvo iškelta hipotezė, 
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Figure 1.  The percentage of human gingival �broblasts quanti�ed with a Live/Dead assay at 24 h on 
tissue culture plastic (TCP), Pickled titanium (P T) and Sand-blasted with Large grit particles 
followed by Acid-etching (SLA) with platelet rich plasma (PRP) or injectable platelet-rich �brin 

kad sumažinus centrifugacijos greitį (G-jėgą) leukocitų kiekio padidėjimas gali būti pasiektas PRF 
matricoje. Nuo to laiko buvo įrodyta, kad sumažinus centrifugacijos jėgą (dabar vadinama pagerintu 
PRF (A-PRF)), padidėjo bendras leukocitų kiekis su PRF matrica kaip pagrindu. Taipogi sutinkant su šia 
hipoteze buvo įrodyta, kad keleto augimo faktorių, tokių kaip PDGF, TGF-β1, VEGF, EGF, IGF išskyrimas 
buvo žymiai didesnis A-PRF nei L-PRF bei PRP.
 Kadangi centrifugacijos jėga daro tiesioginę įtaką augimo faktorių išskyrime naudojant PRF 
kaip pagrindą, šio tyrimo tikslas toliau ištirti ar centrifugacijos laikas pagerins augimo faktorių išsky-
rimą pagrindo viduje. Iš principo mažesnis centrifugacijos laikas sumažintų ląstelės išskleidimą ir tai 
teoriškai padidintų bendrą viršutiniame paviršiuje (PRF matricoje) likusių ląstelių kiekį. Dar daugiau, 
kadangi iki šiol nėra visiškai aišku kokį poveikį tai sukels audinio atstatymo procese buvo ištirta kiekvi-
ena PRF matrica (taip pat L-PRF, A-PRF bei A-PRF+). Buvo tirtas ląstelių biologinis atitikimas bei ląstelių 
veikla. Ląstelės buvo augintos su augimo faktoriais iš kiekvienos PRF matricos (L-PRF, A-PRF bei 
A-PRF+) bei buvo ištirtas ląstelių migravimas, proliferacija, augimo faktorių iįskyrimas bei kolageno 
sintezė in vitro.

Injektuojamo trombocitais praturtinto �brino (i-PRF) galimybės atstato-
mojoje odontologijoje

Abstraktu: Trombocitais praturtinta plazma (PRP) buvo naudojama atstatomojoje odontologijoje kaip 
supra-�ziologinis autologinių augimo faktorių koncentratas, kuris stimuliuoja audinio atsinaujinimą. 
Nepaisant šio fakto, buvo nemažai abejonių dėl antikoaguliantų panaudojimo. Antikoaguliantai žinomi 
kaip slopinantys žaizdos gijimą. Šiame tyrime buvo tiriama skysta trombocitais praturtinto �brino 
formuluotė (PRF), vadinama injektuojamu i-PRF, nenaudojant antikoaguliantų.

Medžiagos ir metodai: Standartinis PRP bei i-PRF (centrifuguotas prie 700 rpm (60G) 3 minutes) buvo 
lyginami pagal augimo faktorių išskyrimą iki 10 dienos (8 donorų pavyzdžiai). Taip pat buvo tirtas 
�broblastų biologinis tinkamumas 24 valandą (gyvas/negyvas tyrimas), migraciją 24 valandą, prolif-
eracija 1, 3, 5 dienomis bei PDGF, TGF-β bei kolageno1 išraiška 3 bei 7 dieną.

Rezultatai: Augimo faktorių išskyrimas parodė, kad bendrai PRP turėjo didesnį ankstyvą augimo 
faktorių išskyrimą, kai i-PRF parodė didesnius bendrus ilgalaikius PDGF-AA, PDGF-AB, EGF bei IGF-I 
išskyrimus po 10 dienų. PRP parodė didesnius TGF-βI bei VEGF lygius 10 dieną. Abi formuluotės parodė 
biologinį suderinamumą bei didelę �broblasto migraciją, proliferaciją lyginant su kontroliniu audinio 
tipo plastiku. I-PRF sukėlė žymiai didesnę migraciją, o PRP parodė žymiai didesnę ląstelės proliferaciją. 
Taip pat i-PRF parodė žymiai didesnius TGF-β mRNA lygius per 7 dieną, PDGF per 3 dieną bei kolage-
nas1 per 3 ir 7 dienas lyginant su PRP.
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1 pav. Žmogaus dantenų �broblastų procentinis 
santykis, apskaičiuotas su gyvais / negyvais bandi-
niais per 24 val. ant audinių kultūrų plastiko (angl. ir 
toliau TCP), ėsdinto rūgštimi titano (angl. ir toliau 
PT) naudojant smėliasrovę su didelio grūdėtumo 
dalelėmis, po to rūgštinį ėsdinimą (angl. ir toliau 
SLA) su trombocitais praturtinta plazma (PRP) arba 
injekciniu trombocitais praturtintu �brinu (i-PRF) (* 
žymi skirtumą tarp TCP kontrolės ir eksperi-
mentinės grupės, p < 0.05)

1 pav.



2 pav. Paviršiaus topogra�jos ir PRP / i-PRF poveikis žmogaus dantenų �broblastų migracijai (A) Ląstelių 
migracija buvo įvertinta po 24 val. (Masto barai = 100 m); (B) Ląstelių migraciją buvo apskaičiuota 
normalizuojant TCP kontrolines grupes. (* žymi reikšmingą skirtumą tarp kontrolės ir eksperimentinės 
grupės, p< 0.05; ** žymi reikšmingai didesnį nei visos kitos grupės, p < 0.05).

3 pav. Paviršiaus topogra�jos poveikis su PRP ir i-PRF adhezijai ir žmogaus dantenų �broblastų proli-
feracijai. (A) Ląstelių adhezija, esant 2, 4 ir 8 val. ir (B) Ląstelių proliferacija, 1, 3 ir 5 dienomis. (* žymi 
reikšmingą skirtumą tarp kontrolės ir eksperimentinės grupės, p< 0.05; ** žymi reikšmingai didesnį nei 
visos kitos grupės, p < 0.05; # žymi reikšmingą skirtumą tarp PT ir SLA paviršių p < 0.05).
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3 pav.
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Figure 2.  E�ects of surface topography and PRP/i-PRF on the migration of human gingival 
�broblasts ( A ) Cell migration was assessed after 24 h. (Scale bars = 100 µm); ( B ) Cell migration was 
quanti�ed by normalizing to the control TCP group. (* denotes signi�cant di�erence between control 
and experimental group, p < 0.05; ** denotes signi�cantly higher than all other groups, p < 0.05). 
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2.3. Cell Adhesion, Proliferation and Morphology 

For the cell adhesion assays, no signi�cant di �erence was observed between all surfaces 
irrespective of surface topography or addition of PRP/i-PRF at all time points including 2, 4 and 8 h 
(Figure 3A). The morphology of human gingival �broblasts (HGFs) was then investigated 
with/without PRP and i-PRF on all surfaces at 8 h. It was found that both PRP and i-PRF promoted 
HGF cell spreading on tissue culture plastic (T CP) and PT when compared to their respective 
controls, while cells seeded on SLA surfaces demonstrated less spreading in all groups (Figure 4). 
Analysis of cell surface area also demonstrated that both PRP and i-PRF increased the cell surface 
area on TCP and PT but not SLA (Figure 4). Cell pr oliferation was then investigated (Figure 3B). It 
was demonstrated that at 1 day post seeding, no  signi�cant di�erence was observed between all 
groups, regardless of surf ace topography or the presence of PRP and i-PRF. However, at three and 
�ve days post-seeding, it was found that cells cultured speci�cally on SLA surfaces demonstrated 
signi�cantly lower cell numbers in comparison to  control TCP and control PT surfaces. Meanwhile 
both PRP and i-PRF signi�cantly increased cell numb ers when compared to their respective controls, 
with i-PRF being signi�cantly higher than all other groups (Figure 3B). 

 
Figure 3.  E�ect of surface topography in combinat ion with PRP and i-PRF on the adhesion and 
proliferation of human gingival �broblasts. ( A ) Cell adhesion at 2, 4 and 8 h and ( B ) Cell proliferation 
at 1, 3 and 5 days. (* denotes signi�cant di�e rence between control and experimental group, p < 0.05; 
** denotes signi�cantly high er than all other groups, p < 0.05; # denotes signi�cant di�erence 
between PT and SLA surfaces p < 0.05).  

Figure 4.
human gingival �broblasts (
at 8 h were stained for F-actin (green) and 
planar area of cells. (* denotes signi�cant di
0.05; ** denotes signi�cantly hi
between PT and SLA surfaces, 

2.4. Human Gingival Fibroblast Exp
(ECM)-Related Genes 

Next, mRNA levels of regeneration-related genes 
Polymerase Chain Reaction (PCR) (Figure 5A,B). It was found that i-PRF demonstrated signi�cantly 
highest PDGF
Thereafter, ECM-related genes including collagen type I 
of human gingival �broblast was also evaluated by real-time PCR (Figure 5C,D). It was found that 
both PRP and i-PRF provoked an increase in 
respective controls, with i-PRF demonstrating 



4 pav. Paviršiaus topogra�jos su PRP ir i-PRF poveikis 
žmogaus dantenų �broblastų morfologijai (A) 
Žmogaus dantenų �broblastai, auginti su ir be PRP 
arba i-PRF, 8-ą val. buvo dažomi F-aktinas (žalia) ir 
branduoliai (mėlyna) (masto barai = 100 m); (B) Vidu-
tinis ląstelių plokštuminis plotas. (* žymi reikšmingą 
skirtumą tarp kontrolės ir eksperimentinės grupės, 
p< 0.05; ** žymi reikšmingai didesnį nei visos kitos 
grupės, p < 0.05; # žymi reikšmingą skirtumą tarp PT 
ir SLA paviršių p < 0.05).
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 E�ects of surface topography in combinat ion with PRP and i-PRF on the morphology of 
human gingival �broblasts ( A ) Human gingival �broblasts cultur ed with and without PRP or i-PRF 
at 8 h were stained for F-actin (green) and nuclei (blue) (Scale bars = 100 µm); ( B ) Average surface 
planar area of cells. (* denotes signi�cant di �erence between control an d experimental group, p < 
0.05; ** denotes signi�cantly hi gher than all other groups, p < 0.05; # denotes signi�cant di�erence 
between PT and SLA surfaces, p < 0.05). 

2.4. Human Gingival Fibroblast Exp ression of Regeneration-Related and Extracellular Matrix  
(ECM)-Related Genes 

Next, mRNA levels of regeneration-related genes PDGF  and TGF- β were evaluated by real-time 
Polymerase Chain Reaction (PCR) (Figure 5A,B). It was found that i-PRF demonstrated signi�cantly 

 and TGF- β mRNA levels on all surfaces with no di�erences observed between groups. 
Thereafter, ECM-related genes including collagen type I α1 (COL1 ) and �bronectin ( FN1 ) expression 
of human gingival �broblast was also evaluated by real-time PCR (Figure 5C,D). It was found that 
both PRP and i-PRF provoked an increase in COL1  and FN1  mRNA levels when compared to their 
respective controls, with i-PRF demonstrating signi�cantly highest results (Figure 5C,D). 

5 pav.
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Figure 5.  Real-time PCR of human gingival �broblasts cultured on TCP, PT and SLA, with and 
without PRP or i-PRF for mRNA levels of ( A ) PDGF ; ( B ) TGF- β; ( C ) COL1  and ( D ) FN1 . (* denotes 
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Figure 6.
TCP, PT and SLA surfaces with and 
images of collagen type 1 staining (green) with 
Quanti�ed values of collagen type 1 staining 
signi�cant di�erence between control and experimental group, 
higher than all other groups, 
p

3. Discussion 

The aim of the present study was �rst to investig
concentrate without the use of anti-coagulants (i-PRF
titanium surfaces and, secondly, to investigate if surface topography had an in�uence on the 
outcomes. To the best of the author
i-PRF and, for these reasons, an in vitro study was performed speci�cally to determine its in�uence 
on soft tissue cells (human gingival �broblasts)
performed to investigate i-PRF as a potential low-cost regenerative modality derived from 100% 
autologous sources. 

The use of regenerative modalities in dentistry has become increasingly popular in recent years 
with the use of PRF having seen a plethora of rese
[14,29,31]. As such, many clinicians working in the �eld of implant dentistry have more recently 
been made aware of the advantages
procedures. Currently, a variety of biomaterials 



6 pav. Imuno�uorescentinis kolageno 1 tipo dažy-
mas žmogaus dantenų �broblastoms, pasėtoms 7 
dienoms ant TCP, PT ir SLA paviršių su ir be PRP ir 
i-PRF. (A) Sujungti kolageno 1 tipo dažų (žalia) su 
DAPI dažais (mėlyna) �uorescenciniai vaizdai. 
(Masto barai = 100 μm) (B) Apskaičiuotos kolageno 1 
tipo dažymo vertės lyginant su TCP mėginio valdy-
mu (* žymi reikšmingą skirtumą tarp kontrolės ir 
eksperimentinės grupės, p< 0.05, ** žymi reikšmin-
gai didesnį nei visos kitos grupės, p < 0.05; # žymi 
reikšmingą skirtumą tarp PT ir SLA paviršių p < 0.05).

5 pav. Realaus laiko polimerazės grandininė reakcija žmogaus dantenų �broblastoms, augintoms su 
TCP, PT ir SLA, su ir be PRP arba i-PRF mRNA lygiams (A) PDGF; (B) TGF-β; (C) COL1 ir (D) FN1. (* žymi 
reikšmingą skirtumą tarp kontrolės ir eksperimentinės grupės, p< 0.05; ** žymi reikšmingai didesnį nei 
visos kitos grupės, p < 0.05; # žymi reikšmingą skirtumą tarp PT ir SLA paviršių p < 0.05).

6 pav.

Išvada:   

i-PRF parodė galintis išleisti didesnes įvairių augimo faktorių koncentracijas ir paskatino didesnę 
�broblasto migraciją bei PDGF, TGF-β, kolageno1 išraišką. Yra reikalingi tolimesni tyrimai su gyvūnais 
norint patvirtinti i-PRF naudojimą kaip bioaktyvią medžiagą, galinčią stimuliuoti audinio atstatymą.

Klinikiniai rezultatai: 

Šie duomenys parodo, kad galima skystų trombocitais praturtintų koncentratų formuluotė gali būti 
gauta nenaudojant antikoaguliantų.

5

2017, 18, 331  7 of 15 

 
 Immuno�uorescent staining of collagen type  1 for human gingival �broblasts seeded on 

TCP, PT and SLA surfaces with and without PRP and i-PRF at 7 days. ( A ) The merged �uorescent 
images of collagen type 1 staining (green) with DAPI staining (blue). (Scale bars = 100 µm) ( B ) 
Quanti�ed values of collagen type 1 staining in comparison to control TCP sample (* denotes 
signi�cant di�erence between control and experimental group, p < 0.05, ** denotes signi�cantly 
higher than all other groups, p < 0.05, # denotes signi�cant di�e rence between PT and SLA surfaces, 

The aim of the present study was �rst to investig ate and compare the in�uence of a new platelet 
concentrate without the use of anti-coagulants (i-PRF  in liquid formulation) versus standard PRP on 
titanium surfaces and, secondly, to investigate if surface topography had an in�uence on the 
outcomes. To the best of the author s’ knowledge, this is the �rst study investigating the in�uence of 
i-PRF and, for these reasons, an in vitro study was performed speci�cally to determine its in�uence 
on soft tissue cells (human gingival �broblasts) . As such, an array of in vitro experiments was 
performed to investigate i-PRF as a potential low-cost regenerative modality derived from 100% 
autologous sources. 

The use of regenerative modalities in dentistry has become increasingly popular in recent years 
with the use of PRF having seen a plethora of rese arch articles published within the past �ve years 
[14,29,31]. As such, many clinicians working in the �eld of implant dentistry have more recently 
been made aware of the advantages  of utilizing PRF as membranes during guided bone regenerative 
procedures. Currently, a variety of biomaterials are routinely being commercialized from various 


