Injektuojamas trombocitais praturtintas fibrinas, iSgautas naudojant
Zema centrifugacijos greitj, pagerina kremzlés atstatyma geriau nei
trombocitais praturtinta plazma.

ABSTRAKTU.

Sio tyrimo tikslas — jvertinti injektuojamo trombocitais praturtinto fibrino (i-PRF) poveikj gautiems
chondrocitams bei osteochondriniam atstatymui gydant kritinés apimties osteochondrinio defekto
triusio kelj, lyginant su autologine trombocitais praturtinta plazma (PRP). Chondrocitai pirma karta
buvo tiriami del galimybeés daugintis ir dalintis reaguojant su PRP ir i-PRF. Dél Sios priezasties pilno
tankio kritinés apimties osteochondriniai defektai (5 mm skersmens ir 5 mm gylio) buvo sukurti 12
suaugusiy Naujosios Zelandijos Baltyjy triusiy kelio sanaryje. Defektai buvo atkuriami naudojant PRP
arba i-PRF, tuo paciu metu lyginant su kontroline grupe. Gyvunai buvo uzmigdomi 4-tg ir 12-tg savaite
po operacijos. Po to buvo atlikti histologiniai tyrimai naudojant makroskopinius bei mikroskopinius
patikrinimus kremzlés atstatymui. I-PRF stipriai padidino chondrocity platinima bei Sox9 mRNA lygius,
taip pat Il tipo kolgeno bei agrekano kiekj lyginant su PRP ir kontroline grupe. Histologiniai tyrimai
parodé, kad ketvirtos savaités makroskopiniai ICRS duomenys gauti i$ i-PRF grupés buvo zymiai
padidéje lyginant su PRP bei kontrolinémis grupemis. Dvyliktos savaités pooperaciniai mikroskopiniai
ICRS duomenys parodé, kad i-PRF grupéje zymiai padidéjo kremzlés atstatymas lyginant su PRP.
Galima daryti iSvada, kad i-PRF naudojimas panaudojant mazg centrifugacijos greitj Zymiai padidino
chondrocity aktyvuma ir toliau gerino kremzlés atstatyma lyginant su PRP. Histologiniuose tyrimuose
galima pastebéti, kad ankstyvas ir geresnis kremzlés atstatymas vyksta ketvirta pooperacine savaite
naudojant i-PRF ir lyginant tyrimus, gautus dvylikta savaite. Reikalingi tolimesni klinikiniai tyrimai,
kurie iStirty i-PRF potencialg kelio atstatymui lyginant su PRP.

IVADAS.

Sanario kremzlé turi ribota vidinio atsinaujinimo gebéjima. Susidarius tam tikroms fiziologinéms
aplinkybéms, sgnario kremzlés traumos retai sugyja ir to pasekoje sanarys pradeda irti ar net susidaro
osteoartritas [1-3]. Viena i$ pagrindiniy prasto gijimo priezasciy yra ribotas kraujo kiekis ir jo izoliavi-
mas nuo sisteminio reguliavimo, kuris gali sukelti hipozeuliacija [3]. Todél kremzlés gydymo proceduiry
tikslas yra atstatyti suzaloto sgnario pavirsius naudojant funkcinj audinj [4]. Taciau tai islieka tikru
iSSukiu ortopedijos chirurgams, neturint jokiy tiksliy priemoniy pilnam prarasty ar pazeisty audiniy
atstatymui.

Per pastaruosius 20 mety buvo siulyta keletas kelio atstatymo gydymo budy. Vienas i3 jy — autologiniy
chondrocity persodinimas (ACI) [5]. Kiti kremzlés pazeidimy gydymy pavyzdziai — kaulo Ciulpy
stimuliavimo technikos, tokios kaip mikrofrakcijos proceduros, kuriy tikslas sustiprinti kaulo ¢iulpus
norint atstatyti kremzlés defektus [6]. IS Siy tyrimy gauti rezultatai iSlieka kontraversiski, be idealaus
gydymo modelio ilgalaikiam rezultatui [1]. Dazniau Sios gydymo strategijos pasireiskia fibrokremzlés
audinio formavimusi, o ne normalaus sgnario audinio formavimusi. Atstatytas audinys neturi reika-
lingy veikimo savybiy arba ekstralgstelinés matricos (ECM) vietos organizavimo, kurie yra panasus |
vietinés sgnario kremzlés biologines funkcijas. Dél Sios priezasties biologiniai ir funkciniai Siy gydymy
rezultatai turi bati toliau tiriami ir gerinami [7-9]. Idealus gydymo modelis turéty suteikti puiky atsta-
tomajj uzpildyma naudojant hialinine kremzle, palaikant subchondrinio kaulo kokybe [10].




Norint pagerinti osteochondriniy defekty atstatyma didelio démesio sulaukia biologiniai produktai,
naudojami kaip papildoma priemoné atlikus operacija, taip pat jie yra naudojami kaip pirminis
gydymo budas [11,12]. Vienas i$ tokiy produkty yra trombocitais praturtinta plazma (PRP), kuri gali
bati lengvai gaunama i$ autologinio periferinio kraujo centrifuguojant kraujo klostes nuo 6 iki 8, taip
padidinant augimo faktoriy koncentracija [13]. Trombocity koncentratai yra praturtinti augimo faktori-
ais, tame tarpe trombocity kilmés augimo faktoriais (PDGF), transformuojanciais augimo faktoriais
(TGF-b), kraujagysliy endoteliniais augimo faktoriais (VEGF), pagrindiniais fibroblasty augimo faktoriais
(bFGF) bei insulino tipo augimo faktoriais (IGF) [13,14]. Taip pat, PRP padidina chondrocity ir mezenchi-
mo kamieniniy lasteliy proliferacija, proteiglikano gaminima bei Il tipo kolageno nusodinima [15, 16].

Vienas i$ aprasomy PRP trakimy yra papildomas antikoagulianty naudojimas, kitaip Zinomas kaip
zaizdy gijimo slopintuvas. Dél Siy priezasCiy buvo sukurtas antros kartos trombocity koncentratas,
vadinamas trombocitais praturtintu fibrinu (PRF). Jis buvo tobulinamas lyginant Zaizdy gijima naudo-
jant PRP [17]. Standartinis PRF turi trijy dimensijy fibrino matricg po centrifugacijos, taciau jis netinka
kelio atstatymui, kadangi PRP injekcija parodé Zymiai geresnius rezultatus dél paprasto naudojimo
blado. Jdomu tai, kad novatoriskas Zemo greicio centrifugacijos konceptas yra vystomas naudojant
naujos sudéties PRF, kuriame skystas PRF gali bati gaunamas injekcijos tikslams (i-PRF) nenaudojant
antikoagulianty [18-20]. Sio naujo trombocity koncentrato sudétyje néra antikoagulianty, jis palaiko
skysta tgsuma apie 15 minuciy po centrifugacijos. Taip pat jdomu, kad jis gali bati injektuojamas
panasiu badu kaip ir PRP, taciau turi savybe formuoti fibrino kresulj iSkart po injekcijos. Dél Sios
priezasties, Sio tyrimo tikslas buvo jvertinti i-PRF poveikj kremzlinio audinio atstatyme. Pirmas $io
tyrimo tikslas buvo palyginti i-PRF ir PRP poveikj auginamuose chondrocituose in vitro . Antras Sio
tyrimo tikslas buvo palyginti i-PRF ir PRP efektyvuma kritinio dydzZio osteochondriniams defektams
esantiems triusio kelyje.

Medziagos ir metodai.

I-PRF IR PRP PARUOSIMAS.

PRP ir i-PRF izoliavimui buvo panaudoti penki suauge triusiai. RuoSiant PRP buvo panaudota 10 ml
kraujo apdoroto antikoaguliantu (sodos citratu), kraujas centrifuguotas prie 900 x g 5 minutes norint
atskirti plazma nuo hemocito (eritrocito ir leukocito) daleliy ir tada plazma buvo centrifuguota antrg
kartg prie 2000 x g 15 minuciy norint atskirti PRP nuo maza trombocity kiekj turincios plazmos (PPP)
[21]. Bendras 1 mL PRP kiekis buvo izoliuotas nuo 10 mL bendro kraujo kiekio. I-PRF buvo gautas Siuo
badu: 10 mL kraujo be antikoagulianto buvo nedelsiant centrifuguojami prie 700 rpm 3 minutes (60g
jéga) naudojant Ciokruno PRF Duo Centrifuga (Process for PRF, Nice, France). Buvo surinkta 1 mLvirsu-
tinio plazmos sluoksnio. Jis buvo pazenklintas kaip i-PRF. Surinktas PRP ir i-PRF buvo perpilti j 6 viety
vitro plastikinius indus su 5 mL auginimo medziaga (Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM);
HyClone, Thermo Fisher Scientific Inc., Beijing, China) ir apdirbta kaip aprasoma toliau.

CHONDROCITY IZOLIAVIMAS.

Suaugusio triusio kremzlés gabaléliai is Slaunikaulio buvo surinkti ir tris kartus praplauti su fosfato
druskos tirpalu (PBS; pH 7.2) turincio 1 % antibiotiky ir supjaustyto j mazus gabalélius steriliomis
chirurginémis Zirklémis. Kremzlés audinio gabaléliai tada buvo perkelti j T25 audinio kilmés kolbas,
kuriose buvo minimalus DMEM kiekis ir buvo paliktos 2 valandoms. Po to buvo pridéta 3 mL DNEM,
kurio sudétyje yra 20 % galvijy vaisiaus serumo (FBS; Gibco, Australia) bei antibiotikai. Pragjus vienai
savaitei, kai lgstelés susiliejo, jos buvo tripsinizuotos ir auginamos DNEM su 10 % FBS. Tyrimuose
naudoti chondrocitai buvo pasirinkti i$ 3-7 iStraukuy.




LASTELIY AUGINIMAS.

Trombocito koncentratai, taip par PRP ir i-PRF buvo inkubuoti tris dienas 5% dréegnumo CO2 aplinkoje
prie 37 laipsniy temperaturos ir po to kondicionuota medziaga buvo surinkta ir panaudota tolimes-
niems tyrimams, 20 % bendro kiekio, kaip aprasyta anksciau [22]. Chondrocitai buvo atskirti nuo audi-
nio auginimo plastiko naudojant tripsing (HyClone), prie$ sutirStéjant. Lastelés buvo augintos dréegnoje
aplinkoje prie 37 laipsniy temperaturos augimo terpéje, sudarytoje i DMEM, 10 % FBS ir 1 % antibio-
tiky.

PRP IR I-PRF POVEIKIS CHONDROCITY PLATINIMUL.

PRP ir i-PRF poveikis chondrocity platinimui buvo aprasytas Cell Counting Kit-8 (Dojindo, Japan) 1, 3 ir
5 dieny laiko taskuose ir iSmatuotas mikroplokstés skaitytuvu skanuojant prie 450 nm (PowerWave
XS2, BioTek, Winooski, VT, USA) kaip anksciau aprasyta [23].

PRP IR I-PRF POVEIKIS SU CHONDROGENEZE SUSIJUSIAI GENY ISRAISKAL.

Realaus laiko PCR buvo panaudotas tiriant PRP ir i-PRF poveikj su chondrogeneze susijusiai geny israis-
kai. Chondrocitai buvo auginami kartu su PRP arba i-PRF 24 padékliukuose. Po septyniy dieny augini-
mo bendras RNA kiekis buvo iSgautas i$ auginamy lasteliy naudojant AxyPrep Multisource Total RNA
Miniprep Kit (AXYGEN, Union City, CA, USA) remiantis gamintojo instrukcijomis. RNA koncentracija
buvo apradyta pagal NanoDrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer, kaip anksciau aprasyta [24]. 1 ug RNA
tirpalo buvo konvertuotas j papildoma DNR naudojant First Strand cDNA Synthesis Kit (GeneCopoeia,
Rockville, MD, USA) iki bendro 100uL kiekio. Pagrindy SOX9 sekos - Il tipo kolageno alpha 1 (COL2A1),
agrekano (ACAN) ir gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenazés (GAPDH) triusio genai yra isvardinti
papildomoje lenteléje 1. AACt metodas buvo panaudotas skaiciuojant geno iSraiskos lygius atitink-
ancius,,naminio” geno GAPDH. Taip pat 3is metodas buvo normalizuotas iki kontroliniy lasteliy.

PRP IR I-PRF POVEIKIS KREMZLES ATSTATYMUI UZDEGIMINEJE APLINKOJE, SUMAZINTAS IL-18.

Chondrocitai buvo auginami kartu su IL-18 iki netikros osteoartritinés aplinkos. Trumpai tariant,
chondrocitai buvo auginami su arba be 10ng/nL IL-18 ir pridedant PRP bei i-PRF 48 valandoms ir
po to bendras RNA buvo izoliuotas nuo chondrocity norint aptikti SOX9, COL2A1, ACAN
iSraiSkas, dezintegring ir metaloproteinaze naudojant 4 trombospondino motyvus (ADAMTS4),
prostaglandino-endoperoksido 2 sintazés (PTGS2) ir matricos 13 metaloproteinazes (MMP13)
genus su RT-PCR kaip aprasyta anks¢iau. GAPDH buvo naudotas kaip ,naminis” genas.

STATISTINE IN VITRO TYRIMO ANALIZE.

Vienpusé ANOVA statistiné analizé buvo atlikta naudojant Graphpad Software v.6 (Graphpad Software,
La Jolla, CA, USA). Statistinis rodmuo buvo nustatytas prie p < 0,05. Visi duomenys yra iSreiksti kaip £SE
priemoné. Visi in vitro eksperimentai buvo atlikti tris kartus trimis atskirais eksperimentais.

GYVUNAI IR CHIRURGINE PROCEDURA.

Siame tyrime buvo panaudota 12 suaugusiy Naujosios Zelandijos Baltyjy triusiy (NZW), kuriy svoris
buvo 2,5-3,0 kg. Prie$ pradedant eksperimentus, buvo atlikti gyvany apdorojimo ir chirurginiai
protokolai, remiantis Kinijos Respublikos Vuhano Universiteto gyvuny priezitros ir naudojimo direk-
tyvomis bei patvirtinti Odontologijos Mokyklos Etikos Komiteto. Sis gyviiny tyrimas taip pat rémési
ARRIVE gairéemis skirtomis tyrimams su gyvunais. Visiems triuSiams i$ pradziy buvo leidziami priprasti




prie patalpy savaite prie$ operacija. Jie buvo maitinami atskiruose narvuose, kurie buvo patalpoje su
reguliuojama temperatura. Taip pat triusiai galéjo laisvai maitintis maistu ir vandeniu be antibiotiky.
Gyvunai buvo suskirstyti j tris grupes: 1) Kontroling, 2) PRP grupé, 3) i-PRF grupé.

Triusiai buvo uzmigdyti su intraperitonine chloralio hidrato injekcija (10 % 4 mL/kg kano svorio) ir
buvo paguldyti ant nugaros. 30 minuciy prie$ operacija profilaktiskai buvo sumaitinti antibiotikai [25].
Prie$ operacijg buvo atliktas apatinés kuino dalies nuskutimas bei jprastas sterilizavimas. Operacija
buvo atlikta i$ dviejy 3aliy (kairiajame ir deSiniajame kelyje). Kelio sgnarys buvo atvertas vidutiniu
parapatelariniu budu [10]. Buvo atlikta 4 cm vidutiné parapatelariné artrotija ir Sonuose buvo pakeista
girnelés pozicija norint atidengti femoropateliarinio griovelio pavirsiy. Po to sgnarys buvo atidziai
apziurétas norint jsitikinti ar nebuvo jokios pries tai buvusios patologijos.

Per sgnario kremzle ir subchondrinj kaulg, girnelés griovelio centre buvo atliktas pilnas 5mm skers-
mens ir 5 mm gylio tankio defektas kiekvienos grupés triusiams naudojant grezimo jranga su 5mm
svoriu. Po to defektai buvo mirkomi norint nuplauti kaulo ar kremzlés likucius ir buvo drékinami su
0,9% steriliu fiziologiniu tirpalu. 1 Grupéje defektai buvo neapdoroti (kontroliné grupé, n =4). 2 Grupé-
je defektai buvo uzpildyti 1 mL PRP (PRP grupé, n =4). 3 Grupéje defektai buvo uzpildyti 1 mL i-PRF
(i-PRF grupé, n =4).

Zaizda buvo uzverta dvejomis eilémis atskiry sialiy. Prie$ operacijos uzbaigima, naudojant pilng judesj,
buvo pajudintas kelis norint jsitikinti, kad jvyko normalus pateliarinis sekimas. Tris dienas prie$ operaci-
ja visiems triusiams buvo sumaitintas penicilinas (15g /kg kuno svorio). Gyvunai buvo apgyvendinti
atskirai narvuose ir jiems buvo leidziama laisvai judéti.

Gyvunai buvo uzmigdyti ketvirtg ir dvylikta savaite po operacijos anesteziniu buadu. Méginiai buvo
tiriami bendrais ir histopatologiniais tyrimais. Kiekviename laiko taske buvo tiriami 4 vienetai méginiy
i$ kiekvienos grupés.

MAKROSKOPINE MORFOLOGIJA.

Atliekant autopsija, buvo pasalintos distalinés Slaunies dalys. Jos buvo nufotografuotos ir suskirstytos
nuo 0 iki 12 pagal kremzlés atstatymo makroskopinj vertinimg, nustatyta Tarptautinés Kremzlés
Atstatymo Bendruomenés (ICRS) (Papildoma Lentelé 2) kaip aprasyta anksciau [25].

HISTOLOGINIAI TYRIMAI.

Po makroskopinio vertinimo, méginiai buvo laikomi 4% formaldehide 7 dienas. Taip pat jie buvo
nukalkinti 10% metileno tiamino tetraacto rugstyje (EDTA) keturias savaites laikant kambario temper-
ataroje bei dehidratuoti keletu alkoholio tirpaly (nuo 70% iki 90%) ir po to jdéti j parafino vaska. Po
jdéjimo méginiai buvo supjaustyti j 5um dalis. Po to Sios dalys buvo pazymétos hematoksilinu ir
eozinu ICRS histologiniam rezultatui bei Safraninu O/ glikosaminoglikano turinio vertinimui. ICRS
histologinis rezultatas yra matuojamas nuo 0 iki 18 (Papildoma Lentelé 3) [26].

STATISTINE ANALIZE IN VIVO TYRIMUI.
Visi rezultatai buvo aprasomi kaip + standartiniai nukrypimai. Vienpusis ANOVA metodas buvo panau-

dotas atliekant statistine analize. p<0,05 buvo naudojamas kaip statistinis rodmuo. Visos vertes buvo
tirtos naudojant SPSS jranga (versija 20.0; IBM, America.)




REZULTATAI.

Chondrocity proliferacija

Pirmaja dieng po lasteliy paskleidimo zymesniy chondrocity skaiciaus skirtumy tarp visy grupiy
nestebéta, nepriklausomai nuo to, ar buvo PRP (platelet rich plasma - trombociais praturtinta plazma)
ir i-PRF (injectable platelet rich fibrin — injekuojamas trombocitais praturtintas fibrinas). Taciau 3-3, 5-3
ir 7-a dieng po lasteliy paskleidimo buvo nustatyta, kad tiek PRP, tiek i-PRF labai padidina chondrocity
proliferacijos greitj palyginus su kontrolinémis plastinémis audiniy kultGromis. Be to, 5-3 ir 7-3 dieng
i-PRF buvo gerokai didesnis, nei PRP (1 piesinys).

Susijusiy su chondrogenze geny raiska

Su chondrogeneze susijusiy geny SOX9, Col2A1 ir ACAN mRNR kiekius galima iSmatuoti naudojant
realaus laiko PGR (polimerazés grandinine reakcijg (PCR, polimerase chain reaction)). Nustatyta, kad
tiek PRP, tiek i-PRF didino SOX9, Col2A1 ir ACAN raiska palyginus su kontrole, ir i-PRF labiausiai didino
Siy trijy geny raiska (2 piesinys).

PRP ir i-PRF poveikis kremzlés regeneracijai esant IL-1b indukuotai uzdegiminei buklei
Osteoartritui stimuliuoti buvo naudojamas IL-1b. Buvo nustatyta, kad IL-1b slopina SOX9, COL2AT1 ir
ACAN raiska chondrocituose tuo pat metu didindamas ADAMTS4 ir PTGS2 raiska. Palyginus su IL-1b
grupe, PRP ir i-PRF didino proregeneraciniy geny SOX9, COL2A1 ir ACAN raiska ir mazino ADAMTS4,
PTGS2 ir MMP13 raiska. Be to, naudojant -PRF buvo stebima didziausia SOX9, COL2A1 ir ACAN raiska ir
maziausia ADAMTS4 ir PTGS2 raiska (3 pieSinys).

Cell proliferation 1 piesinys.
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3 piesinys.

PRP ir i-PRF poveikis su regeneracija susijusiems ir su ECM (ekstracellular matrix — ekstralastelinis
matriksas) susijusiems genams po 7 dieny esant ir nesant IL1b. (A) SOX9; (B) COL2A1; (C) ACAN; (D)
ADAMTS24; (E) PTGS2 ir (F) MMP13. (* reiSkia Zzymius skirtumus tarp dviejy grupiy, p < 0,05; ** reiskia
zymiai didesnj skirtuma, palyginus su visomis kitomis gydymo grupémis, p < 0,05). Tyrimas kartotas
tris kartus atliekant 3 nepriklausomus eksperimentus.

MAKROSKOPINIS KREMZLES DEFEKTY STEBEJIMAS.

Visose grupése regeneruoty kauly ir kremzliy defekty plotai buvo pazitréti makroskopiskai praéjus

4 ir 12 savaiciy po operacijos (4 piesinys). Po 4 savaiciy i-PRF grupéje apdoroti defektai makroskopiskai
atrodé beveik visiskai sugije, padengti balta nepermatoma medziaga, jy integracija su aplinkiniais
sveikais kremzlés audiniais buvo gera (4 pieSinys). PRP ir kontrolinéje grupése apdoroti plotai buvo
padengti balta ir rausva nepermatoma, déméta medziaga, palyginus su i-PRF grupe integracijos su
aplinkiniais sveikais kremzlés audiniais nestebéta (4A, B ir C piesinys). Kontrolinés grupés ICRF (Interna-
tional Cartilage Repair Society — Tarptautiné kremzlés atkrimo draugija) rodiklis kontrolingje grupéje
buvo gerokai Zemesnis, nei PRP ir i-PRF grupése, ir ICRF rodiklis i-PRG grupéje buvo gerokai didesnis,
nei PRP grupéje (p < 0,05) (5a piesinys). Po 12 savaiciy visose grupése makroskopiné iSvaizda buvo
vienoda, pavirsius buvo lygus, integracija su aplinkiniais sveikais kremzlés audiniais buvo gera (4D, E ir
F pieSiniai). Didesnio ICRS rodikliy skirtumo nebuvo (p < 0,05) (5b piesinys).




Control PRP i-PRF 4 piesinys.

‘ Kaulo ir kremzlés defekty makroskopinis
vaizdas 4-3 ir 12-3 savaite po operacijos
kontrolinéje grupéje (A ir D), PRP grupéje
(B ir E) ir i-PRF grupéje (Cir F).
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Trochlearinio griovelio regeneruoty kaulo ir kremzlés defekto ICRS makroskopiniai rodikliai praéjus 4
savaitems (A) ir 12 savaiciy (B) po operacijos. Pateikiami vidurkiai + standartinis nuokrypis (SN). #:
Zymiai maziau, nei PRP ir i-PRF grupése; p < 0,05

KREMZLES DEFEKTY MIKROSKOPINIS APRASYMAS.

Praéjus 4 ir 12 savaiciy po operacijos, kaulo ir kremzlés defekty regeneruoti plotai visose grupése buvo
jvertinti mikroskopiskai, naudojant dazyma hematoksilinu ir eozinu ir safraninu O. Po 4 savaiciy i-PRF
grupéje (6¢ ir f piesiniai) (7c if f prisiniai) mikroskopiné apdoroty defekty apZzitra parodé, kad kremzlés
defektas visiSkai sugijom jis padengtas hialino audiniy (teigiamas nudazymas safraninu O), jo pavirsius
lygus, o Salia esancio normalaus kremzlés audinio storis normalus. Taip pat stebéta geresné atkurto
audinio integracija su aplinkine sgnario kremzle. Be to, atkurtame audinyje stebéti dideliy Iasteliy su
gausia citoplazma klasteriai (j chondrocitus panasios lastelés). Po atkurta kremzle esantis kaulas i-PRF
grupéje taip pat regenravo, suintensyvéjo kaulo remodeliavimas. PRP grupéje ir kontrolinéje grupéje
defektai buvo visiskai uzpildyti audiniu, kuriame daug proteoglikany, teigiamai nusidazanciu safraninu
O, pokremzlinio kaulo remodeliavimas buvo suintensyvéjes (stebéta j fibrozinj audinj panasi kremzlé, o
ne kaulinis audinys ((6a, b, d ir e piesiniai) (7a, b, d ir e piesiniai). Atkurtame audinyje stebétos arba
iSsisklaide, arba izogeninés gana dideliy apvaliy lasteliy, kuriose yra daug citoplazmos, grupés. Po 4




savaiciy ICRS rodiklis i-PRF grupéje buvo gerokai didesnis, nei PRP ir kontrolinéje grupéje (p < 0,05) (8a
piesinys). Po 12 savaiciy i-PRF grupéje mikroskopiskai stebéta visiska apdoroto kremzlés defekto
defekto regeneracija (6i ir | piesiniai) (7i ir | pieSiniai) ir pokremzliniy kaulo daliy regeneracija su visiska
integracija su aplinkiniais normaliais audiniais ir normaliais chondrocitais. PRP ir kontrolinéje grupéje
tik po 12 savaiciy stebéta ne visai uzbaigta regeneracija su gera integracija su aplinkiniu sveiku krem-
zlés audiniu (6g, h, j ir k piesiniai) (7g, h, j ir k pieSiniai). Tiek PRP, tiek kontrolinéje grupése pokremzlinio
kaulinio audinio regeneracija buvo neuzbaigta, stebéti liekamieji kauly defektai. Kontrolinéje grupéje
ICRS rodiklis buvo gerokai zemesnis, nei i-PRF ir PRP grupése, taciau i-PRF grupéje jis buvo Zenkliai
didesnis, nei PRP grupéje (p < 0,05) (8b piesinys).

12 Weeks

4 Weeks

Control

PRP

12 Weeks

6 piesinys.

Trochlearinio griovelio regeneruoto
kauly ir kremzliy defekty histologiné
iSvaizda po dazymo hematoksilinu ir
eozinu po 4 savaiciy (a-f) ir 12 savaiciy
(g-I).

7 piesinys.

Trochlearinio griovelio regeneruoto kau-
ly ir kremzliy defekty histologiné iSvaiz-
da po dazymo safraninu po 4 savaiciy
(a-f) ir 12 savaiciy (g-I).
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Trochlearinio griovelio regeneruoty kauly ir kremzliy defekty ICRS rodikliai praéjus po operacijos 4
savaitems (A) ir 12 savaiciy (B). Duomenys pateikti kaip vidurkiai + SN. **: gerokai didesnis, nei kon-
trolinéje ir PRP grupése; #: gerokai mazesnis nei PRP ir i-PRF grupése.

APTARIMAS.

Nepaisant didelés chirurginiy metodiky ir procedlry pazangos, kremzlés pazeidimas ir jos pazeidimy
gydymas yra rimta klinikiné problema. Pastaruoju metu daug pastangy buvo dedama siekiant praplés-
ti kremzlés gijimo potencialg pasitelkus natdralius procesus [27]. Sio tyrimo tikslas yra pirma kartg
iStirti modernios injekuojamos PRF metodikos poveikj kremzlés gijimui esant kritinio dydzio kauly ir
kremzliy defektui ir palyginti jj su daznai naudojamu PRP, pasitelkus triusio model;.

Per paskutinjjj deSimtmetj PRP tapo auksiniu audiniy regeneracijos standartu gydant kelio sgnarj,
kadangi kis yra autologiniy augimo faktoriy 3altinis, jis pelné platy pripazinima chirurgijoje, tokiose
srityse kaip kauly regeneracija ortopedijoje, periodonto bei veido ir zandikauliy chirurgijoje, otorino-
laringologijoje ir plastingje chirurgijoje [28, 29]. PRP atpalaiduoja endogeninius augimo faktorius, kurie
vaidina svarby vaidmenj audiniy atkdrimo procese, ypac tais atvejais, kai vaskuliarizacija negausi ir
lgsteliy tankis nedidelis [30].

Vis délto, nors PRP islieka auksiniu standartu atliekant minimaliai invazines operacijas sportininkams ir
vyresnio amziaus zmonéms, kremzlinio audinio atkdrimo tyrimy rezultatai yra priestaringi [31, 32], ir
manoma, kad tai gali bati susije su jvairiais PRP frakcijy plazmoje deriniais [32]. Wu su bendraautoriais
2007 metais paskelbé, kad kremzlés susiformavimo galimybé PRP sukurtoje struktiroje padidéja, kai
naudojant triusio modelj PRP buvo naudojama kaip kultivuoty autologiniy chondrocity neséjo siste-
ma [33]. Qi su bendraautoriais 2009 metais atliktas autologinés PRP tyrimas parodé, kad PRP gerino
kolageno matrikso sinteze ir stimuliavo kremzlés formavimasi esant dideléms defektams, kuriy gydy-
mui reikéjo osteochondriniy transplantaty ir autologiniy chondrocity implantacijos [10]. Kitas Lee ir
bendraautoriy 2013 mety tyrimas leido padaryti prielaida, kad triusio kelio sanario kauly ir kremzliy
defekty gydymas gali bati pagreitintas naudojant PRRP gelio su sinovine membrana i$ mezenchimos
kamieniniy lasteliy transplantacijg (SDSC) [1]. Pagaliau, jau anks¢iau buvo nurodyta, kad PRP augimo
faktoriai turéty buti laikomi terapine galimybe, skatinancia kremzlés atkarima gydant ankstyvos
stadijos degeneracija dél keliosgnario osteoartrito [13].




Per paskutinjjj deSimtmeti trombocity koncentratai buvo gerokai patobulinti. PRF yra trombocity
koncentratas, kuris suformuoja trimatj matriksa, kuriame yra visi Iasteliniai ir molekuliniai elementai,
batini audiniy atkarimui [34]. Jame yra daugiau gaunamy i$ kraujo augimo faktoriy, taciau jj lengviau
pagaminti, jam centrifuguoti reikia maziau laiko, ir jo sudétyje néra jokiy priedy [35]. PRF matriksas
geba,pagauti” cirkuliuojancius citokinus [36], todél padidéja jy gyvavimo trukmeé ir pageréja jy naudo-
jimas ankstyvose matrikso remodeliavimo stadijose. Haleem su bendraautoriais 2010 m. papildomai
naudodami PRF 3alia BM-MSC transplantaty nustaté, kad PRF per 6 ménesius gerokai pagerino kelio
sanario funkcijos rodiklius vertinant juos MRI [37]. PRF buvo naudojamas kaip trimatis rémas, taciau
neseniai buvo nustatyta, kad kad mazesnis centrifugavimo greitis ir laikas daro jtakg augimo faktoriy
atpalaidavimui ir Igsteliy biologiniam aktyvumui PRF suformuotame matrikse [18-20, 22]. Esant dide-
liam centrifugos greiciui lastelés stumiamos j centrifugavimo mégintuvélio dugng ir toliau nuo PRF
matrikso kresulio, kuris formuojasi virSutiniams sluoksnyje [17]. Todél nustatyta, kad gravitacinés jégos
sumazinimas optimizuoja PRF [17]. Nepaisant to, kad PRF trimaté fibrino matrica nebutinai yra ideali
kelio regeneracijai, nustatyta, kad injekuojama PRP receptura yra auksinis standartas minimaliai
invazinéms proceduroms. Jdomu tai, kad nauja injekuojama skysta PRF receptura (i-PRF) buvo sukurta
dar labiau mazinant centrifugavimo greitj (gravitacinés jégos reikSmé 60 per 3 minutes), todél i-PRF
tinka injekcijoms. Tai labai skiriasi nuo gravitacinés jégos, naudojamos gaminant trombocity koncen-
tratus, kadangi anks¢iau gaminant PRP buvo naudojama 2000 vienety gravitaciné jéga. Sio naujo
trombocity koncentrato sudétyje néra jokiy antikoagulianty, jis iSlaiko skysc¢io klampumga mazdaug 15
minuciy ir po injekcijos suformuoja fibrino kresulj kelio sanaryje. Todél jis turi idealiy savybiy kremzlés
regeneracijai.

PRP ir i-PRF turi daug privalumy palyginus su gyvulinés kilmés produktais ir rekombinantiniais augimo
faktoriais, kadangi jie nesukelia imunologiniy reakcijy ir neturi kancerogeninio poveikio, be to, jy
naudojimo kastai gerokai mazesni. Be to i-PRF, palyginus su PRP, turi papildomy privalumy, kadangi
i-ORF gaminamas pagal vieng centrifugavimo protokolg ir jo sudétyje yra didesné leukocity koncen-
tracija. Sio tyrimo metu mes pirmga kartg tyréme i-PRF, kaip potencialaus trombocity koncentrato
kremzlés proliferacija regeneracinj potenciala.

Rezultatai parodé, kad i-PRF daro Zenkly teigiama poveikj kaulo ir kremzlés formavimuisi, tai parodé ir
histologiné analizé )6 ir 7 piesiniai). Sis tyrimas taip pat parvirtino neseniai paskelbtg Evans su ben-
draautoriais (2007) idéja kaip paspartinti endogeninj kremzlés atkirima naudojant molekulinius
stimulus, inicijuojancius reparacinius procesus in situ [38]. Nustatyta, kad viso storio didesnis nei 3 mm
kremzlés defektas negali uzgyti spontaniskai [39]. Sio darbo metu standartiniai 5 mm skersmens ir 5
mm gylio defektai buvo gydomi PRP, i-PRF ar negydomi. Jdomu tai, kad autologinis i-PRF inicijavo ir
stimuliavo greita ir visiska kremzlés atkarima daug greiciau nei PRP. Rezultatai parodé, kad i-PRF buvo
veiksmingesnis tiek praéjus 4, tiek 12 savaiciy po operacijos ir vaidino teigiama vaidmenj vykstant
kremzlés defekty reparacijos procesams. Tai gali bati siejama su padidinta trombocity, leukocity ir
augimo faktoriy koncentracija, kuri inicijuoja chondroblasty migracijg ir proliferacijg ir BMSC anksty-
vose kremzlés regeneracijos stadijose [10]. Verta atkreipti démesj, kad Sio tyrimo metu defektai buvo
sukurti jauno triusio gyvany modeliui. Zmoniy osteoartritas yra ilgalaiké létiné liga, kuria visame
pasaulyje serga milijonai Zzmoniy. Akivaizdu, kad Zmoniy patologiniai defektai regeneruoja sunkiau,
nei tie, kurie buvo sukurti Sio tyrimo metu, kai nebuvo sisteminio uzdegimo. Todél $io tyrimo metu
nustacius, kad i-PRF labai pagerina regeneracija , galima tikétis, jog atsiras galimybé gydyti sunkiai
gyjancia kremzle vyresnio amziaus zmonéms. Norint patvirtinti Sig hipoteze butini tolesni klinikiniai
tyrimai.

Ankstesnio Qi su bendraautoriais tyrimo (2009) duomenimis, atkurtos kremzlés kokybé defekto
krastuose buvo geresné, nei centrinéje defekto srityje (naujasis kremzlinis audinys formavosi nuo
natyvinés kremzlés krasty link defekto centro, ir pats defektas nebuvo visiskai uzdengiamas).
Autoriy nuomone, tai galéjo nulemti chodrocity migracijos nuo 3alia esancios natyvinés kremzlés
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potencialas [10]. Sis tyrimas patvirtino tokius duomenis. Neseniai tiriant jvairius Igsteliy kultary mod-
elius buvo nustatyta, kad i-PRF, palyginus su PRP, gerokai labiau skatino jvairiy lasteliy jtraukima j
procesa [20, 21, 40]. Todél galima buvo tikeétis, kad Sio tyrimo metu i-PRF dél savo gebéjimo pasitelkti
lasteles ir nukreipti jas audiniy defekto link nulems lygesne kremzlés regeneracija. Sis tyrimas taip pat
patvirtino musy hipoteze, kad ankstyva pokremzlinio kaulo regeneracija naudojant i-PRF daro
ankstesnj teigiamg poveikj atkurtiems kremzlés audiniams. Vienas i$ aspekty, kuriuos dar reikéty istirti,
yra leukocity inkorporavimas j trombocity koncentratus. Leukocity, esanciy trombocity koncentraty
sudétyje, poveikis buvo aptariamas ne tik kremzlés atkarimo srityje, bet ir kitose srityse, jskaitant
minkstyjy audiniy ir kauly regeneracija. Todél keletas mokslininky grupiy atliko eksperimentus sieki-
ant istirti tiesioginj leukocity, esanciy jvairiuose trombocity koncentratuose, vaidmenij. Kauly regener-
acijos srityje nepriklausomos mokslininky grupés atliko tris atskirus PRP su leukocitais ar be jy regener-
acinio potencialo tyrimus. Kiekvienas $iy tyrimy parodé, kad pridéjus leukocity PRP regeneracinis
potencialas padidédavo [41-43].

Kremzlés regeneracijos srityje duomeny apie tiesioginj leukocity vaidmenj vykstant trombocity
indukuotai regeneracijai yra nedaug. Kiek autoriams zinoma, dauguma tyrimy yra nejtikinami ar
neanalizavo tiesiogiai leukocity vaidmens naudodami isjungimo” ar,jjungimo” modelius. Taciau
musy grupé iSanalizavo serijg leukocity priedo poveikio Igsteliy elgesiui ir augimo faktoriy atpalaidavi-
mui tyrimy in vitro. Siy tyrimy metu nustatyta, kad didesnis leukocity skaicius skatino atpalaiduoti
daugiau augimo faktoriy ir skatino audiniy gijima [22, 44]. Atsizvelgdama j dvi metodikas, naudotas
Siame tyrime (PRP ir i-PRF), musy grupé nesniai atliko 3 in vitro tyrimus, tiesiogiai lygindama skysta
injekuojama PRF (didelé leukocity koncentracija) su PRP (maza leukocity koncentracija) [20, 21, 40].
Kiekviename i3 Siy tyrimy i-PRF rezultatai buvo geresni, ir buvo iSkelta hipotezé, kad leukocity inkorpo-
ravimas vaidino svarbiausig vaidmenj, kadangi augimo faktoriy koncentracija i-PRF ir PRP buvo labai
panasi. Todéel manoma, kad geresnis zaizdy gijimas, kurj nulemia i-PRF, susijes su A) antikoagulianty
pasalinimu ir (arba) B) leukocity inkorporavimu [20, 21, 40]. Vis délto siekiant patvirtinti leukocity
nauda vykstant kremzlés atkarimui batina atlikti daugiau tyrimy.

ISVADOS.

Sios tyrimo rezultatai pirma kartg parodé, kad naudojant mazo greicio centrifugavimo bidu paga-
mintg i-PRF, kremzlés regeneracija ankstyvose atkirimo stadijose vyksta sparciau. Nors buvo nustatyta,
kad PRP pagerino kaulo ir kremzlés atkGrimo procesg per 12 savaiciy, rezultatai naudojant i-PRF buvo
akivaizdziai geresni praéjus po operacijos vos 4 savaitéms. Apibendrinant galima teigti, kad autologi-
nis i-PRF ankstyvoje kremzlés regeneracijos stadijoje pagerino subchondrinés kaulinés plokstelés
formavimasi praéjus po operacijos vos 4 savaitéms. Batina atlikti tolesnius gyviny tyrimus ir Zmoniy
klinikinius tyrimus siekiant istirti i-PRF potencialg atkuriant kremzle.
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