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PAGRINDINĖS SANTRUMPOS 
 

KPKT  – konusinio pluošto kompiuterinė tomografija 
OPG  – ortopantomograma 
µKT  – mikrokompiuterinė tomografija 
L-PRF  – leukocitų ir trombocitų gausus fibrinas 
PRP  – trombocitų gausi plazma 
µHA  – mikrohidroksiapatitas 
nHA  – nanohidroksiapatitas 
Celiuliozė-µHA – celiuliozės ir mikrohidroksiapatito kompozitas 
Celiuliozė-nHA – celiuliozės ir nanohidroksiapatito kompozitas 
RAŽTKD  – retinuoti apatinio žandikaulio tretieji krūminiai dantys;  
    retinuotas apatinio žandikaulio trečiasis krūminis dantis 
RKR  – reguliuojamoji kaulo regeneracija 
SEM  – skenuojantis elektroninis mikroskopas 
MTT  – geltonojo tetrazolio druskų (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il-)- 
    2,5-difeniltetrazolio bromido) redukcijos metodas 
ALP  – šarminė fosfatazė 
AT-PGR – atvirkštinės transkripcijos polimerazės grandininė reakcija 
Col I  – I tipo kolagenas 
BMP  – kaulo morfogenetinis baltymas 
Runx-2  – slopinantis transkripcijos faktorius 2 
RNR  – ribonukleino rūgštis 
DNR  – deoksiribonukleino rūgštis 
VOI  – tiriamasis tūris 
BV  – kaulo tūris 
TV  – bendrasis tūris 
BV/TV  – kaulo tūrinė frakcija 
HU  – Hounsfieldo vienetai 
HI  – minkštųjų audinių gijimo indeksas 
VAS  – vizualinė analoginė skausmo skalė 
SN  – standartinis nuokrypis 
V  – vidurkis 
p  – reikšmingumo lygmuo 
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ĮVADAS 
 

Viena aktualiausių šių dienų problemų odontologijoje bei veido ir žan-
dikaulių chirurgijoje yra žandikaulių kaulinio audinio atrofija arba kaulo 
defektų susidarymas dėl dantų ligų ar onkologinių operacijų, traumų bei kitų 
etiologinių faktorių. Trūkstant kaulo, neįmanoma atkurti kramtymo funk-
cijos dantų implantais, pasikeičia paciento kalba, veido išvaizda. Literatūros 
duomenimis, papildomos kaulo rekonstrukcinės procedūros būtinos daugiau 
nei 50 proc. visų atliekamų dantų implantacijos operacijų, o implantuojant 
priekiniame viršutinio žandikaulio segmente papildomai regeneruoti kaulą 
prireikia iki 77 proc. atvejų [1, 2].  

Žandikaulių kaulinių defektų rekonstrukcijos operacijose šiuo metu 
dažniausiai naudojama reguliuojamosios kaulo regeneracijos metodika, 
kurios esmę sudaro kaulo plastinės medžiagos įterpimas į defekto sritį ir jos 
uždengimas kolagenine ar kito tipo lėtai rezorbuojama membrana [3]. Kaulo 
defektų rekonstrukcijos operacijose naudojamos įvairios medžiagos: autoge-
niniai, ksenogeniniai, alogeniniai ir sintetiniai transplantantai. Kad kaulo 
defekto regeneracija vyktų sėkmingai, įsodinto transplantanto srityje taip pat 
būtina gera kraujotaka, osteoprogenitorinės ląstelės ir augimo faktoriai [4]. 

Autogeniniai kaulo transplantantai yra paimami iš paties paciento dono-
rinės srities, dažniausiai apatinio žandikaulio šakos, smakro, klubakaulio, 
šeivikaulio ar blauzdikaulio. Autogeniniai transplantantai turi artimą dono-
rinei sričiai mikrostruktūrą, osteoprogenitorinių ląstelių ir augimo faktorių. 
Nepaisant to, šių transplantantų naudojimą riboja sukuriama papildoma 
operacinė žaizda donorinėje srityje, didesnis paciento patiriamas poope-
racinis diskomfortas, ilgesnis gijimo laikotarpis, ribotas osteoprogenitorinių 
ląstelių gyvybingumas, santykinai nedidelis galimo paimti transplantanto 
dydis, ribotas transplantanto ilgalaikis stabilumas ir santykinai didelė re-
zorbcija [5]. 

Ksenogeniniai kaulo transplantantai yra gyvūninės kilmės. Jie gali būti 
išgaunami iš perdirbto galvijų, kiaulių, arklių kaulinio audinio ar koralų ske-
leto. Ksenogeniniai tansplantantai gali būti liofilizuoti, demineralizuoti ir 
deproteinizuoti, siekiant išvengti autoimuninių reakcijų, zoonotinių ligų ir 
prionų infekcijų transmisijos [6]. Ksenogeniniai kaulo transplantantai at-
lieka osteokondukcinę funkciją, tačiau yra inertiški, jų klinikinį efektyvumą 
riboja lėtas transplantanto persimodeliavimas, ir santykinai maža naujo 
kaulo sintezė in situ [7, 8]. 

Alogeniniai kaulo transplantantai yra imami iš gyvų žmogaus donorų 
klubo sąnario endoprotezavimo operacijų metu arba mirusių donorų kaulų. 
Šie transplantantai taip pat liofilizuojami, deproteinizuojami ir (arba) demi-
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neralizuojami, siekiant pagerinti biosuderinamumą su recipiento organizmu. 
Alogeninių transplantantų matricos mikrostruktūra yra artima recipiento 
kauliniam audiniui, tačiau jų naudojimą riboja lėta revaskuliarizacija, žymi 
rezorbcija ir ribotas ilgalaikis transplantanto stabilumas bei žmogaus infek-
cinių ligų transmisijos rizika [9]. 

Pastaruoju metu ypač padidėjo susidomėjimas sintetiniais kaulo trans-
plantantais, gaminamais iš įvairių medžiagų ar jų derinių: beta trikalcio fos-
fato, hidroksiapatito, polikaprolaktono, chitosano, kolageno, celiuliozės. 
Sintetiniai kaulo transplantantai turi tam tikrų privalumų: santykinai neri-
botas transplantanto dydis ir prieinamumas, biosuderinamumas, minimali 
infekcijų transmisijos rizika [10]. Tačiau dauguma dabartinėje klinikinėje 
praktikoje galimų naudoti sintetinių (kaip ir alogeninių bei ksenogeninių) 
kaulo transplantantų yra inertiški. Tai riboja jų klinikinį efektyvumą. Jung-
tinėse Amerikos Valstijose (JAV) ir kai kuriose kitose pasaulio šalyse kaulo 
transplantanto inertiškumo problemai spręsti buvo pasiūlyta naudoti augimo 
faktorius – rekombinantinius žmogaus trombocitų augimo faktorius 
(rhPDGF) ir rekombinantinius kaulo morfogenetinius baltymus (rhBMP) 
[11, 77], tačiau jų naudojimas Europos Sąjungos šalyse nėra aprobuotas, 
taip pat aprašoma nemažai šalutinio poveikio atvejų [12, 13]. 

Kaip alternatyva sintetiniams augimo faktoriams kartu su kaulo 
transplantantais gali būti naudojamas leukocitų ir trombocitų gausus fibrinas 
(L-PRF). L-PRF yra natūralus autogeninis kraujo koncentratas, išgaunamas 
centrifuguojant paciento veninį kraują. L-PRF turi žaizdų gijimui ir kaulo 
regeneracijai svarbių augimo faktorių: trombocitų augimo faktorių (PDGF), 
kraujagyslių endotelio augimo faktorių (VEGF), transformuojančių augimo 
faktorių beta (TGF-β), fibroblastų augimo faktorių (FGF) [14, 15]. Nusta-
tyta, kad L-PRF stimuliuoja žmogaus kaulų mezenchiminių kamieninių 
ląstelių diferenciaciją į osteoblastus [18], bei osteoblastų proliferaciją [16, 
17] in vitro. L-PRF klinikinėje praktikoje galima naudoti kaip ir bet kurią 
kitą autogeninės kilmės medžiagą. L-PRF taip pat galima derinti su kitomis 
kaulo regeneracijai naudojamomis medžiagomis jų efektyvumui gerinti. 
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1. DARBO TIKSLAS IR UŽDAVINIAI 
 
Darbo tikslas – sukurti naują celiuliozės-hidroksiapatito matricą, tin-

kamą kaulo defektų regeneracijai, ištirti jos efektyvumą in vitro ir in vivo 
modeliuose bei nustatyti L-PRF įtaką naujai sukurtos celiuliozės-hidrok-
siapatito matricos bioaktyvumui in vivo eksperimentuose ir poveikį minkš-
tųjų audinių gijimui bei pacientų pooperaciniam diskomfortui, atliekant 
klinikinį tyrimą. 

 
Darbo uždaviniai: 
1. Susintetinti porėtas celiuliozės kompozitines matricas su mikrohidrok-

siapatito (µHA) ir nanohidroksiapatito (nHA) užpildais kaulo defektų re-
generacijai, atitinkančias pagrindinius kaulinio audinio transplantantams 
keliamus struktūrinius, fizikocheminius ir biologinius reikalavimus. 

2. Nustatyti celiuliozės-µHA ir celiuliozės-nHA matricų mikroporėtumą, 
cheminę sudėtį, kristališkumą, citotoksiškumą, įtaką osteoblastinių ląstelių 
kultūrų adhezijai, funkciniam ir metaboliniam aktyvumui in vitro. 

3. Mikrokompiuterinės tomografijos (µKT) ir histologiniais tyrimais nu-
statyti celiuliozės µHA ir nHA matricų biosuderinamumą, bioskaidumą, 
naujo kaulo formavimąsi, ląstelių kompoziciją matricoje in vivo Naujosios 
Zelandijos triušių kaukolės skliauto defektų modelyje. 

4. µKT ir histologiniais tyrimais nustatyti naujo kaulo formavimąsi, 
ląstelių kompoziciją, matricos bioskaidumą L-PRF rehidruotose ir L-PRF 
membranomis padengtose celiuliozės µHA ir nHA matricose in vivo Nau-
josios Zelandijos triušių kaukolės skliauto defektų modelyje. 

5. Palyginti tarpusavyje ir su kontroliniu komerciniu alogeniniu kaulo 
transplantantu L-PRF rehidruotų, L-PRF membranomis padengtų celiuliozės 
µHA ir nHA matricų ir paprastų celiuliozės µHA ir nHA matricų efekty-
vumą regeneruojant kaulo defektus in vivo Naujosios Zelandijos triušių kau-
kolės skliauto defektų modelyje. 

6. Sukurti ir validuoti žmogaus RAŽTKD šalinimo sudėtingumo klasifi-
kaciją. 

7. Įvertinti L-PRF įtaką minkštųjų audinių gijimui, alveolito pasireiš-
kimui ir pooperaciniam pacientų diskomfortui žmogaus RAŽTKD šalinimo 
defektų modelyje, standartizuojant tyrimo grupes pagal RAŽTKD šalinimo 
sudėtingumo klasifikaciją. 
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2. MOKSLINIO DARBO NAUJUMAS IR PRAKTINĖ 
REIKŠMĖ 

 
Žandikaulių kaulinių defektų sėkminga regeneracija yra vienas didžiausių 

iššūkių šiuolaikinėje odontologijoje bei veido ir žandikaulių chirurgijoje. 
Kasdienėje praktikoje naudojamos medžiagos – ksenogeniniai, alogeniniai, 
sintetiniai kaulo transplantantai yra inertiški, o autogeninio kaulo prieina-
mumas yra ribotas. Tai apsunkina žandikaulių kaulinių defektų regenera-
cijos galimybes, todėl mokslininkai siekia sukurti bioaktyvius kaulo trans-
plantantus, kurie efektyviau galėtų regeneruoti kaulinius defektus. Šiame 
moksliniame darbe pasiūlyti nauji bioaktyvūs celiuliozės su hidroksiapatitu 
ir L-PRF kaulo transplantantai.  

Sukurta osteokondukcinė celiuliozės matrica su µHA ir nHA užpildais 
turi trimatę porėtą struktūrą, palankią kraujagyslių įaugimui. Atliktais 
tyrimais patvirtintas šios matricos biosuderinamumas, bioskaidumas ir naujo 
kaulo formavimasis matricoje.  

Celiuliozės matricų bioaktyvumui pagerinti pasirinktas L-PRF. Daugelis 
kaulinio audinio regeneracijai mokslinėje literatūroje aprašomų bioaktyvių 
medžiagų, tokių kaip rekombinantiniai kaulo morfogenetiniai baltymai, yra 
sintetinės kilmės, vis dar nepakanka turimų duomenų pagrįsti ir licencijuoti 
jų saugų naudojimą kasdienėje klinikinėje praktikoje. Todėl šiame darbe 
pasiūlyta celiuliozės ir komercinių kaulo transplantantų bioaktyvinimui nau-
doti laisvai kasdienėje chirurginėje praktikoje prieinamą autogeninį kraujo 
koncentratą – L-PRF, kuriame gausu kaulinių defektų regeneracijai svarbių 
autogeninių augimo faktorių, citokinų ir plazmos glikoproteinų. Atliktame 
moksliniame darbe L-PRF įtaka kaulinio audinio regeneracijai skatinti pa-
tvirtinta in vivo tyrimais, o efektyvumas minkštųjų audinių gijimui pagerinti, 
alveolito pasireiškimui ir pooperaciniam pacientų diskomfortui sumažinti – 
klinikiniu atsitiktinių imčių tyrimu RAŽTKD modelyje, kurio standarti-
zavimui taip pat panaudota autorių pasiūlyta ir validuota RAŽTKD šalinimo 
sudėtingumo klasifikacija. 

Šio mokslinio darbo rezultatai sudaro galimybės toliau tęsti sukurtų 
celiuliozės matricų su µHA ir nHA užpildais mokslinius tyrimus, siekiant jų 
aprobavimo klinikiniam naudojimui. Gydytojams praktikams šio darbo re-
zultatai padės kompleksiškai vertinti L-PRF panaudojimo galimybes kaulo 
ir minkštųjų audinių defektų regeneracijai pagerinti. 
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3. LITERATŪROS APŽVALGA 
 

3.1. Kaulo defektų regeneracinės technikos 
 
Kaulo defektų regeneracijai naudojamos įvairios technikos: reguliuoja-

moji kaulo regeneracija (RKR), suprapoziciniai ir intrapoziciniai kaulo 
blokų transplantantai, alveolinės ataugos skėlimas ir plėtimas, distrakcinė 
osteogenezė, ar šių metodų kombinacijos [1, 191]. RKR yra vienas daž-
niausiai šiuolaikinėje klinikinėje praktikoje taikomų žandikaulių kaulinių 
defektų regeneracijos metodų [3, 26, 27]. RKR esmę sudaro kaulinį audinį 
regeneruojančių mezenchiminių kamieninių ir osteogeninių ląstelių – 
osteoblastų migracija į kaulinį defektą ir (arba) kaulo transplantantą iš gre-
timo kaulinio audinio, kaulų čiulpų, antkaulio bei kaulinio audinio atsi-
kūrimui trukdančių ląstelių – epiteliocitų ir fibroblastų eliminavimas iš 
regeneruojamo kaulinio defekto barjerinėmis membranomis [3, 26–28]. 
Epiteliocitai ir fibroblastai pasižymi iki 10 kartų greitesne migracija į 
kaulinį defektą nei osteogeninės ląstelės [29], todėl barjerų pagrindinė 
funkcija yra atskirti epitelines ir jungiamojo audinio ląsteles nuo kaulinio 
defekto ir sudaryti sąlygas jame vykti lėtesniam osteogenezės procesui. 
Kaulo defektų regeneracijai taip pat būtina osteoplastinė medžiaga, kuri 
išlaikytų defekto tūrį ir tarnautų kaip karkasas naujo kaulinio audinio 
susidarymui, bei augimo faktoriai, kurie regeneruojamoje srityje skatintų 
vaskuliarizaciją ir osteogenezę. Šio darbo autorius 2016 m. dalyvavo 
Baltijos osteointegracijos akademijos ir Lietuvos sveikatos mokslų univer-
siteto tarptautinio konsensuso mokslininkų grupėje ir su bendraautoriais 
apžvelgė svarbiausius faktorius, turinčius įtakos kaulinių defektų regene-
racijai, bei pasiūlė ir publikavo periimplantito chirurginio regeneracinio 
gydymo praktines rekomendacijas [222, 223]. 

Osteogenezės proceso pradžioje į kaulinį defektą implantuotas kaulo 
transplantantas užsipildo krauju, susiformuoja stabilizuotas kraujo krešulys, 
kuris atpalaiduoja augimo faktorius (trombocitų augimo faktorių) ir cito-
kinus (interleukiną – 8), pritraukiančius į defekto sritį neutrofilus ir makro-
fagus. Kraujo krešulys ir kaulo transplantantas yra palaipsniui rezorbuojami 
ir užpildomi granuliaciniu audiniu, kuriame gausu kraujagyslių. Per naujai 
susiformavusias kraujagysles į regeneruojamą kaulinį defektą patenka audi-
nių regeneracijai reikalingi substratai, migruoja mezenchiminės kamieninės 
ląstelės, galinčios formuoti naujus osteoidus. Mineralizuodami osteoidai for-
muoja akytąjį kaulą, kuris vėliau tarnauja kaip karkasas tankiojo kaulo apo-
zicijai [30, 31]. Priklausomai nuo defekto dydžio ir kaulinio transplantanto 
rezorbcijos greičio, osteogenezės procesas trunka nuo 3 iki 9 mėnesių [32–
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34]. Lėta osteogenezės eiga yra vienas pagrindinių RKR trūkumų [27]. 
Sudėtinga užtikrinti, kad kaulinį defektą dengianti membrana per visą 
gijimo laikotarpį tolygiai išlaikytų regeneruojamos srities tūrinį stabilumą, 
ribotų jungiamojo ir epitelinio audinių migraciją į defektą ir atlaikytų 
aplinkinių minkštųjų audinių spaudimą, tai lemia ribotą RKR efektyvumą, 
ypač regeneruojant vienasienius ir vertikalius kaulo defektus [35, 36]. RKR 
efektyvumui didinti literatūroje siūloma naudoti kaulo bioinžinerijos me-
todais kuriamus bioaktyvius kaulo transplantantus [9, 36, 37, 39–41]. 

 
3.2. Kaulinio audinio bioinžinerijos modelis 

 
Kaulinio audinio bioinžinerija – tai metodika, skirta biomimetinio kaulo 

transplantanto sukūrimui, kurio matricoje sąveikaujančios kaulinį audinį 
formuojančios ląstelės ir augimo faktoriai galėtų sintezuoti kaulinį audinį de 
novo [38]. Išskiriami keturi pagrindiniai kaulinio audinio regeneracijai rei-
kalingi komponentai [39, 40]: 

1. Biosuderinama transplantanto matrica, kuo artimiau atkartojanti na-
tūralaus kaulo ekstraląstelinę matricą. 

2. Osteogeninės ląstelės, galinčios proliferuoti ir diferencijuoti į kaulinio 
audinio ląsteles transplantanto matricoje. 

3. Augimo faktoriai, sąlygojantys morfogenetinius signalus ląstelių os-
teogeninei diferenciacijai. 

4. Vaskuliarizacija, užtikrinanti regeneruojamo kaulinio audinio mitybą 
ir metabolitų apykaitą. 

Sėkmingai kaulinio audinio regeneracijai būtina visų kaulo bioinžinerijos 
modelio komponentų sinergija, sudaranti tinkamas biochemines ir fiziko-
chemines sąlygas osteogeninių ląstelių diferenciacijai, naujo kaulo forma-
vimuisi ir integracijai kauliniame defekte [9, 41]. 

 
3.3. Kaulo transplantantų biologinis funkcionalumas 

 
Pagal atliekamą biologinę funkciją kaulo transplantantai klasifikuojami į 

[43, 44]: 
1. Osteogeninius. 
2. Osteokondukcinius. 
3. Osteoindukcinius. 
Osteogeniniai kaulo transplantantai turi gyvybingų osteogeninių ląstelių, 

regeneruojamame kaulo defekte galinčių formuoti naują kaulinį audinį. 
Kaulinio transplantanto remodeliacijai ir naujo kaulo sintezei transplantante 
turi būti pakankamas kiekis osteogeninių ląstelių, kadangi didelė jų dalis 
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žūsta po kaulo transplantanto implantacijos į recipientinę ložę [45]. Nors 
osteogeninės ląstelės yra būtinos kaulinio audinio regeneracijai, išlikti ir 
funkcionuoti jos gali tik tinkamomis osteokondukcinėmis savybėmis pasi-
žyminčiame kaulo transplantante [46]. 

Osteokondukcija – tai kaulo transplantantų savybė tarnauti kaip matrica, 
sudaranti tinkamas sąlygas endogeninių mezenchiminių ląstelių, osteoblastų 
ir osteoklastų migracijai, adhezijai, proliferacijai ir diferenciacijai. Osteo-
kondukciniai kaulo transplantantai turi būti biosuderinami, mechaniškai 
tvirti, lėtai rezorbuojami ir turintys mikroporėtą, vaskuliarizacijai palankią 
mikrostruktūrą [47, 48]. Dauguma šiuo metu klinikinėje praktikoje naudo-
jamų žmogaus, gyvūninės ar sintetinės kilmės kaulo transplantantų pasižymi 
tam tikro laipsnio osteokonduktyviškumu [49]. 

Osteoindukciniai kaulo transplantantai turi savybę skatinti ir indukuoti 
naujo kaulinio audinio formavimąsi siunčiant biocheminius signalus, kurie 
skatina mezenchiminių kamieninių ląstelių diferenciaciją į osteoblastus. 
Biocheminių signalų kaskada yra medijuojama augimo faktorių, kurie ak-
tyvuoja tam tikrus ekstraląstelinius ir intraląstelinius receptorius. Osteoin-
dukciniai kaulo transplantantai gali inicijuoti naujo kaulinio audinio forma-
vimąsi de novo tiek ektopinėse, tiek ortotopinėse srityse [44]. Ši osteoin-
dukcinių transplantantų savybė skiria juos nuo osteopromocinių medžiagų, 
kurios skatina kaulinio audinio regeneraciją, tačiau savarankiškai negali 
inicijuoti naujo kaulinio audinio formavimosi de novo [50]. 

 
3.4. Reikalavimai kaulo transplantantų matricai 

 
Kaulo transplantantų matrica tarnauja kaip tridimensinis karkasas ląstelių 

migracijai, proliferacijai ir diferenciacijai. Kaulo transplantantai atlieka tiek 
ekstraląstelinės matricos, tiek mechaninę funkciją, išlaikydami regeneruoja-
mo defekto tūrinį vientisumą.  

Kaulo transplantantų matricos savybėms keliami šie reikalavimai [47, 48, 
138]: 

1. Tridimensinė ir gausiai porėta struktūra, kuri yra palanki kaulo ir krau-
jagyslių endotelio progenitorinių ląstelių migracijai, adhezijai, proangio-
geninių augimo faktorių transportui ir kraujagyslių formavimuisi. Kaulo 
transplantanto matricos poros turėtų jungtis tarpusavyje, tai yra svarbu 
osteogeninėms ląstelėms reikalingų substratų transportui ir metabolitų apy-
kaitai. Dauguma autorių rekomenduoja transplantanto matricos 200–600 µm 
porų diametrą [148–50]. Mažesnis porų dydis lemtų prastesnę transplantanto 
vaskuliarizaciją, didesnis – sumažintų akytųjų struktūrų paviršiaus plotą, tai 
lemtų mažesnę ląstelių adheziją bei prastesnes matricos mechanines savybes 
[151].  
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2. Matricos paviršiaus savybės turėtų būti palankios osteogeninių ląstelių 
adhezijai, migracijai, proliferacijai, diferenciacijai ir kaulinio audinio sin-
tezei. 

3. Biosuderinamumas, nesukeliantis citotoksiškumo, ryškios uždegiminės 
ir organizmo imuninių reakcijų. 

4. Bioskaidumas – transplantanto matrica turėtų būti iš lėto rezorbuojama 
organizme, suteikiant pakankamai laiko kaulinio audinio sintezei ir regene-
racijai. 

5. Mechaninės matricos savybės turėtų būti artimos natūralaus recipien-
tinės ložės kaulinio audinio mechaninėms savybėms ir pakankamai tvirtos 
regeneruojamo defekto tūrio išlaikymui. 

6. Matrica turėtų būti lengvai apdirbama ir pritaikoma prie įvairių dydžių 
ir formų kaulo defektų. 

 
3.5. Kaulo transplantantų tipai 

 
Kaulo transplantantai pagal kilmę klasifikuojami į [47, 50–52]: 
1. Natūralios kilmės kaulo transplantantai 
Šiai grupei priskiriami tiek autogeninės kilmės transplantantai, paimti iš 

to paties organizmo donorinių sričių, tiek alogeniniai transplantantai, tokie 
kaip mineralizuota ir demineralizuota kaulo matrica ar šaldytas alogeninis 
kaulas, kurie imami iš gyvų ar mirusių tos pačios rūšies donorų kaulų (pa-
vyzdžiui, klubo sąnario endoprotezavimo operacijų metu) [53]. Natūralios 
kilmės kaulo transplantantams taip pat priskiriami ksenogeninės (jaučių, 
arklių, kiaulių donoriniai kaulai) [54] ir fitogeninės (jūrinių dumblių, koralų) 
[55, 56] kilmės kaulo transplantantai. 

 
2. Sintetiniai / aloplastiniai kaulo transplantantai 
Šiai grupei priskiriamas bioaktyvus stiklas [57], trikalcio fosfatas [58], 

hidroksiapatitas [59], kalcio sulfatas [60]. Sintetiniams kaulo transplan-
tantams taip pat priskiriami kai kurie metalai (titanas) [61], ir polimerinės 
medžiagos (polikaprolaktono, poliglikolio rūgšties, polilakto rūgšties, poli-
laktido-ko-glikolido junginiai, krakmolas, chitosanas, chitinas, kolagenas, 
želatina, celiuliozė) [62–68].  

 
3. Kompozitiniai kaulo transplantantai 
Kompozitiniams kaulo transplantantams priskiriami skirtingų medžiagų, 

pavyzdžiui, keramikos ir polimerų, junginiai [69–71]. Skirtingų medžiagų 
kombinacijos leidžia pagerinti struktūrines ir biochemines transplantantų 
savybes, įskaitant mechaninį atsparumą ir bioskaidumą [48, 72]. 
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4. Kaulo transplantantai su augimo faktoriais 
Kaulo transplantantų biologinio aktyvumo padidinimui, jie gali būti 

derinami su įvairiais natūraliais augimo faktorių koncentratais (trombocitų 
gausia plazma (PRP), augimo faktorių gausia plazma (PRGF), leukocitų ir 
trombocitų gausiu fibrinu (L-PRF)) [14–18, 79] ar rekombinantiniais au-
gimo faktoriais (kaulo morfogenetiniais baltymais (BMP), trombocitų augi-
mo faktoriumi (PDGF), transformuojančiu augimo faktoriumi beta (TGF-β), 
kraujagyslių endotelio augimo faktoriumi (VEGF), fibroblastų augimo fak-
toriumi (FGF), insulino augimo faktoriumi – 1 (IGF-1)) [73–75]. Augimo 
faktoriai gali veikti skirtingus regeneruojamos srities gijimo kaskados ele-
mentus, pagerindami vaskuliarizaciją, osteogeninių ląstelių migraciją, ad-
heziją, proliferaciją, diferenciaciją, chemotaksį [73, 75], kas turi įtakos gau-
namiems geresniems klinikiniams kaulo defektų regeneracijos rezultatams 
[11, 76, 77]. Tačiau rekombinantinių augimo faktorių naudojimas kaulo 
regeneracijai išlieka kontroversiškas dėl jų dozavimo, saugumo, pasireiš-
kiančių komplikacijų ir aprobavimo klinikiniam naudojimui problemų [12, 
13, 76, 78]. 

 
5. Ląsteliniai kaulo transplantantai 
Kaulinio audinio bioinžinerijai naudojamos kaulų čiulpų, riebalinio au-

dinio kamieninės ląstelės, antkaulio kamieninės ląstelės, kaulo ir antkaulio 
osteoblastai, embrioninės kamieninės ląstelės [80–84]. Parinkus tinkamas 
signalines molekules ir matricą – pernešėją, kurioje šios ląstelės galėtų 
proliferuoti ir diferencijuoti, galima kaulo sintezė de novo [85]. Ląsteliniai 
kaulo transplantantai literatūroje aprašomi tiek kaip duodantys gerus [86–
88], tiek ir riboto efektyvumo [80, 89–91] klinikinius rezultatus žandikaulių 
kaulinių defektų regeneracijoje. Ląsteliniai transplantantai daugiausia vis 
dar tyrinėjami eksperimentinėse studijose, siekiant ištobulinti jų paruošimo 
metodologiją, išvengti genomo mutacijų, išlaikyti ląstelių fenotipą in vitro ir 
gyvybingumą in situ, išvengti autoimuninių reakcijų, užtikrinti ląstelinio 
transplantanto saugumą ir priartinti prie realaus klinikinio panaudojimo [92, 
93]. 

Apibendrinti kaulo transplantantų tipai ir jų biologinis funkcionalumas 
pateikiami 3.5.1 lentelėje [324].  
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3.5.1 lentelė. Kaulo transplantantų tipai 
Transplantantai Aprašymas Biologinis funkcionalumas 

Autogeniniai Naudojamas vienas arba su kitais 
kaulo transplantantais 

Osteogeniškumas 
Osteoindukcija 
Osteokondukcija 

Alogeniniai Naudojamas vienas arba su kitais 
kaulo transplantantais ir (arba) 
augimo faktoriais 

Osteokondukcija 
Silpna osteoindukcija 

Ksenogeniniai Naudojamas vienas arba su kitais 
kaulo transplantantais ir (arba) 
augimo faktoriais 

Osteokondukcija 

Sintetiniai neorganiniai Naudojamos neorganinės 
medžiagos: kalcio fosfatas, kalcio 
sulfatas, bioaktyvus stiklas, 
hidroksiapatitas, titanas 

Osteokondukcija 

Sintetiniai organiniai Naudojamos organinės polimerinės 
medžiagos: polikaprolaktonas, 
poliglikolidas, polilaktidas, 
polilaktido-ko-glikolidas, 
krakmolas, chitosanas, chitinas, 
kolagenas, želatina, celiuliozė 

Osteokondukcija 

Kompozitiniai Sintetinių transplantantų junginiai Osteokondukcija 
Transplantantai su 
augimo faktoriais 

Natūralūs ir rekombinantiniai 
augimo faktoriai, naudojami su 
transportine matrica 

Osteoindukcija 
Osteokondukcija, jei 
naudojami su 
osteokondukcine matrica 

Ląsteliniai Osteogeninės ląstelės, naudojamos 
su transportine matrica 

Osteogeniškumas 
Osteokondukcija, jei 
naudojami su 
osteokondukcine matrica 

Pagal Samit K. Nandi ir kt. 2010 m. [324]. 
 

 
3.6. Sintetiniai ir kompozitiniai hidroksiapatito ir celiuliozės kaulo 

transplantantai 
 
Sintetiniai kaulo transplantantai gali būti gaminami tiek iš įvairių neor-

ganinių (beta trikalcio fosfato, hidroksiapatito, bioaktyvaus stiklo, kalcio 
silikato), tiek iš organinių (polikaprolaktono, poliglikolio rūgšties, polilakto 
rūgšties, polilaktido-ko-glikolido) medžiagų ar jų derinių [19, 20].  

Viena dažniausiai kaulo transplantantų inžinerijoje naudojamų sintetinių 
neorganinės kilmės medžiagų yra hidroksiapatitas. Hidroksiapatitas pasižy-
mi dideliu mechaniniu standumu (Jungo moduliu), mažu elastiškumu ir 
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kieta, tačiau biria struktūra [23, 32, 59, 79, 100, 139]. Sintetinis hidrok-
siapatitas Ca10(PO4)6(OH)2 – HA, savo chemine ir kristaline struktūra (kal-
cio – fosforo santykis 1,67) yra panašus į natūralaus kaulo hidroksiapatitą. 
Tai sudaro sąlygas lėtai sintetinio hidroksiapatito rezorbcijai ir nerezor-
buotos dalies integracijai į kaulinį audinį kaulo remodeliacijos proceso metu 
[139]. Literatūros duomenimis, hidroksiapatito įtaka osteogenezei priklauso 
nuo jo dalelių dydžio – nustatytas nHA dalelių didesnis funkcinis akty-
vumas osteoblastų ir mezenchiminių kamieninių ląstelių adhezijai, proli-
feracijai ir diferenciacijai, palyginti su µHA dalelėmis [146, 147]. Nepaisant 
gero biosuderinamumo, hidroksiapatito transplantantų panaudojimą kaulo 
regeneracijai apsunkina jų trapumas, sudėtingas apdirbimas ir pritaikymas 
prie esamos defekto konfigūracijos, prastesnės sintetinį hidroksiapatitą 
inkorporavusio kaulinio audinio mechaninės savybės [140]. 

Literatūros duomenimis, sintetinių kaulo transplantantų sintezei naudo-
jami natūralūs polimerai (krakmolas, chitosanas, chitinas, kolagenas, žela-
tina) gali pagerinti transplantanto biosuderinamumą, hidrofiliškumą, tačiau 
žmogaus organizmo fermentai padidina šių polimerų bioskaidumą in situ, 
kas sumažina transplantanto dimensinį stabilumą [21–23]. Pastaruoju as-
pektu ypač įdomus natūralus polimeras – celiuliozė. Žmogaus organizmas 
neturi celiuliozę skaldančių fermentų – celiulazių, kurios atakuoja β-1,4-
gliukozidines jungtis [24], todėl celiuliozės bioskaidumo procesas yra lėtes-
nis, daugiausia vykstantis dėl mechaninės erozijos ir rūgštinės hidrolizės 
procesų [25]. Todėl, priešingai nei kitų gamtinių polimerų – baltymų ar kitų 
polisacharidų atveju, celiuliozės pagrindu sukurti kaulo transplantantai 
žmogaus organizme gali išlaikyti savo formą, kol vyksta kaulo regeneracijos 
procesas. Celiuliozė pasižymi biosuderinamumu, hidrofiliškumu, karkasų 
porėtumu, atsparumu tempimui ir lengvu apdirbimu [68, 141]. Iš kitos 
pusės, celiuliozės polimerai neturi struktūrinių panašumų į kaulinio audinio 
organį matriksą, tai turi įtakos silpnesnei ląstelių adhezijai ir proliferacijai 
bei silpnesnėms osteokondukcinėms ir mechaninėms celiuliozės savybėms 
[142, 143]. Siekiant priartinti celiuliozės karkasų struktūrinį panašumą 
kaulinio audinio struktūrai, pagerinti osteokondukcines savybes ir 
integraciją kaule, galimas celiuliozės ir hidroksiapatito karkasų jungimas ir 
jų kompozitų bioinžinerinė sintezė [144, 145]. Šio darbo autorius kartu su 
bendraautoriais yra pasiūlęs, aprašęs ir straipsniuose publikavęs keletą 
kompozitinių celiuliozės karkasų modifikacijų [219, 220]. 
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3.7. Kaulo transplantantų bioaktyvavimas ląstelėmis 
 
Sėkmingai kaulinio audinio regeneracijai kartu su osteokondukcine mat-

rica būtini augimo faktoriai ir mezenchiminės kamieninės arba osteopro-
genitorinės ląstelės. Mezenchiminės kamieninės ląstelės yra polipotentinės 
ląstelės, randamos kaulo čiulpuose, riebaliniame ir kituose audiniuose. XX 
a. pabaigoje atliktuose prof. Arnoldo Kaplano grupės [94, 95] darbuose 
buvo nustatyta, kad žiurkių kaulų čiulpų mezenchiminės kamieninės ląstelės 
gali būti kultivuojamos ir multiplikuojamos in vitro, o osteogeninėje terpėje 
diferencijuojamos į osteoblastus. Kaulinio audinio regeneracijai mezenchi-
minės kamieninės ląstelės dažniausiai išskiriamos iš kaulo čiulpų arba 
riebalinio audinio. Kaulų čiulpuose šių ląstelių skaičius, priklausomai nuo 
paciento amžiaus ir individualių organizmo ypatybių, varijuoja nuo 0,001 
iki 0,01 proc., riebaliniame audinyje – nuo 1 iki 5 proc. visų ląstelių [96, 97, 
98]. Tokia koncentracija yra per maža tiesioginiam jų panaudojimui be 
papildomo kultivavimo, todėl išskyrus šias ląsteles iš kaulų čiulpų ar 
riebalinio audinio aspirato, jos multiplikuojamos daugiausiai iki 50 popu-
liacijų in vitro [99]. Studijos su gyvūnais parodė daug žadančius pirminius 
mezenchiminių kamieninių ląstelių panaudojimo kaulinio audinio defektų 
regeneracijai rezultatus. Nustatytas didesnis regeneruojamo kaulo agioge-
ninis potencialas, mineralizacija ir osifikacija [42, 81, 100, 101]. Tačiau 
gaunami klinikiniai rezultatai yra prieštaringi. Nors pavieniuose kliniki-
niuose tyrimuose aprašomas teigiamas mezenchiminių kamieninių ląstelių 
poveikis kaulo regeneracijai [86–88], taip pat gaunama nemažai ir neigiamų 
kamieninių ląstelių panaudojimo rezultatų [80, 89–91]. In vitro terpėje 
norint pagausinti kamieninių ląstelių, būtina papildoma chirurginė inter-
vencija – kaulų čiulpų arba riebalų aspirato paėmimas, tai lemia papildomą 
operacinę žaizdą, didesnę komplikacijų riziką ir padidėjusį paciento diskom-
fortą [102]. Kita problema, susijusi su kamienių ląstelių panaudojimu, – jų 
kultivavimui būtinos laboratorinės sąlygos, reikalaujančios daug techno-
loginių, laiko ir finansinių resursų. Taip pat iki šiol vis dar išlieka iki galo 
neišspręsta tolygaus kamieninių ląstelių pasiskirstymo kaulinėje matricoje ir 
vaskuliarizacijos problema. Ląstelių išlikimui recipientinėje ložėje būtina iš 
karto užtikrinti gerą kraujotaką, tą sunku pasiekti didesnio tūrio kauliniuose 
transplantantuose [103]. Taip pat aktualios išlieka ir ląstelių genomo mu-
tacijų bei panaudojimo saugumo problemos, ribojančios ląstelinių kaulo 
transplantantų panaudojimą klinikinėje praktikoje [103, 104, 105]. 
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3.8. Kaulo transplantantų bioaktyvavimas augimo faktoriais 
 
Dėl esamų ląstelinių kaulo transplantantų trūkumų ir ribotų klinikinio 

panaudojimo galimybių, pastaruoju metu aktyviai kuriami ir tyrinėjami 
kaulo transplantantai su augimo faktoriais. Iš klinikinės pusės transplan-
tantai su augimo faktoriais turi tam tikrų privalumų: geresnė sterilumo 
kontrolė, paprastesnės laikymo sąlygos ir ilgesnis galiojimo laikas, lengviau 
užtikrinamas geras augimo faktorių pasiskirstymas didelio tūrio transplan-
tantuose, rekombinantiniai augimo faktoriai gali būti naudojami skirtin-
giems pacientams, nesukeliant papildomų imuninių reakcijų [93, 105]. 

Augimo faktoriai – tai signaliniai polipeptidai, prisijungiantys prie ląs-
telių specifinių transmembraninių receptorių ar ekstraląstelinio matrikso ir 
reguliuojantys ląstelių proliferaciją, diferenciaciją, chemotaksį, migraciją, 
funkcinį ir biologinį aktyvumą [106]. Augimo faktorius išskiria įvairios 
organizmo ląstelės: fibroblastai, epitelinės ląstelės, hemopoetinės kamieni-
nės ląstelės, osteoblastai, leukocitai, trombocitai [107]. Kaulinio audinio 
regeneracijai stiprią įtaką daro ląstelių ir ekstraląstelinio matrikso biologi-
niai ir biocheminiai signalai, todėl svarbu, kad kaulo transplantantai atliktų 
ne tik osteokondukcinę funkciją, tačiau galėtų pernešti osteogenezei svar-
bius augimo faktorius, adhezinius baltymus ir citokinus, kurie skatintų os-
teoindukciją [108, 109]. Su osteokondukcinėmis ar transportinėmis matri-
comis naudojami autogeniniai ir rekombinantiniai augimo faktoriai. Auto-
geniniai augimo faktoriai išgaunami iš paciento organizmo, dažniausiai kon-
centruojant kraujyje cirkuliuojančias ląsteles – trombocitus ir leukocitus 
[14–18]. Rekombinantiniai augimo faktoriai yra sintezuojami molekulinės 
bioinžinerijos metodais, į produkcines ląsteles įterpiant tam tikrą augimo 
faktorių koduojančias genų sekas ir vėliau filtruojant ir koncentruojant jų 
produkuojamus rekombinantinius augimo faktorius [110]. 

Osteoindukciniai augimo faktoriai yra būtini osteoblastinių progenito-
rinių ląstelių proliferacijai, diferenciacijai ir kaulinio audinio formavimui. 
Literatūroje aprašoma daug kaulo regeneraciją tiesiogiai ir netiesiogiai ska-
tinančių augimo faktorių: transformuojantis augimo faktorius beta (TGF-β), 
kraujagyslių endotelio augimo faktorius (VEGF), fibroblastų augimo fak-
torius (FGF), insulino augimo faktorius – 1 (IGF-1), trombocitų augimo 
faktorius (PDGF), kaulo morfogenetiniai baltymai (BMP) [14, 15, 73–75, 
162] (3.8.1 lentelė). 

TGF-β1 ir TGF-β2 izoformos yra svarbūs augimo faktoriai jungiamojo 
audinio ir kaulo regeneracijai. TGF-β gali inhibuoti osteoklastus ir pro-
teazes, taip sulėtindamas kaulo rezorbcinius procesus ir netiesiogiai skatin-
damas kaulo regeneraciją [126]. Nustatyta, kad TGF-β taip pat tiesiogiai 
skatina osteoblastų proliferaciją, diferenciaciją ir osteoido sintezę [127]. 
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VEGF yra svarbiausias vaskulogenezės, angiogenezės ir limfangiogene-
zės, kurios būtinos kaulinio, kaip ir kiekvieno kito, audinio regeneracijai, 
augimo faktorius [128]. VEGF skatina kraujagyslių endotelinių ląstelių 
migraciją, proliferaciją bei kraujagyslių fenestraciją ir pralaidumą [129, 
130]. 

FGF taip pat svarbus angiogenezės, kolageno sintezės, žaizdų gijimo ir 
kaulo regeneracijos augimo faktorius. Literatūroje plačiausiai aprašoma 
FGF-2 izoforma [131]. FGF-2 per heparino kofaktorius gali prisijungti prie 
daugelio ląstelių receptorių ir pasižymi plačiu angiogeniniu ir mitogenininiu 
poveikiu, įskaitant ir osteoprogenitorinių ląstelių proliferacijos ir diferen-
ciacijos skatinimą [132]. 

IGF-1 dalyvauja daugelio ląstelių, įskaitant kamienines ląsteles ir osteo-
blastus, proliferacijoje ir diferenciacijoje, yra svarbus žaizdų gijimo uždegi-
minės fazės mediatorius [133]. IGF-1 reguliuoja ląstelių energijos apykaitą 
ir mitochondrijų funkcinį aktyvumą, kuris ypač svarbus veiksnys kamie-
ninių ląstelių osteogeninei diferenciacijai ir diferencijuotų osteoblastų 
matrikso formavimui [134, 135]. 

Nors rekombinantiniai TGF-β, VEGF, FGF ir IGF-1 yra plačiai tyrinė-
jami kaulo inžinerijoje, eksperimentiniuose in vitro ir in vivo tyrimuose 
[136, 137], jų klinikinis panaudojimas nėra aprobuotas. 

PDGF yra vienas svarbiausių žaizdų gijime dalyvaujančių augimo fak-
torių, stimuliuojančių mezoderminės kilmės ląstelių mitogeninį aktyvumą 
[106]. PDGF yra svarbus kolageno sintezei, angiogenezei ir makrofagų 
aktyvacijai [124]. Nustatyta, kad PDGF didina ir osteoblastų chemotaksį bei 
mitogeninį aktyvumą [106, 125]. Rekombinantinė PDGF augimo faktoriaus 
izoforma – rhPDGF-BB kartu su β-TCP transportine matrica (Gem 21S, 
Shirley, Niujorkas, JAV) JAV Maisto ir vaistų administracijos (FDA) yra 
aprobuota panaudojimui periodonto intrakaulinių defektų, furkacijų defektų 
ir dantenų recesijų operacijose [118]. Pirminiuose klinikiniuose tyrimuose 
su rhPDGF-BB gauti geri rezultatai regeneruojant periodonto intrakaulinius 
defektus ir gerinant minkštųjų audinių gijimą [118–120], tačiau nustatytas ir 
ribotas rhPDGF-BB efektyvumas regeneruojant žandikaulių atrofuotos 
alveolinės ataugos defektus [121–123]. 

BMP, priskiriami TGF-β šeimai, yra vieni svarbiausių osteoindukcinių 
augimo faktorių [11, 63, 78, 110]. BMP prisijungia prie kamieninių ląstelių 
specifinių receptorių ir skatina jų chemotaksį ir osteoblastinę diferenciaciją 
per Smad baltymų signalinę sistemą [111]. Rekombinantiniai BMP-2 ir 
BMP-7 yra plačiausiai klinikiniuose tyrimuose aprašyti morfogenetiniai 
baltymai [11, 63, 78, 110]. JAV FDA yra davusi leidimą naudoti rhBMP-2 
(INFUSE Bone Graft, Medtronic, Mineapolis, Minesota, JAV) ortopedinėje 
chirurgijoje (stuburo priekinės juosmens srities slankstelių kūnų sujungimo, 
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blauzdikaulio diafizės lūžių operacijose) bei veido ir žandikaulių chirur-
gijoje (viršutinio žandikaulio sinuso dugno pakėlimo, pavienių poekstrak-
cinių defektų augmentacijos operacijose) [112]. rhBMP-7 (OP-1 Putty, 
Stryker Corporation, Kalamazu, Mičiganas, JAV) naudojimą JAV FDA yra 
reglamentavusi tik stuburo užpakalinės šoninės juosmens srities slankstelių 
lūžių recidyvų operacijose. Europos Sąjungoje ir Lietuvoje BMP ir kitų 
rekombinantinių augimo faktorių klinikinis naudojimas kol kas nėra licen-
cijuotas. Nors literatūroje aprašoma sėkmingo BMP panaudojimo žandi-
kaulių kaulinių defektų regeneracijai atvejų [11, 113–116], taip pat keliamas 
klausimas ir dėl rekombinantinių augimo faktorių nelicencijuoto naudojimo, 
sukeliamos ryškios edemos, saugios koncentracijos parinkimo, nekontro-
liuojamo ektopinio kaulo formavimosi ir išaugusios vėžinių susirgimų 
rizikos [13, 78, 117].  
 
3.8.1 lentelė. Kaulinio audinio bioinžinerijoje naudojami osteoindukciniai 
augimo faktoriai ir jų įtaka osteogenezei bei vaskulogenezei. 

Augimo faktorius Osteoblastų 
diferenciacija 

Osteoblastų 
proliferacija Vaskulogenezė 

TGF-β Skatina Skatina Skatina 
VEGF – – Indukuoja / Skatina 
FGF-2 Skatina Skatina Indukuoja / Skatina 
IGF-1 Skatina Skatina Skatina 
PDGF-BB Skatina Skatina Skatina 

BMP-2 Indukuoja Skatina ankstyvąją; 
Inhibuoja vėlyvąją – 

BMP-4 Indukuoja Skatina ankstyvąją; 
Inhibuoja vėlyvąją – 

BMP-6 Indukuoja Skatina ankstyvąją; 
Inhibuoja vėlyvąją – 

BMP-7 Indukuoja Skatina ankstyvąją; 
Inhibuoja vėlyvąją – 

BMP-9 Indukuoja Skatina ankstyvąją; 
Inhibuoja vėlyvąją – 

Pagal Viktor Tollemar ir kt. 2016 m. [162]; TGF-β – transformuojantis augimo faktorius 
beta; VEGF – kraujagyslių endotelio augimo faktorius; FGF-2 – fibroblastų augimo 
faktorius – 2; IGF-1 – insulino augimo faktorius – 1; PDGF-BB – trombocitų augimo 
faktorius BB; BMP – kaulo morfogenetinis baltymas. 
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3.9. Kraujo koncentratų panaudojimas kaulo defektų regeneracijai 
 
Dėl esamų rekombinantinių augimo faktorių trūkumų ir klinikinio pa-

naudojimo apribojimų, literatūroje plačiai tyrinėjamos autogeninių augimo 
faktorių panaudojimo galimybės, kaip autogeninių augimo faktorių šaltinį 
naudojant kraujo koncentratus [14–18, 59, 79]. Kraujo koncentratuose 
koncentruojamos kraujyje cirkuliuojančios ląstelės – trombocitai (su arba be 
leukocitų), o jų išskiriami autogeniniai augimo faktoriai naudojami kaulo 
bei minkštųjų audinių gijimo ir regeneracijos aktyvinimui [136, 171]. 

Kraujyje cirkuliuojančios ląstelės – trombocitai ir leukocitai – turi įvairių 
intraląstelinių augimo faktorių ir baltymų, svarbių žaizdų gijimui ir kaulo 
regeneracijai. Trombocitai savo alfa, tankiosiose granulėse ir lizosomose 
kaupia PDGF, TGF-β, VEGF, FGF, IGF-1, epidermio augimo faktorių 
(EGF), įvairius bioaktyvius baltymus ir citokinus (angiopoietiną-1, 
RANTES, jungiamojo audinio aktyvuojantį baltymą – 3, trombocitų bazinį 
baltymą, timoziną β-4, fibrinopeptidus A ir B, interleukinus 1β ir 8 (IL-1β ir 
IL-8), neutrofilų chemoatraktinį baltymą) [152, 153]. Trombocitai kraujyje 
cirkuliuoja neaktyvuotos formos ir gali būti aktyvuojami natūraliai orga-
nizme esančiais aktyvavimo faktoriais (kolagenu, tromboksanu A2 (TXA2), 
adenozino difosfatu (ADP), trombinu, epinefrinu, serotoninu) arba dirbti-
niais faktoriais (kalcio chloridu, ksenogeniniu arba alogeniniu trombinu) 
[154, 155]. Aktyvuoti trombocitai pakeičia savo formą ir iš intraląstelinių 
granulių išskiria bioaktyvias medžiagas. Trombocitų išskiriami PDGF ir 
TGF-β dalyvauja mezenchiminių kamieninių ląstelių ir osteoblastų proli-
feracijoje, chemotaksyje, ekstraląstelinio matrikso sintezėje ir angiogenezėje 
[156, 157]. FGF, VEGF ir angiopoietinas-1indukuoja ir skatina angioge-
nezę, yra svarbūs homeostazės procesams ir proliferacinės bei reparacinės 
žaizdos gijimo fazės užtikrinimui [158–161]. Kiti trombocitų išskiriami 
citokinai ir bioaktyvūs baltymai, tokie kaip RANTES, IL-1β, IL-8 ir neut-
rofilų chemoatraktinis baltymas moduliuoja žaizdos gijimo procesą [153]. 
Tuo tarpu RANTES, jungiamojo audinio aktyvuojantis baltymas 3, trom-
bocitų bazinis baltymas, timozinas β-4 ir fibrinopeptidai A ir B pasižymi 
mikrobicidiniu poveikiu [152, 163, 164]. 

Literatūros duomenys apie leukocitų išskiriamų bioaktyvių medžiagų 
įtaką kaulinio audinio regeneracijai yra skirtingi. Vieni autoriai laikosi 
nuomonės, kad leukocitai atlieka žalingą poveikį kaulo gijimui, išskirdami 
uždegiminius interleukinus (IL-1β, IL-6, IL-16) ir laisvuosius radikalus 
[165–167]. Kitų autorių nuomone, leukocitai ir jų išskiriami augimo fak-
toriai (VEGF, TGF-β, IGF), uždegimą slopinantys citokinai (IL-4, IL-10, 
IL-13), opioidiniai peptidai (β-endorfinas, metenkefalinas, dinorfinas-A) ir 
antimikrobiniai peptidai (katelicidinai, defensinai) yra būtini kaulo defekto 
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gijimui, kaulinio audinio gijimo uždegiminės, proliferacinės ir remodelia-
cinės stadijų moduliacijai ir ekstraląstelinio matrikso sintezei [163, 168–
170]. 

Literatūroje aprašoma įvairių technikų kraujo koncentratų paruošimui 
[168, 174]. Trombocitų gausi plazma (PRP) yra pirmasis prof. Roberto E. 
Markso ir kt. 1998 m. [172] aprašytas kraujo koncentratas. PRP išgauti į 
mėgintuvėlį su antikoaguliantais imama veninio paciento kraujo, kuris 
centrifuguojamas vienu arba dviem etapais, atskiriant bei pašalinant 
eritrocitus, dalį kraujo plazmos ir nedideliame tūryje plazmos koncentruo-
jant trombocitus. Priklausomai nuo PRP paruošimo metodikos variacijų, 
kartu su trombocitais gali būti koncentruojami ir leukocitai [173]. Koncent-
ruotieji trombocitai yra aktyvinami kalcio chloridu ir (arba) trombinu. 
Cheminė PRP aktyvacija lemia greitą trombocitų degranuliaciją ir augimo 
faktorių atpalaidavimą. Plazmoje esantis fibrinogenas polimerizuojamas į 
tetramolekulinėmis jungtimis sujungtą, plokštuminės konfigūracijos, mažo 
tankio fibrino tinklą, kuris silpnai inkorporuoja ląsteles ir augimo faktorius 
[174]. Dėl cheminių aktyvatorių sukeliamos greitos trombocitų aktyvacijos 
ir degranuliacijos, dauguma jų augimo faktorių iš PRP atpalaiduojami per 
pirmąsias keletą valandų po PRP paruošimo, o silpnas fibrino tinklas ištirps-
ta audinių terpėje 3 dienų laikotarpiu [169]. Literatūroje aprašoma įvairių 
PRP paruošimo modifikacijų, viena dažniausiai naudojamų klinikinėje prak-
tikoje – augimo faktorių gausi plazma (PRGF), pirmą kartą aprašyta Eduar-
do Anitua ir kt. 1999 m. [175]. PRGF išskyrimui paciento kraujas taip pat 
imamas į mėgintuvėlį su antikoaguliantais (natrio citratu) ir centrifuguo-
jamas 8 minutes 580 g išcentrine jėga, mėgintuvėlio viršutinėje dalyje kon-
centruojant plazmos, trombocitų ir leukocitų sluoksnį. Po centrifugavimo 
pipete yra paimama dalis apatinio plazmos sluoksnio, kuriame gausu trom-
bocitų, tačiau nėra leukocitų. Plazmoje koncentruoti trombocitai aktyvuo-
jami kalcio chloridu [176]. PRGF biologinės, fizikocheminės ir klinikinės 
savybės yra panašios į kitų naudojamų PRP produktų [192]. 

Literatūroje yra plačiai aprašytas teigiamas PRP poveikis minkštųjų 
audinių gijimui [177–180], tačiau daugelis autorių abejoja PRP efektyvumu 
regeneruojant kaulinio audinio defektus [181–184]. Literatūroje nurodomos 
pagrindinės silpno PRP poveikio kaulinio audinio regeneracijai priežastys: 
greitas augimo faktorių išskyrimas ir pašalinimas iš reneneruojamos srities, 
silpna PRP fibrino matrica ir negalėjimas užtikrinti ilgalaikio osteopromo-
cinio poveikio [154, 168, 174]. 

Siekiant supaprastinti kraujo koncentratų paruošimą ir pagerinti klini-
kines savybes, kurių trūko PRP, 2001 m. Joseph Choukroun ir kt. [185] pri-
statytas leukocitų ir trombocitų gausus fibrinas (L-PRF), literatūroje dažnai 
vadinamas antrosios kartos kraujo koncentratu. Priešingai nei PRP ar jos 
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variacijoms (PRGF), L-PRF paruošimui nereikia naudoti antikoaguliantų ir 
cheminių aktyvatorių. Paciento veninis kraujas imamas į stiklinį arba silicio 
dioksidu padengtą mėgintuvėlį ir centrifuguojamas 400 g išcentrine jėga 12 
minučių [14]. Centrifugavimo proceso metu mėgintuvėlyje prasideda natū-
rali kraujo krešėjimo mechanizmo kaskada ir kraujo ėminyje esantis fibri-
nogenas yra polimerizuojamas į plastiškos konsistencijos fibrino matriksą, 
kuriame inkorporuojama didžioji dalis trombocitų, apie 65 proc. kraujo 
ėminio leukocitų, jų augimo faktorių, citokinų ir plazmos glikoproteinų. 
Stiprios trimolekulinės jungtys sudaro santykinai tvirtą erdvinę L-PRF fib-
rino matricos struktūrą, palankią ląstelių ir augimo faktorių inkorporacijai. 
Priešingai nei PRP, L-PRF augimo faktorius atpalaiduoja palaipsniui – 
nustatyta, kad L-PRF išskiria TGF β-1, PDGF, FGF ir VEGF iki 28 dienų 
laikotarpiu po paruošimo [15, 169]. Ilgesnis augimo faktorių atpalaidavimo 
periodas leidžia tikėtis ir geresnio nei PRP atveju L-PRF poveikio tiek 
minkštųjų audinių gijimui [186, 187], tiek kaulinio audinio regeneracijai 
[188–190]. Šio darbo autorius kartu su bendraautoriais yra pasiūlęs ir publi-
kavęs klinikinį L-PRF panaudojimo protokolą periimplantito kaulinių de-
fektų regeneraciniam gydymui [221].  

 
3.10. L-PRF panaudojimas retinuotų apatinio žandikaulio trečiųjų 

krūminių dantų šalinimo operacijose 
 
Literatūroje retinuoti apatinio žandikaulio tretieji krūminiai dantys 

(RAŽTKD) traktuojami kaip patologinės vystymosi deformacijos, kurios 
dažnai pasireiškia šiuolaikinėje žmonių civilizacijoje [207–209]. Neišdy-
gusių trečiųjų krūminių dantų turi apie 73 proc. jaunų suaugusių žmonių 
populiacijos [207]. Todėl RAŽTKD šalinimo operacijos tapo vienos daž-
niausiai atliekamų procedūrų burnos bei veido ir žandikaulių chirurgijos 
praktikoje [208, 209]. Nepaisant kai kurių autorių aprašomos nuomonės dėl 
abejotinos būtinybės šalinti RAŽTKD [210], literatūroje yra aprašyta 
nemažai pagrįstų indikacijų RAŽTKD šalinimui. Tarp jų yra ortodontinės ir 
susijusios su dantų protezavimu indikacijos, dantų kariesas, skausmas, 
infekcijos, RAŽTKD, susiję su cistomis arba augliais, RAŽTKD sukelti gre-
timų dantų pažeidimai, retinuotų dantų artumas prie apatinio žandikaulio 
lūžio linijos arba ortognatinės chirurgijos srities, infekcijos židinių profilak-
tika dėl širdies operacijų ir endokardito [209, 211]. RAŽTKD šalinimo 
operacijos dažnai siejamos su pacientų patiriamu pooperaciniu diskomfortu, 
įskaitant skausmą, tinimą, kramtymo funkcijos sutrikimą ir žymų burnos 
ertmės sveikatos pablogėjimą, kuris turi įtakos gyvenimo kokybei ankstyvo 
pooperacinio periodo metu, bei gana dažnas alveolito pasireiškimas [212, 
213]. Pagrindinė chirurginė užduotis RAŽTKD šalinimo operacijų metu yra 
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minimaliai invazyviai pašalinti retinuotą dantį, išvengti komplikacijų, 
palengvinti pooperacinį periodą ir sumažinti paciento diskomfortą iki že-
miausio įmanomo lygio. RAŽTKD operacijos planavimui pasiūlyta nemažai 
klasifikacijų. Populiariausios iš jų yra Winter [197], Pell ir Gregory [198], 
Pedersono [201] klasifikacijos, aprašančios danties padėtį žandikaulyje bei 
leidžiančios vertinti RAŽTKD šalinimo sudėtingumą ir galimų komplikacijų 
riziką. Tačiau nė viena iš šiuo metu siūlomų RAŽTKD klasifikacijų neatsi-
žvelgia į gretimų svarbių anatominių struktūrų – apatinio alveolinio nervo ir 
liežuvinio nervo pažeidimo riziką, šalinant RAŽTKD [215]. Taip pat lite-
ratūroje aprašomas abejotinas populiarių Pell ir Gregory ir Pedersono klasi-
fikacijų patikimumas [216–218]. Juodžbalys ir Daugėla 2013 m. [199] 
pasiūlė RAŽTKD šalinimo sudėtingumo klasifikaciją, vertinančią progon-
zuojamą RAŽTKD šalinimo sudėtingumą bei galimą apatinio alveolinio 
nervo ir liežuvinio nervo pažeidimo riziką. Ši klasifikacija naudinga tiek 
klinikine prasme, planuojant RAŽTKD šalinimo operacijos eigą ir siekiant 
išvengti komplikacijų, tiek moksliniuose tyrimuose tiriamųjų grupių stan-
dartizavimui RAŽTKD šalinimo tiriamuosiuose modeliuose.   

RAŽTKD šalinimo operacijų išeičių pagerinimui siūlomi įvairūs prepa-
ratai ir operacinės technikos, tarp jų: kortikosteroidai ir nesteroidiniai vaistai 
nuo uždegimo, krioterapija, kompresija, gydymas lazeriu, pjezo chirurgija ir 
kraujo koncentratai [214]. 

Pastaraisiais metais labai padidėjo susidomėjimas įvairiais autogeniniais 
kraujo koncentratais (PRP, L-PRF) ir jų naudojimu žaizdų gijimui pagerinti. 
Per pastaruosius du dešimtmečius buvo publikuota daug literatūros, kurioje 
teigiamai atsiliepiama apie kraujo koncentratų panaudojimo burnos chirur-
gijoje perspektyvas, kurios ypač išaugo chirurginėje praktikoje pradėjus 
naudoti L-PRF [154, 163, 169, 323]. 

L-PRF yra autogeninė fibrino biomedžiaga, kurios fibrino tinkle yra 
trombocitų, leukocitų ir citokinų. Nustatyta, kad L-PRF stimuliuoja tokias 
biologines funkcijas kaip chemotaksis, angiogenezė, ląstelių proliferacija 
bei diferenciacija [16, 18] ir taip gali pagerinti žaizdų gijimą. Kitaip nei 
PRP, L-PRF paruošimui nereikia trombocitų aktyvavimo cheminiais 
priedais ir L-PRF yra autogeninė, priedų neturinti biomedžiaga. L-PRF yra 
plastiškos konsistencijos biomedžiaga, kuri po naudojimo greitai nesuyra. 
Buvo nustatyta, kad L-PRF fibrino matrica stipriai prisijungia trombocitų ir 
leukocitų augimo faktorius, tai prailgina citokinų gyvavimo laiką [15]. 
L-PRF taip pat stimuliuoja žmogaus osteoblastų ir fibroblastų proliferaciją 
[16, 17] bei žmogaus kaulų mezenchiminių kamieninių ląstelių diferencia-
ciją [18]. L-PRF gali skatinti tiek minkštųjų audinių, tiek kaulinio audinio 
regeneraciją, todėl turi potencialo būti naudojamas ir RAŽTKD šalinimo 
operacijose. 
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3.11. Literatūros apžvalgos apibendrinimas 
 
Klinikinėje praktikoje žandikaulių kaulinių defektų regeneracijai naudo-

jamos įvairios medžiagos: autogeniniai, ksenogeniniai, alogeniniai ir sinte-
tiniai transplantantai. Idealus kaulo transplantantas turi pasižymėti osteo-
geninėmis, osteoindukcinėmis ir osteokondukcinėmis savybėmis. Autoge-
ninis kaulas iš dalies atitinka idealiam transplantantui keliamus reikalavi-
mus, tačiau autogeninio donorinio kaulo prieinamumas yra ribotas, imant 
transplantantą sukuriama papildoma operacinė žaizda, didėja komplikacijų 
rizika. Dauguma šių dienų klinikinėje praktikoje naudojamų ksenogeninių, 
alogeninių ir sintetinių transplantantų pasižymi tik osteokondukcinėmis 
savybėmis, tai riboja jų klinikinį efektyvumą. Šiai problemai spręsti lite-
ratūroje siūloma įvairių eksperimentinių kaulo bioinžinerijos modelių, 
naudojančių įvairių tipų osteokondukcinius karkasus, augimo faktorius ir 
(arba) osteoprogenitorines ląsteles. Tačiau šių modelių klinikinis naudoji-
mas nėra aprobuotas, trūksta duomenų jų efektyvumui ir saugumui pagrįsti. 

L-PRF yra autogeninės kilmės augimo faktorių koncentratas. L-PRF yra 
aprobuotas klinikiniam naudojimui ir gali būti naudojamas kaulo ir minkš-
tųjų audinių regeneracijai gerinti kaip alternatyva rekombinantiniams au-
gimo faktoriams.  
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4. TYRIMO MEDŽIAGA IR METODAI 
 
Mokslinis darbas atliktas Lietuvos sveikatos mokslų universiteto 

(LSMU) Medicinos akademijos Odontologijos fakulteto Veido ir žandi-
kaulių chirurgijos klinikoje, bendradarbiaujant su Kauno technologijos 
universiteto Polimerų chemijos ir technologijos katedra, Valstybiniu moks-
linių tyrimų instituto Inovatyvios medicinos centru, Vilniaus universiteto 
Biochemijos instituto Gyvybės mokslų centru, Porto universitetu (angl. 
University of Porto, Portas, Portugalija) ir Triesto universitetu (angl. Uni-
versity of Trieste, Triestas, Italija). Moksliniams tyrimams gauti Valstybinės 
maisto ir veterinarijos tarnybos leidimai (Nr. G2-18; Nr. G2-55), Kauno 
regioninio biomedicininių tyrimų komiteto ir LSMU Bioetikos centro 
leidimai (Nr. BE-2-12 Nr. BEC-MF-01; Nr. BEC-OF-367) ir Valstybinės 
duomenų apsaugos inspekcijos (ADA) leidimas (Nr. 2R-2338). 

 

Mokslinį darbą sudaro eksperimentinė ir klinikinė dalys. 
A. Eksperimentinės tyrimo dalies schema: 

1. Kompozitinių celiuliozės karkasų su nHA ir µHA užpildais sintezė, in 
vitro tyrimai. 

2. Kompozitinių celiuliozės karkasų su nHA ir µHA užpildais µKT ir his-
tologiniai in vivo tyrimai Naujosios Zelandijos triušių kaukolės skliauto 
defektų modelyje. 

3. L-PRF bioaktyvuotų kompozitinių celiuliozės karkasų su nHA ir µHA 
užpildais µKT ir histologiniai in vivo tyrimai Naujosios Zelandijos triušių 
kaukolės skliauto defektų modelyje. 

4. Neaktyvuotų ir L-PRF bioaktyvuotų kompozitinių celiuliozės karkasų su 
nHA ir µHA užpildais efektyvumo in vivo kaulo defektų regeneracijai 
palyginimas tarpusavyje ir su komerciniu alogeniniu kaulo transplan-
tantu. 

5. Statistinė analizė. 
 

B. Klinikinės tyrimo dalies schema: 
1. Žmogaus retinuotų apatinio žandikaulio trečiųjų krūminių dantų 

(RAŽTKD) šalinimo sudėtingumo klasifikacijos sukūrimas ir publika-
vimas. 

2. RAŽTKD šalinimo sudėtingumo klasifikacijos validacija, statistinė ana-
lizė. 

3. L-PRF įtakos minkštųjų audinių gijimui, alveolito pasireiškimui ir 
pooperaciniam pacientų diskomfortui įvertinimas žmogaus RAŽTKD 
šalinimo defektų modelyje, tyrimo grupes standartizuojant pagal 
RAŽTKD šalinimo sudėtingumo klasifikaciją. 

4. Statistinė analizė. 
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4.1. Eksperimentiniai in vitro ir in vivo tyrimai 
 

4.1.1.  Kompozitinių celiuliozės karkasų su nHA ir µHA užpildais 
sintezė 

 
Celiuliozės gelis gautas regeneruojant acetilceliuliozę (Sigma-Aldrich, 

Sent Luisas, Misūris, JAV) acetono tirpale pagal metodiką, aprašytą Jolan-
tos Bryjak ir kt. 2007 m. [193]. Celiuliozės su nano- ar mikrodydžio hidro-
ksiapatito dalelėmis kompozitai buvo gauti, celiuliozės gelio formavimo 
metu įterpiant atitinkamo dydžio sferines HA daleles pagal metodiką, ap-
rašytą Odetos Petrauskaitės ir kt. 2008 m. [68]. Įterpiamų nHA (Sigma-
Aldrich, Sent Luisas, Misūris, JAV) vidutinis dalelių dydis – 100 nm, µHA 
(Sigma-Aldrich, Sent Luisas, Misūris, JAV) vidutinis dalelių dydis – 20 µm. 
Atitinkamai buvo suformuotos celiuliozės-nHA ir celiuliozės-µHA kompo-
zitinės matricos, kuriose HA masės dalis sudarė 50 proc. Siekiant gauti no-
rimos morfologijos kompozitus, šie buvo inkliuduoti 20 proc. etilo alko-
holiu, šaldyti –25 °C temperatūroje ir liofilizuoti ALPHA 2-4 LSC (Martin 
Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode am Harz, Vokietija) liofi-
lizatoriuje (kondensatoriaus temperatūra –85 °C) 24 valandas (4.1.1.1 pav.). 

 

 
 

4.1.1.1 pav. Eksperimentiniai celiuliozės (kairėje) bei kompozitiniai 
celiuliozės-µHA (viduryje) ir celiuliozės-nHA (dešinėje) karkasai. 

Celiuliozė-µHA – celiuliozės ir mikrohidroksiapatito kompozitinis transplantantas; 
celiuliozė-nHA – celiuliozės ir nanohidroksiapatito kompozitinis transplantantas. 

 
  

29 
 



4.1.2.  Celiuliozės-nHA ir celiuliozės-µHA karkasų in vitro 
struktūrinė analizė 
 
Celiuliozės-nHA ir celiuliozės-µHA karkasų morfologiniai parametrai 

buvo vertinami µKT analizatoriumi µCT40 (Scanco Medical AG, Brut-
tisellen, Šveicarija). Analizei naudoti kiekvieno tipo karkasų (n = 4) 
cilindriniai 10 mm skersmens ir 8 mm aukščio mėginiai. µKT skenavimui 
nustatyti šie parametrai: rentgeno įtampa 45 kVp; integracijos laikas 
600 ms; 2× kadrų triukšmo mažinimas, nominali raiška 10 µm. Mikrotomo-
gramų triukšmui sumažinti naudotas 3D Gauso filtras (σ = 0,8; palaiky-
mas = 1). Dvimačių ir trimačių mikrotomogramų vaizdų kiekybiniai ir 
struktūriniai parametrai vertinti Scanco 6.0 programine įranga (Scanco 
Medical AG, Bruttisellen, Šveicarija).  

Celiuliozės-nHA ir celiuliozės-µHA kompozitai tirti Furjė transforma-
cijos infraraudonųjų spindulių spektrofotometru (Perkin-Elmer, Waltham, 
Masačusetsas, JAV) infraraudonojo spektro pagrindiniame diapazone nuo 
4000 iki 400 cm–1. Spektrometrijos mėginiai paruošti sumaišant po keturis 
miligramus kiekvieno tipo matricos (n = 4) su 200 mg kalio bromido. 

Kiekvieno karkasų tipo (n = 4) elementinė sudėtis analizuota skenuojan-
čio elektroninio dispersinio spektroskopo (SEM-EDS) Quantax EDS (Bru-
ker AXS Microanalysis GmbH, Karlsrūhė, Vokietija) sistema. 

Celiuliozės kristališkumo laipsnis analizuotas rentgeno difraktometru 
DRON-6 (Bourevestnik, Sankt Peterburgas, Rusija), taikant 30 kV ir 20 mA 
Cu-Kα spinduliuotę. 

 
4.1.3. Celiuliozės-nHA ir celiuliozės-µHA karkasų in vitro 
citotoksiškumo analizė 
 
Kompozitinių karkasų in vitro citotoksiškumo analizei naudotos 27 per-

sėjimų žmogaus osteoblastų tipo ląstelės (Mg-63, ATCC Nr. CRL-1427). 
Ląstelės augintos α-MEM ląstelių kultūros auginimo terpėje su 10 proc. 
jaučio embriono serumo, 50 µg/ml askorbo rūgšties, 50 µg/ml gentamicino 
ir 2,5 µg/ml fungizono, inkubuojant 37 °C temperatūroje 5 proc. CO2 at-
mosferoje. Terpėje esant apie 75 proc. ląstelių susiliejimui, ląstelės atskirtos 
į suspensiją, naudojant 0,05 proc. tripsiną, 0,25 proc. EDTA ir 5 minutes 
inkubuojant 37 °C temperatūroje. 

Celiuliozės-nHA ir celiuliozės-µHA karkasai padengti 2 × 104 ląstelių/ 
cm2 tankiu ir inkubuoti 7 dienų laikotarpiui. Skenuojančiu elektroniniu mik-
roskopu (SEM) vertinta ląstelių morfologija (n = 4), geltonojo tetrazolio 
druskų redukcijos metodu (MTT) analizuotas ląstelių metabolinis aktyvu-
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mas (n = 6), genų ekspresija (n = 3) ir šarminės fosfatazės (ALP) aktyvumas 
(n = 6). 

 
4.1.3.1. Analizė skenuojančiu elektroniniu mikroskopu (SEM) 
 
Celiuliozės-nHA ir celiuliozės-µHA karkasai buvo fiksuoti laikant 1,5 

proc. gliutaraldehido 0,14 M natrio kakodilato buferyje, pH = 7,3, 10 min., 
praėjus 24 valandoms po kultivavimo terpėje. Mėginiai buvo laipsniškai 
dehidruoti alkoholiuose, išdžiovinti iki ribinio taško bei padengti Au/Pd 
plėvele mėginių dengimo aparate SPI Module Sputter Coater equipment 
(Structure Probe Inc, West Chester, Pensilvanija, JAV). Paruošti mėginiai 
analizuoti Quanta 400 FEG (FEI Company, Hilsboras, Oregonas, JAV) 
skenuojančiu elektroniniu mikroskopu. 

 
4.1.3.2. Geltonojo tetrazolio druskų redukcijos (MTT) analizė 
 
Ląstelių kultūrų metabolinis aktyvumas vertintas MTT analize, kurioje 

stebimas geltonos spalvos geltonojo tetrazolio druskos (3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il-)-2,5-difeniltetrazolio bromido) redukavimas į tamsiai mėlynos spalvos 
formazino kristalus gyvų ląstelių mitochondrijose. Gyvų ląstelių skaičius 
yra tiesiogiai proporcingas susidariusio produkto – formazano kiekiui, kuris 
spektrofotometriškai vertintas 3 valandų laikotarpiu Synergy HT skaitytuvu 
(Biotek Instruments, Winooski, Vermontas, JAV) 550 nm bangos ilgyje, 
gautus netirpius produktus ištirpinus dimetilsulfokside. 

 
4.1.3.3. Genų raiškos vertinimas atvirkštinės transkripcijos 
polimerazės grandinine reakcija (AT-PGR) 
 
Praėjus 7 dienų inkubaciniam periodui, vertinta ląstelių kultūrų bendrinio 

GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato-dehidrogenazės) geno, ir osteoblastinių 
genų (slopinančio transkripcijos faktoriaus 2 (Runx-2), ALP, BMP-2 bei I 
tipo kolageno (Col I) genų) raiška. Ribonukleino rūgštys (RNR) buvo iš-
gautos RNeasy® Mini Kit (QIAGEN, Hildenas, Vokietija) ekstrakcine 
sistema. RNR išeiga ir grynumas vertinti spektrofotometriškai prie 260 ir 
280 nm bangos ilgių, kokybė vertinta elektroforeze 2 proc. agarozės gelyje. 
0,5 µg RNR atvirkštinė transkripcija ir amplifikacija atlikti Titan One Tube 
AT-PGR sistema (Roche Diagnostics, Manheimas, Vokietija) 55 ºC tempe-
ratūroje. AT-PGR analizei naudotos pradmenų sekos pateikiamos 4.1.3.3.1 
lentelėje. 
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4.1.3.3.1 lentelė. AT-PRG analizėje vertinti genai ir jų pradmenų sekos. 
Genas Tiesioginis pradmuo Atvirkštinis pradmuo 

GAPDH CAGGACCAGGTTCACCAACAAGT GTGGCAGTGATGGCATGGACTGT 

Runx-2 CAGTTCCCAAGCATTTCATCC TCAATATGGTCGCCAAACAG 

ALP ACGTGGCTAAGAATGTCATC CTGGTAGGCGATGTCCTTA 

BMP-2 GACGAGGTCCTGAGCGAGTT GCAATGGCCTTATCTGTGAC 

Col I TCCGGCTCCTGCTCCTCTTA ACCAGCAGGACCAGCATCTC 

AT-PGR – atvirkštinės transkripcijos polimerazės grandininė reakcija; GAPDH – gli-
ceraldehido-3-fosfato-dehidrogenazės genas; Runx-2 – slopinantis transkripcijos faktorius 
2; ALP – šarminė fosfatazė; BMP-2 – kaulo morfogenetinis baltymas 2; Col I – I tipo 
kolagenas. 

 
Genų densitometrinė analizė atlikta ImageJ 1.41 (National Institutes of 

Health, Bethesda, Marilandas, JAV) programine įranga. 
 
4.1.3.4. ALP aktyvumo analizė 
 
ALP aktyvumas vertintas atliekant ląstelių lizatų (su 0,1 Triton X-100 

(Sigma-Aldrich, Sent Luisas, Misūris, JAV), 5 min.) hidrolizę p-nitro-
fenilfosfatu (pH = 10,3; 30 min., 37 °C temperatūroje) ir spektrofoto-
metriškai Synergy HT skaitytuvu (Biotek Instruments, Winooski, Vermon-
tas, JAV) 400 nm bangos ilgyje vertinant p-nitrofenolio susidarymą. ALP 
aktyvumas normalizuotas ir kiekybiškai nustatytas Bradfordo metodu, 
kiekybinę išraišką pateikiant nmol/min/mg vienetais. 

 
4.1.4.  In vivo tyrimų grupės 
 
In vivo tyrimai atlikti naudojant Naujosios Zelandijos triušių kaukolės 

skliauto defektų modelį. Tyrimams paruošti celiuliozės-nHA ir celiuliozės-
µHA karkasų 8,0 mm skersmens ir 2,0 mm storio cilindro formos mėginiai. 
Kaip kontrolinė medžiaga naudotas paruoštas tų pačių matmenų ir formos 
komercinis alogeninis akytojo kaulo transplantantas Maxgraft (Botiss 
Biomaterials GmbH, Zossen, Vokietija). Mėginiai prieš chirurginę proce-
dūrą buvo rehidruoti arba fiziologiniu tirpalu, arba L-PRF eksudatu, pagal 
tai sudarant tiriamąsias grupes: celiuliozė-nHA, celiuliozė-µHA, kontrolė 
(alogeninis transplantantas), celiuliozė-nHA + L-PRF, celiuliozė-µHA+ 
L-PRF, kontrolė (alogeninis transplantantas) + L-PRF (4.1.4.1 pav.). 
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4.1.4.1 pav. In vivo tyrimo eigos schema. 
Celiuliozė-nHA – celiuliozės ir nanohidroksiapatito kompozitinis transplantantas;  
celiuliozė-µHA – celiuliozės ir mikrohidroksiapatito kompozitinis transplantantas;  

L-PRF – leukocitų ir trombocitų gausus fibrinas; µKT – mikrokompiuterinė tomografija. 

 
4.1.5.  L-PRF paruošimas 
 
L-PRF buvo paruoštas pagal Choukroun ir kt. 2001 m. aprašytą protokolą 

[185]. Prieš chirurginę procedūrą Naujosios Zelandijos triušiams iš šoninės 
ausies venos į du 9 ml talpos silicio dioksidu dengtus mėgintuvėlius (Intra-
Lock International, Boca Raton, Florida, JAV) paimta veninio kraujo. Mė-
gintuvėliai centrifuguoti EBA 20 centrifugoje (Andreas Hettich GmbH & 
Co.KG, Tuttlingen, Vokietija) 12 min. 2800 apsukų per minutę režimu. Po 
centrifugavimo L-PRF buvo atskirtas nuo raudonųjų kraujo kūnelių bazės 
(4.1.5.1 pav.) ir perkeltas į paruošimo dėžutę PRF & growth factor-rich 
fibrin (GRF) box (Osung Mnd Company, Gimpo, Pietų Korėja). Dėžutėje 
pagal Dohan Ehrenfest 2010 m. aprašytą metodiką [194] išskirtas L-PRF 
eksudatas ir paruoštos L-PRF membranos. 
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4.1.5.1 pav. A – triušio L-PRF, po centrifugavimo sukibęs su raudonaisiais 
kraujo kūneliais;  

B – nuo raudonųjų kraujo kūnelių bazės atskirtas triušio L-PRF. 
 
4.1.6.  In vivo chirurginės procedūros 
 
Chirurginėms operacijoms pasirinkti 24 vyriškos lyties, 30–35 savaičių 

amžiaus, 3,5–4,0 kilogramų svorio laboratoriniai Naujosios Zelandijos 
triušiai. Visos chirurginės manipuliacijos atliktos laikantis Lietuvos valsty-
binės maisto ir veterinarijos tarnybos reikalavimų bei Europos Parlamento ir 
Europos Tarybos direktyvos 2010/63 ES dėl mokslo tikslais naudojamų 
gyvūnų apsaugos. 

Prieš chirurginę procedūrą gyvūnai buvo premedikuoti acepromazino 
(0,5 mg/kg) injekcija į raumenis bei poodine buprenorfino (0,03 mg/kg) in-
jekcija analgezijos kontrolei. Bendrinė anestezija atlikta į raumenis sulei-
džiant ketamino hidrochlorido (35 mg/kg) ir ksilazino hidrochlorido 
(5 mg/kg). Triušių kaukolės skliauto srityje nuskustas kailis, oda dezinfe-
kuota oktenidino dihidrochlorido tirpalu. Papildomai vietinei anestezijai ir 
kraujavimo kontrolei kaukolės skliauto srityje suleista 1,4 ml 4 proc. arti-
kaino hidrochlorido su 1:100 000 epinefrino. 

Triušių kaukolės skliauto vidurio linijoje sagitaliai atlikta incizija, atkel-
tas odos ir antkaulio lopas. Kiekvienoje kaukolės skliauto pusėje trepano 
grąžteliu, gausiai aušinant fiziologiniu tirpalu, suformuormuota po du stan-
dartizuotus 8,0 mm skersmens, 2,0 mm gylio apskritus defektus. Iš viso 
kiekvieno gyvūno kaukolės skliaute paruošta po 4 defektus (4.1.6.1 A pav.). 
Formuojant defektus, ypatingas dėmesys skirtas išsaugoti intaktišką dura 
mater. Kaulo defektai atsitiktine tvarka buvo užpildomi celiuliozės-nHA, 
celiuliozės-µHA arba kontroliniu (alogeniniu transplantantu) paruoštais 
mėginiais, kurie, priklausomai nuo tiriamosios grupės, buvo rehidruojami 
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fiziologiniame tirpale arba L-PRF eksudate (4.1.6.1 B pav.). Adaptuoti 
kaulo defekte L-PRF eksudatu rehidruoti mėginiai papildomai buvo užden-
giami paruoštomis L-PRF membranomis. Fiziologiniame tirpale rehidruotų 
mėginių uždengimui papildomų membranų nenaudota (4.1.6.2 pav). Trans-
plantantų atsitiktinės atrankos randomizacija atlikta tam skirta kompiuterine 
programa, prieinama internete http://www.randomization.com. 

 

 
 

4.1.6.1 pav. A – Paruošti standartizuoti triušio kaukolės skliauto kauliniai 
defektai; B – kauliniai defektai užpildyti fiziologiniame tirpale rehidruotais 

celiuliozės-µHA (kairėje) ir celiuliozės-nHA (dešinėje) kompozitiniais 
transplantantais. 

 
 
Transplantantų pozicionavimo kontrolei po operacijos atliktos kontro-

linės gyvūnų kaukolės skliautų rentgenogramos. Pooperaciniu periodu gy-
vūnai laikyti laboratoriniuose narveliuose, kontroliuojant aplinkos tempera-
tūrą bei dienos šviesos ir nakties ciklus. Gyvūnams maistas ir vanduo už-
tikrinti ad libitum. Skausmo kontrolei pirmąją savaitę kasdien tęstos bu-
prenorfino injekcijos. Gyvūnams antibiotikų neskirta. 
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4.1.6.2 pav. Viršuje – standartizuoti triušio kaukolės skliauto kauliniai 
defektai užpildyti fiziologiniu tirpalu rehidruotu kontroliniu alogeniniu 

transplantantu; apačioje – kauliniai defektai užpildyti L-PRF rehidruotais 
celiuliozės-nHA kompozitiniais transplantantais, uždengtais L-PRF 

membrana. 
 
Praėjus 4 ir 12 savaičių nuo transplantantų implantacijos, gyvūnams 

atlikta eutanazija, pradžioje į raumenis suleidžiant ketamino hidrochlorido 
(20 mg/kg) su ksilazino hidrochloridu (50 mg/kg) ir po 20 minučių į šoninę 
ausies veną suleidžiant 25 mg/kg natrio tiopentalio. Sisteminių toksinių 
efektų vertinimui atlikta kepenų ir inkstų histopatologinė analizė. Gausiai 
aušinant fiziologiniu tirpalu, kaulo pjūklu ekscizuoti kaukolės skliauto 
transplantantų ir aplinkinio kaulo bioptatai. Kaulo biopsijos analizuotos 
histologiškai ir µKT, vertinant transplantantų bioskaidumą ir naujo kaulo 
formavimąsi. 

 
4.1.7.  In vivo biopsijų µKT analizė 
 
Kaulo bioptatų µKT analizė atlikta mikrokompiuteriniu analizatoriumi 

µCT 35 (Scanco Medical AG, Bruttisellen, Šveicarija). Naudoti šie skena-
vimo parametrai: tūrinis vaizdo elemento dydis 15 µm, apžvalgos laukas 
30,72 mm, rentgeno įtampa 70 kVp, intensyvumas 114 µA, integracijos lai-
kas 800 ms. Struktūrinė naujai susiformavusių audinių analizė atlikta Scan-
co 6.0 programine įranga (Scanco Medical AG, Bruttisellen, Šveicarija). 
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Naujai susiformavusio kaulo ir likutinio transplantanto vertinimui nustatytas 
tiriamasis tūris (VOI), atsižvelgiant į cilindro defektų formą ir skersmenį 
(8,0 mm) bei per transplantanto storį išplečiant vertikalioje plokštumoje. 
Visų mėginių analizei naudotas vienodas standartizuotas VOI. µKT vertinti 
šie mikrostruktūriniai bioptatų parametrai: kaulo tūris (BV), bendrasis tūris 
(TV), kaulo tūrinė frakcija (BV/TV). Šių parametrų skaičiavimai atlikti 
pagal metodiką, aprašytą Silva ir kt. 2015 m. [195]. Mineralizuotų struktūrų 
(kaulo ir transplantanto) išskyrimui naudotas automatinės multislenkstinės 
segmentacijos metodas. Slenkstis susiformavusiam naujam kaului nustatytas 
prie 3044 Hounsfieldo vienetų (HU), slenkstis naujai susiformavusiam 
kauliui kartu su transplantantu – 2033 HU, taip segmentuojant ir išskiriant 
bioptato mineralizuotas struktūras, kaip aprašyta Calvo-Guirado ir kt. 2015 
m. [196].  

 
4.1.8.  In vivo biopsijų histologinė analizė 
 
Kaulo bioptatai fiksuoti 10 proc. formaldehido tirpale, laipsniškai dehid-

ruoti alkoholiuose ir įlieti į metilmetakrilato dervas. Mėginiai supjauti iki 
50–60 µm storio preparatų ir nudažyti solochromo cianino R dažais. Histo-
loginė analizė atlikta šviesiniu Eclipse E600 mikroskopu (Nikon, Tokijas, 
Japonija) su skaitmeniniu kalibruotu foto moduliu Nikon DS-5 M-L1 
Digital Sight Camera System (Nikon, Tokijas, Japonija).  

 
4.1.9.  Eksperimentinių in vitro ir in vivo tyrimų statistinė analizė 
 
In vitro tyrimuose atlikti 3 nepriklausomi eksperimentai, in vivo tyrimų 

µKT analizėje kiekvienoje grupėje vertinti 8 bandiniai. Rezultatai pateikti 
kaip vidurkis ± SN. Imties dydis nustatytas galios analizės metodu G*Power 
3 (Heinrich-Heine universitetas, Diuseldorfas, Vokietija) programiniu pa-
ketu, pasirinkus 90 proc. galią ir α = 0,05. In vitro tyrimų imties dydžio 
nustatymui naudoti pilotinių tyrimų, vertinančių 3 dienų ląstelių kultūrų 
metabolinį aktyvumą, rezultatai, in vivo tyrimams imtis nustatyta vertinant 
pilotinių tyrimų 12 savaičių biopsijų kaulo tūrinės frakcijos (BV/TV) re-
zultatus. 

Vienos krypties dispersine analize in vitro grupių viduje statistiškai reikš-
mingų skirtumų nenustatyta. Statistinė eksperimentinių in vitro tyrimų 
grupių analizė atlikta Bonferonio metodu. 

Statistinė in vivo tyrimų analizė atlikta, remiantis Stjudento t-testu ir 
vienfaktorine dispersine Student–Newman–Keuls analize. 
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Tiek in vitro, tiek in vivo studijoms taikytas p ≤ 0,05 reikšmingumo lyg-
muo. 

 
4.2.  Klinikiniai tyrimai 

 
4.2.1. Retinuotų apatinio žandikaulio trečiųjų krūminių dantų 
šalinimo sudėtingumo klasifikacija 
 
RAŽTKD šalinimo sudėtingumo klasifikacija pasiūlyta pagal literatūroje 

aprašomus svarbiausius RAŽTKD chirurginės operacijos eigą ir poopera-
cines išeitis įtakojančius faktorius, apimančius RAŽTKD etiologiją, kli-
nikinę anatomiją, diagnostinius metodus, RAŽTKD šalinimo indikacijas, 
chirurgines technikas, komplikacijas ir jų rizikos faktorius. Literatūros 
apžvalga ir autorių pasiūlyta RAŽTKD šalinimo sudėtingumo klasifikacija 
aprašyta Juodžbalio ir Daugėlos 2013 m. publikuotame straipsnyje [199]. 

 
4.2.2.  Retinuotų apatinio žandikaulio trečiųjų krūminių dantų 
šalinimo sudėtingumo klasifikacijos validacija 
 
Tyrimas atliktas siekiant validuoti pasiūlytą Juodžbalio ir Daugėlos 

RAŽTKD šalinimo sudėtingumo klasifikaciją [199]. RAŽTKD šalinimo 
sudėtingumo klasifikacijos validacijos tyrimas atliktas trijuose tyrimo 
centruose:  

1. Triesto universiteto (angl. University of Trieste, Triestas, Italija) Me-
dicinos, chirurgijos ir sveikatos mokslų klinikoje (1 centras). 

2. Lietuvos sveikatos mokslų universiteto (LSMU) Medicinos akade-
mijos Odontologijos fakulteto Veido ir žandikaulių chirurgijos klinikoje (2 
centras). 

3. Hesire klinikoje (Cassano allo Ionio, Italija) (3 centras). 
 
Šio darbo autorius dalyvavo ruošiant tyrimo protokolą ir koordinavo 

tyrimo vykdymą tyrimo centruose. 
Tyrimas registruotas ClinicalTrials.gov klinikinių tyrimų duomenų 

bazėje (identifikacinis nr. NCT02519426). Visi tyrime dalyvaujantys pa-
cientai pasirašė asmens informuoto susitikimo formą. 

 
Pacientai atrinkti, taikant šiuos įtraukimo į tyrimą kriterijus: 
1. Pacientų amžius ≥ 18 metų. 
2. Sveiki pacientai, kurių sveikatos indeksas pagal Amerikos anestezio-

logų draugijos (angl. American Society of Anesthesiologists) priešoperacinės 
fizinės būklės klasifikaciją (ASA) ≤ 2. 

38 
 



3. Pacientų KPKT ir (arba) OPG atlikta ne anksčiau nei 12 mėnesių iki 
operacijos. 

4. KPKT ir (arba) OPG stebimas visiškas 38 arba 48 danties šaknų 
susiformavimas. 

5. Paciento sutikimas dalyvauti tyrime ir pasirašyta asmens informuoto 
sutikimo forma. 
 

Taikyti šie atrankos atmetimo kriterijai: 
1. Daugiau nei 10 cigarečių per dieną surūkantys pacientai. 
2. Rentgenologiškai stebimas didesnis nei 1 cm skersmens lėtinio užde-

gimo židinys RAŽTKD ar gretimų dantų srityje. 
3. Ūmus uždegimas ir (ar) infekcija RAŽTKD ar gretimų dantų srityje. 
4. Kliniškai ar (ir) rentgenologiškai stebimi gerybiniai, piktybiniai ir 

nepatikslintos kilmės navikiniai dariniai RAŽTKD ar gretimų dantų srityje. 
5. Antrųjų apatinio žandikaulio krūminių dantų adentija. 
6. Pacientai, turintys sklaidos anomalijų, paveldimų ar sisteminių ligų. 
7. Pacientai, vartojantys vaistus, turinčius įtakos burnos mikrobiologinei 

pusiausvyrai, imuninei sistemai arba uždegiminiam atsakui (pvz., kortiko-
steroidus). 

8. Pacientai, kuriems, 24 mėnesių laikotarpiu iki operacijos taikytas 
chemoterapinis arba spindulinis gydymas. 

9. Pacientai, kuriems tyrime jau yra pašalintas priešingos pusės 
RAŽTKD. 

 
Vienas kalibruotas tyrėjas aklai vertino visų tirtųjų pacientų OPG ir / ar 

KPKT bei priskyrė kiekvieną planuojamą šalinti RAŽTKD tam tikrai grupei 
pagal Winter [197], Pell ir Gregory [198] klasifikacijas bei Juodžbalio ir 
Daugėlos RAŽTKD šalinimo sudėtingumo klasifikaciją [199]. 

Atrinktiems pacientams pagal standartizuotą chirurginį protokolą, apra-
šytą Farish ir Bouloux 2007 m. [200], atliktos vienpusės RAŽTKD šalinimo 
operacijos. Kiekviename tyrimo centre operacijas atliko po vieną patyrusį 
burnos chirurgą, turintį ne mažiau nei 5 metų klinikinę patirtį. 1 val. prieš 
operaciją pacientams buvo skirta antibiotikų (2000 mg amoksicilino arba 
500 mg klaritromicino, pacientams alergiškiems amoksicilinui) per os. Prieš 
pradedant chirurginę procedūrą, pacientai 1 minutę skalavo burną 0,2 proc. 
chlorheksidino digliukonato tirpalu.  

Operacijos trukmė skaičiuota nuo minkštųjų audinių incizijos momento 
iki visiško RAŽTKD pašalinimo ir operacinės žaizdos susiuvimo. Taip pat 
vertintos atliktos chirurginės manipuliacijos (lopo dizainas, osteotomija, ko-
ronektomija, šaknų sekcionavimas) ir galimos intraoperacinės komplikacijos 
(šaknies viršūnės lūžis, kraujavimas, c. mandibularis vientisumo pažeidi-
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mas, gretimų dantų pažeidimas, danties ar jo fragmentų migracija į minkš-
tuosius audinius, apatinio žandikaulio ar jo fragmentų lūžiai). 

Pooperaciniu laikotarpiu skausmo kontrolei pagal poreikį skirta 600 mg 
ibuprofeno, taip pat 2 savaitėms 2 kartus per dieną skirti antiseptiniai burnos 
skalavimai 0,2 proc. chlorheksidino digliukonato tirpalu, skalaujant po 1 
minutę. Siūlai pašalinti po 7 dienų, kartu įvertinant gijimą ir per pirmąją 
savaitę pasireiškusias pooperacines komplikacijas (alveolitą, operacinės 
srities infekcijas, hematomas, parestezijas). 

 
4.2.2.1.  Statistinė analizė 
 
Statistinė analizė atlikta SPSS 22.0 programiniu paketu (International 

Business Machines Corp., Armonk, North Castle, Niujorko valstija, JAV). 
RAŽTKD šalinimo procedūros trukmė pasirinkta pagrindiniu parametru 
vertinant RAŽTKD šalinimo sudėtingumą ir nustatant tyrimo imties dydį. 
Atlikus pilotinį tyrimą su 25 pacientais, išskirtos 2 grupės: 

• I grupė – Juodžbalio ir Daugėlos RAŽTKD šalinimo sudėtingumo 
klasifikacijos suminis balas ≤ 9; 

• II grupė – Juodžbalio ir Daugėlos RAŽTKD šalinimo sudėtingumo 
klasifikacijos suminis balas > 9. 

Pasirinkus 80 proc. galią ir α = 0,05, kiekvienai grupei apskaičiuotas 52 
pacientų imties dydis, tarp grupių esant 10 minučių su 18 minučių SN 
chirurginės procedūros trukmės skirtumui. 

Demografiniai ir klinikiniai duomenys aprašyti vidurkiu arba mediana ± 
SN. Kategoriniai duomenys pateikti dažnio lentelėse ir procentine išraiška. 
Statistinė tyrimo grupių analizė atlikta Kruskal-Wallis metodu, esant 
reikšmingumo lygmeniui p ≤ 0,05. 

 
4.2.3.  L-PRF įtakos gijimui vertinimas retinuotų apatinio 
žandikaulio trečiųjų krūminių dantų šalinimo operacijose 
 
Šis tyrimas atliktas siekiant įvertinti L-PRF poveikį RAŽTKD alveolių 

gijimui, pooperaciniam paciento diskomfortui ir alveolito pasireiškimui po 
RAŽTKD šalinimo operacijų. Tyrimas suplanuotas kaip prospektyvinis 
burnos padalijimo (angl. split-mouth) metodu atliktas atsitiktinės imties 
klinikinis tyrimas su pacientais, kuriems reikalingas abipusis RAŽTKD 
šalinimas. Tyrimas buvo atliktas Lietuvos sveikatos mokslų universiteto 
(LSMU) Medicinos akademijos Odontologijos fakulteto Veido ir žandi-
kaulių chirurgijos klinikoje. Tyrimas registruotas ClinicalTrials.gov kliniki-
nių tyrimų duomenų bazėje (identifikacinis nr. NCT03357484). Visi tyrime 
dalyvaujantys pacientai pasirašė asmens informuoto susitikimo formą. 
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4.2.3.1. Pacientų atranka 
 
Atlikus pilotinius tyrimus, Statistica 6.0 (Dell Software, Round Rock, 

Teksasas, JAV) programiniu paketu buvo atlikta imties dydžio nustatymo 
analizė. Skaičiavimai parodė, kad minimalus imties dydis yra n = 30, esant 
90 proc. galiai ir α = 5 proc.  

Pacientai atrinkti, taikant šiuos įtraukimo į tyrimą kriterijus: 
1. Nuo 18 iki 60 metų amžiaus, vyriškos ir moteriškos lyties pacientai. 
2. Sveiki pacientai, kurių sveikatos indeksas pagal Amerikos anestezio-

logų draugijos (angl. American Society of Anesthesiologists) priešoperacinės 
fizinės būklės klasifikaciją (ASA) ≤ 2. 

3. Vienos operacijos metu abiejose pusėse šalinami tik 38, 48 dantys. 
4. Rengenologiškai stebimas visiškas 38 ir 48 dantų šaknų susiforma-

vimas. 
5. Ūmaus uždegimo ir (arba) infekcijos nebuvimas RAŽTKD srityje. 
6. Pacientai, 4 savaičių laikotarpiu iki operacijos nenaudoję nesteroidinių 

vaistų nuo uždegimo ar kitų vaistų, galinčių turėti įtakos skausmo jutimui. 
7. Tokio pat sudėtingumo dvipusis RAŽTKD šalinimas pagal Pedersono 

klasifikaciją [201] bei Juodžbalio ir Daugėlos RAŽTKD šalinimo sudėtin-
gumo klasifikaciją [199]. 

8. Paciento sutikimas dalyvauti tyrime ir pasirašyta asmens informuoto 
sutikimo forma. 

 
Taikyti šie atrankos atmetimo kriterijai: 
1. Rūkantys pacientai. 
2. Didesnis nei 10 minučių RAŽTKD operacijos trukmės skirtumas to 

paties paciento skirtingose apatinio žandikaulio pusėse. 
3. To paties paciento skirtingų pusių RAŽTKD šalinimui naudotos skir-

tingos chirurginės manipuliacijos. 
4. Kliniškai ar (ir) rentgenologiškai stebimi gerybiniai, piktybiniai ir 

nepatikslintos kilmės navikiniai dariniai RAŽTKD ar gretimų dantų srityje. 
5. Rentgenologiškai stebimas didesnis nei 1 cm skersmens lėtinio užde-

gimo židinys RAŽTKD ar gretimų dantų srityje. 
6. Antrųjų apatinio žandikaulio krūminių dantų adentija. 
7. Pacientai, turintys sklaidos anomalijų, paveldimų ar sisteminių ligų. 
8. Pacientai, vartojantys vaistus, turinčius įtakos burnos mikrobiologinei 

pusiausvyrai, imuninei sistemai arba uždegiminiam atsakui (pvz., kortiko-
steroidus). 

9. Piktnaudžiavimas alkoholiu arba narkotikais. 
10. Nėščios arba krūtimi maitinančios moterys. 
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11. Nepakankamai bendradarbiaujantys arba tyrimo protokolo nesilai-
kantys pacientai. 

 
Prieš operaciją du kalibruoti tyrėjai aklai vertino visų tirtųjų pacientų 

OPG ir / ar KPKT bei priskyrė kiekvieną planuojamą šalinti RAŽTKD tam 
tikrai grupei pagal Pedersono [201] klasifikaciją bei Juodžbalio ir Daugėlos 
RAŽTKD šalinimo sudėtingumo klasifikaciją [199]. Į tyrimą įtraukti tik vie-
nodo sudėtingumo šalinamus 38, 48 dantis, vertinant pagal abi klasifika-
cijas, turintys pacientai. Diagnostinis atitikimas tarp tyrėjų ir tyrėjų viduje 
vertintas taikant svertinį Kappa indeksą. Nustatytas bendras svertinis Kappa 
indeksas tarp tyrėjų buvo 0,93, tyrėjų viduje – 0,95 (pirmam tyrėjui) ir 0,97 
(antram tyrėjui). 

Tyrimui atrinkti 34 pacientai, kuriems vienos procedūros metu atliktos 
abipusės RAŽTKD šalinimo operacijos. Pooperaciniu periodu 4 pacientai 
neatvyko į numatytas apžiūras. Galutiniam vertinimui analizuoti 30 pacientų 
duomenys (4.2.3.1.1 pav.). 
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4.2.3.1.1 pav. Tyrimo pacientų atrankos schema. 
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4.2.3.2. L-PRF paruošimas 
 
L-PRF buvo paruoštas pagal Choukroun ir kt. 2001 m. aprašytą protokolą 

[185]. Prieš chirurginę procedūrą, laikantis aseptikos ir antiseptikos rei-
kalavimų, pacientams iš vidurinės alkūnės venos į du 9 ml talpos silicio 
dioksidu dengtus mėgintuvėlius (Intra-Lock International, Boca Raton, 
Florida, JAV) paimta veninio kraujo. Mėgintuvėliai centrifuguoti EBA 20 
centrifugoje (Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Vokietija) 
12 min. 2800 apsukų per minutę režimu. Po centrifugavimo L-PRF buvo at-
skirtas nuo raudonųjų kraujo kūnelių bazės (4.2.3.2.1 pav.) ir perkeltas 
saugoti į paruošimo dėžutę PRF & growth factor-rich fibrin (GRF) box 
(Osung Mnd Company, Gimpo, Pietų Korėja), nespaudžiant į membranas ar 
cilindrus [194]. 

 

 
 

4.2.3.2.1 pav. A – žmogaus L-PRF, po centrifugavimo sukibęs 
su raudonaisiais kraujo kūneliais; B – nuo raudonųjų kraujo kūnelių bazės 

atskirtas žmogaus L-PRF. 
 
4.2.3.3. Chirurginės procedūros 
 
Abipusės RAŽTKD šalinimo operacijos (4.2.3.3.1 pav.) atliktos vieno 

patyrusio burnos chirurgo, turinčio daugiau nei 5 metų klinikinę patirtį, 
pagal standartizuotą chirurginį protokolą, aprašytą Farish ir Bouloux 
2007 m. [200]. 1 val. prieš operaciją ir 6 val. po jos pacientams buvo skirta 
antibiotikų (600 mg klindamicino) per os. Prieš pradedant chirurginę pro-
cedūrą, pacientai 1 minutę skalavo burną 0,2 proc. chlorheksidino digliuko-
nato tirpalu.  

Dantų šalinimui naudotos šios chirurginės manipuliacijos: paprasta dan-
ties mobilizacija elevatoriais ir (arba) replėmis, koronektomija, šaknų sek-
cionavimas, incizija ir gleivinės – antkaulio lopo atkėlimas, osteotomija. 
Pašalinus RAŽTKD ir revizavus alveolę (4.2.3.3.1 B pav.), vienos pusės 
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alveolė užpildyta dviem L-PRF krešuliais (L-PRF grupė; 4.2.3.3.1 C pav.), 
tam pačiam pacientui atlikus priešingos pusės RAŽTKD šalinimą, alveolėje 
leista susiformuoti natūraliam kraujo krešuliui (kontrolinė grupė). L-PRF 
priskyrimas tam tikrai alveolei pasirinktas atsitiktinės atrankos užklijuotų 
nepermatomų vokų metodu. Operacinės žaizdos susiūtos Atramat 5–0 poli-
glaktino (Internacional Farmacéutica, Meksikas, Meksika) siūlais (4.2.3.3.1 
D pav.). Pacientai nežinojo, kuri pusė buvo priskirta L-PRF, o kuri – 
kontrolinei grupei. 

 

 
 

4.2.3.3.1 pav. A – atkeltas gleivinės ir antkaulio lopas retinuoto 48 danties 
srityje; B – po danties pašalinimo atlikta alveolės revizija; C – alveolė 

užpildyta dviem L-PRF krešuliais; D – operacinės žaizdos susiuvimas 5–0 
poliglaktino siūlais. 
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38 ir 48 dantų šalinimo operacijos trukmė skaičiuota kiekvienam dančiui 
atskirai nuo minkštųjų audinių incizijos momento iki visiško RAŽTKD 
pašalinimo ir operacinės žaizdos susiuvimo. Tyrime dalyvavo tik tie pa-
cientai, kurių RAŽTKD operacijos trukmė, šalinant to paties paciento skir-
tingų pusių RAŽTKD, skyrėsi mažiau nei 10 minučių. To paties paciento 
skirtingų pusių RAŽTKD šalinimui taip pat turėjo būti naudojamos vieno-
dos chirurginės manipuliacijos. 

Pooperaciniu laikotarpiu skausmo kontrolei pagal poreikį skirta 8 mg 
lornoksikamo, taip pat 3 kartus per dieną skirti antiseptiniai burnos ska-
lavimai 0,2 proc. chlorheksidino digliukonato tirpalu, skalaujant po 1 mi-
nutę ir skalavimus tęsiant 2 savaites. Pacientams žodžiu ir raštu paruoštose 
specialiose atmintinėse buvo paaiškintas pooperacinis režimas. Siūlai paša-
linti praėjus 7 dienoms po operacijos. 

Pooperaciniu laikotarpiu vertintas minkštųjų audinių gijimas, alveolito 
pasireiškimas, skausmas ir veido tinimas. 

 
4.2.3.4. Minkštųjų audinių gijimo vertinimas 
 
Operacinės žaizdos minkštųjų audinių gijimas vertintas modifikuotu 

minkštųjų audinių gijimo indeksu (HI) [202]. HI susideda iš 4 vertinamų 
parametrų: kraujavimo, pūliavimo, gyjančių audinių spalvos ir konsisten-
cijos. Kiekvienas parametras vertintas balais nuo 1 iki 3, taip HI bendroms 
vertėms varijuojant nuo 4 balų, rodančių puikų gijimą, iki 12 balų, rodančių 
labai blogą gijimą. HI vertintas aklai vieno operacijoje nedalyvavusio tyrėjo 
1-ą, 3-ą, 7-ą ir 14-ą dienomis po operacijos. 

Likus vienai savaitei iki tyrimo pradžios, HI vertinęs tyrėjas atliko kalib-
raciją penkiems pilotiniams pacientams, neįtrauktiems į tiriamųjų grupę, du 
kartus atlikdamas HI vertinimą. Diagnostinis atitikimas tyrėjo viduje ver-
tintas taikant svertinį Kappa indeksą ir sudarė 0,87. 

 
4.2.3.5. Alveolitas 
 
Alveolitas nustatytas, ankstyvuoju pooperaciniu laikotarpiu pasireiškiant 

alveolės kraštų paraudimui ir pasikartojančiam, didėjančio intensyvumo 
tvinksinčiam skausmui pašalinto danties srityje, kurio nepalengvina 
vartojami analgetikai. Skausmas pasireiškia su arba be halitozės, pašalinto 
danties alveolėje iš dalies arba visiškai netekus kraujo krešulio [203, 204]. 
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4.2.3.6. Skausmo vertinimas 
 
Skausmas vertintas vizualinėje analoginėje skausmo skalėje (VAS) [205] 

pacientams išdalytose anketose. Kiekvieną pirmos pooperacinės savaitės 
dieną pacientai grafinėje VAS skalėje žymėjo tos dienos skausmo inten-
syvumą balais nuo 0 iki 10. Kairėje grafinės skalės pusėje esantis 0 žymėjo 
visišką skausmo nebuvimą, o dešinėje pusėje esantis balas 10 – didžiausią, 
nepakeliamą, kankinantį skausmą. Pacientai kiekvienos apatinio žandikaulio 
pusės skausmo intensyvumą vertino atskirai, nežinodami, kurios pusės 
RAŽTKD šalintas L-PRF, o kurios – kontrolinėje grupėje. 

 
4.2.3.7. Veido tinimo vertinimas 
 
Veido tinimas vertintas aklai vieno operacijoje nedalyvavusio tyrėjo 1-ą, 

3-ą ir 7-ą dienomis po operacijos, apytiksliai tuo pačiu dienos metu. Pa-
cientai buvo sodinami atpalaiduotoje padėtyje, apatinio žandikaulio kūną 
pozicionuojant lygiagrečiai grindims. Veido tinimas vertintas atliekant 
dviejų krypčių veido matavimus netampria, kas 0,5 mm graduota matavimo 
juosta, kaip aprašyta Rakprasitkul ir Pairuchvej 1997 m. [206]: 
•   Vertikalioje plokštumoje matuotas atstumas nuo akies vokų šoninės 

komisūros iki labiausiai atsikišusio apatinio žandikaulio kampo taško 
(lot. gonion); 

•   Horizontalioje plokštumoje matuotas atstumas nuo distaliausio ausies 
kramslio taško iki tos pačios veido pusės lūpų komisūros. 
 
Veido tinimo skaitinė reikšmė apskaičiuota kaip šių dviejų matavimų 

vidurkis milimetrais (4.2.3.7.1 pav.). Kiekvienos pusės priešoperacinių 
matmenų vidurkiai laikyti pradinėmis tinimo skaitinėmis reikšmėmis. 

Likus vienai savaitei iki tyrimo pradžios, veido tinimą vertinęs tyrėjas 
atliko kalibraciją penkiems pilotiniams pacientams, neįtrauktiems į tiria-
mųjų grupę, du kartus atlikdamas veido tinimo vertinimą. Diagnostinis atiti-
kimas tyrėjo viduje vertintas taikant svertinį Kappa indeksą ir sudarė 0,82. 
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4.2.3.7.1 pav. Veido tinimas apskaičiuotas, išmatavus atstumus A–B ir C–D 
milimetrais, pagal formulę (AB+CD)/2. 

 
4.2.3.8. Statistinė analizė 
 
Statistinė analizė atlikta SPSS 22.0 programiniu paketu (International 

Business Machines Corp., Armonk, North Castle, Niujorko valstija, JAV). 
Demografiniai ir klinikiniai duomenys aprašyti vidurkiu arba mediana ± SN. 
Duomenų pasiskirstymas vertintas Kolmogorovo ir Smirnovo testu. 
Kiekybinių dydžių pasiskirstymas neatitiko normaliojo skirstinio, todėl 
p reikšmės apskaičiuotos neparametriniais testais. Skirtumai tarp dviejų 
nepriklausomų grupių vidurkių vertinti Mann-Whitney U testu. Priklausomi 
kintamieji vertinti Wicoxon testu. Skirtumai laikyti statistiškai reikšmingais, 
esant reikšmingumo lygmeniui p ≤ 0,05. 

 
  

48 
 



5. REZULTATAI 
 

5.1. In vitro ir in vivo tyrimų rezultatai 
 

5.1.1.  Kompozitinių celiuliozės karkasų su nHA ir µHA užpildais 
struktūrinė analizė  
 
Celiuliozės-HA kompozitiniai karkasai paruošti regeneruojant acetil-

celiuliozę (Sigma-Aldrich, Sent Luisas, Misūris, JAV) acetono tirpale ir pa-
ruošimo metu į celiuliozės gelį mechaniškai įterpiant nHA arba µHA už-
pildų daleles. Didelio porėtumo celiuliozės-nHA ir celiuliozės-µHA karkasų 
paruošimui naudota liofilizacijos metodika, aprašyta Petrauskaitės ir kt. 
2008 m. [68].  

Celiuliozės, nHA, µHA bei celiuliozės-nHA ir celiuliozės-µHA kompo-
zitų infraraudonųjų spindulių (IR) sugerties analizės duomenys pateikiami 
5.1.1.1 pav. IR spektruose aptikta plati absorbcijos juosta 3500–3200 cm-1 

srityje leidžia identifikuoti hidroksilo (OH) grupes grynoje celiuliozėje 
(5.1.1.1 A-e pav.) ir celiuliozės-HA kompozitiniuose karkasuose (5.1.1.1 A-
e ir 5.1.1.1 A-d pav.). Stebima absorbcijos smailė ties 2893 cm–1, kuri pri-
skiriama CH2 grupėms, o asimetrinė virpesių smailė ties 1159 cm–1 – C-O-C 
grupėms. 1024 cm–1 ir 1069 cm–1 virpesių smailės priskiriamos C-O gru-
pėms. Vertinti nHA ir µHA spektrai atitiko hidroksiapatitui būdingas ab-
sorbcijos smailes. Absorbcijos smailės ties 3571 cm–1 ir 633 cm–1 nustatytos 
dėl OH grupės virpesių. 1092 cm–1, 1044 cm–1 ir 962 cm–1 smailės priski-
riamos P-O virpesiams, o 603 cm–1, 568 cm–1 ir 474 cm–1 smailės – O-P-O 
virpesiams. Nustatyti panašūs tiek µHA (5.1.1.1 A-a pav.), tiek nHA 
(5.1.1.1 A-b pav.) IR sugerties spektrai. HA dalelėms būdingos absorbcijos 
smailės stebimos ir tirtuose celiuliozės-µHA (5.1.1.1 A-c pav.) bei celiu-
liozės-nHA (5.1.1.1 A-d pav.) kompozitiniuose karkasuose.  

Skenuojančiu elektroniniu dispersiniu spektroskopu (SEM-EDS) atlikta 
karkasų paviršiaus elementinė analizė parodė pagrindinių HA elementų 
(kalcio (Ca) ir fosforo (P)) bei pagrindinio celiuliozės elemento (anglies 
(C)) pasiskirstymą karkasų paviršiuje (5.1.1.1 B, C pav.). Abiejų tipų kom-
pozitiniuose karkasuose nustatytas tolygus HA dalelių pasiskirstymas ce-
liuliozės matricoje bei skirtingo laipsnio HA dalelių aglomeracija. HA da-
lelės buvo linkusios labiau aglomeruoti celiuliozės-µHA nei celiuliozės-
nHA karkasuose. 
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5.1.1.1 pav. Infraraudonosios sugerties spektrometrinė analizė.  
A – IR sugerties spektrai: (a) µHA, (b) nHA, (c) celiuliozė-µHA, (d) 

celiuliozė-nHA, (e) celiuliozė. Apačioje pateikiami SEM-EDS elementinės 
analizės vaizdai: B – celiuliozė-nHA, C – celiuliozė-µHA. 

IR – infraraudonieji spinduliai; SEM-EDS – skenuojamoji elektroninė dispersinė 
spektroskopija; celiuliozė-nHA – celiuliozės ir nanohidroksiapatito kompozitinis karkasas; 

celiuliozė-µHA – celiuliozės ir mikrohidroksiapatito kompozitinis karkasas;  
celiuliozė – celiuliozės karkasas. 

 

50 
 



Rentgeno difrakcinė analizė tirtiesiems kompozitiniams karkasams paro-
dė amorfinei celiuliozei būdingus difrakcinius maksimumus prie 12,4°, 
20,7°, 21,1° ir 34,9° (5.1.1.2 a pav.), ir hidroksiapatitui būdingus difrak-
cinius maksimumus prie 25,9°, 31,8°, 32,2°, 34,1°, 46,7° ir 49,6°, esant 2 Θ 
laipsnių difrakcijos kampui (5.1.1.2 b, c pav.).  

 

 
5.1.1.2 pav. Rentgeno difrakcinės analizės kreivės: (a) celiuliozė, (b) 

celiuliozė-nHA; (c) celiuliozė-µHA. 
Celiuliozė – celiuliozės karkasas; celiuliozė-nHA – celiuliozės ir nanohidroksiapatito 

kompozitinis karkasas; celiuliozė-µHA – celiuliozės ir mikrohidroksiapatito kompozitinis 
karkasas. 

 
Kompozitinių celiuliozės-nHA ir celiuliozės-µHA karkasų µKT analizės 

dvimatės ir trimatės mikrotomogramos bei trimatės analizės struktūriniai 
parametrai pateikiami (5.1.1.3 pav.). µKT analizėje nustatyta struktūrinių 
skirtumų tarp celiuliozės-nHA ir celiuliozės-µHA karkasų. Celiuliozės-nHA 
karkasuose rastas mažesnis karkasų medžiagos tūris, didesnis porėtumas ir 
didesnis savitasis paviršiaus plotas, palyginti su celiuliozės-µHA karkasais. 
Visi šie skirtumai buvo statistiškai reikšmingi. Abiejuose karkasuose nu-
statyta porėta vidinė struktūra su susisiekiančiomis vidinėmis poromis. 
Vidutinis porų skersmuo celiuliozės-nHA karkasuose buvo 490 ± 94 µm, o 
celiuliozės-µHA karkasuose – 540 ± 132 µm. 
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5.1.1.3 pav. Celiuliozės-nHA (a) ir celiuliozės-µHA (b) kompozitų 
mikrokompiuterinės tomografijos analizė. Pateikiamas abiejų kompozitų 

procentinis karkaso medžiagos tūris (Xv), porėtumas (P), savitasis 
paviršiaus plotas (SS) ir vidutinis karkaso elementų storis (L). 

*Statistiškai reikšmingas skirtumas, palyginti su celiuliozės-µHA kompozitu; 
skliausteliuose pateikiamas standartinis nuokrypis. 

 
5.1.2.  Karkasų in vitro citotoksiškumo analizė 

 
Eksperimentinių celiuliozės-µHA ir celiuliozės-nHA kompozitinių kar-

kasų citotoksiškumas vertintas ant karkasų užsėjant žmogaus osteoblastinių 
ląstelių kultūras (Mg-63, ATCC numeris CRL-1427). 7 dienų laikotarpiu 
numatytais laiko periodais vertinta ląstelių adhezija, proliferacija ir 
funkcinis aktyvumas. 

Ląstelių adhezija ir pasiskirstymas vertintas SEM, praėjus 24 valandoms 
po užsėjimo (5.1.2.1 viršutinis pav.). Celiuliozės-µHA karkasuose ląstelių 
pasiskirstymas daugiausia koncentravosi ties µHA dalelių aglomeratais 
(5.1.2.1 A, B pav.). Didelio didinimo vaizduose stebėtos µHA dalelių link 
formuojamos trumpos ląstelių citoplazmos išaugos (5.1.2.1 C pav.). Priki-
busių ląstelių forma – apvali ir sferinė, su nedideliu citoplazmos plitimu. 
Celiuliozės-nHA karkasų paviršiuje stebėtas tolygesnis ląstelių pasiskirsty-
mas (5.1.2.1 D pav.). Taip pat stebėtas aktyvesnis ląstelių plitimas, atitin-
kamai vyraujant apvalios ir labiau elonguotos formos ląstelėms. Nors, kaip 
ir celiuliozės-µHA atveju, nustatyta apvalios formos ląstelių, dauguma ce-
liuliozės-nHA karkasuose stebėtų ląstelių buvo plokštesnės ir daugiakampės 
morfologijos su didesniu citoplazmos plitimu (5.1.2.1 E pav.). Didelio didi-
nimo vaizduose stebėtos gausios, storesnės ir ilgesnės ląstelių filopodijos 
(5.1.2.1 F pav.). 
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MTT analizės metodu nuo 1 iki 7 dienos po užsėjimo nustatyta aktyvi 
ląstelių proliferacija tiek abiejuose eksperimentiniuose, tiek kontroliniame 
transplantante. Celiuliozės-µHA karkasų MTT redukcija buvo mažesnė nei 
kontrolinės medžiagos. Tačiau celiuliozės-nHA karkasai pasižymėjo dides-
niu metaboliniu aktyvumu ir statistiškai reikšmingai didesnėmis MTT reikš-
mėmis, palyginti su kontroliniais ir celiuliozės-µHA karkasais, 3-ą ir 7-ą 
dienomis po užsėjimo (5.1.2.1 apatinis pav.). 
 

 
 

5.1.2.1 pav. Viršuje – SEM mikrografijos: A–C celiuliozės-µHA,  
D–F celiuliozės-nHA karkasai, užsėti žmogaus osteoblastinėmis ląstelėmis, 
24-ą valandą po kultivavimo. Skalė atitinka: 25 µm (A ir D), 10 µm (B ir E), 

4 µm (C ir F). Apačioje – žmogaus osteoblastinių ląstelių gyvybingumo ir 
proliferacijos vertinimo geltonojo tetrazolio druskų redukcijos (MTT)  

metodu grafikas 1-ą, 3-ą ir 7-ą kultivavimo dienomis. 
*Statistiškai reikšmingas skirtumas, palyginti su kontrole.  

**Statistiškai reikšmingas skirtumas, palyginti su celiuliozės-µHA karkasais. 
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Ląstelių funkcinis aktyvumas buvo analizuojamas 7-ą dieną po užsėjimo 
vertinant ALP aktyvumą ir tam tikrų už osteoblastų funkciją atsakingų genų 
raišką: Runx-2, ALP, BMP-2 ir Col I (5.1.2.2 pav.). Ant celiuliozės-nHA 
karkasų kultivuotos ląstelės pasižymėjo statistiškai reikšmingai didesne 
Runx-2, ALP ir BMP-2 genų raiška, palyginti su ant celiuliozės-µHA ir 
kontrolinių karkasų kultivuotomis ląstelėmis. 7-ą kultivavimo dieną celiu-
liozės-nHA karkasų ląstelėms taip pat nustatytas statistiškai reikšmingai 
didesnis ALP aktyvumas. Vertinant celiuliozės-µHA ir kontrolinių karkasų 
ląstelių genų raišką ir ALP aktyvumą, statistiškai reikšmingų skirtumų 
negauta. 

 

 
 

5.1.2.2 pav. Viršuje – ant eksperimentinių ir kontrolinių karkasų kultivuotų 
žmogaus osteoblastinių ląstelių genų raiška 7-ą dieną po užsėjimo.  

Apačioje – šarminės fosfatazės (ALP) aktyvumas ant eksperimentinių ir 
kontrolinių karkasų kultivuotų žmogaus osteoblastinių ląstelių kultūrose 3-ą 

ir 7-ą dieną po užsėjimo. 
*Statistiškai reikšmingas skirtumas, palyginti su kontrole. 
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5.1.3.  In vivo tyrimų rezultatai 
 

Pooperaciniu laikotarpiu eksperimentiniams gyvūnams nerimo ar streso 
simptomų nestebėta. Visi operuoti gyvūnai išgyveno, operacinės žaizdos 
gijo be komplikacijų. Numatytais laiko intervalais gyvūnams atlikus euta-
naziją, atlikta sisteminė nekropsija. Nenustatyta jokių tirtųjų transplantantų 
sukeltų lokalių ar sisteminių patologinių pažeidimų. 

Naujai susiformavusio kaulo tiriamajame tūryje (VOI) vertinimui, atlikta 
triušių kaukolės skliauto biopsijų mikrotomografinė segmentinė analizė 
(5.1.3.1 ir 5.1.3.2 pav.). Naujai susiformavusio kaulo (tamsiai geltona spal-
va) ir likutinio karkaso (šviesiai geltona spalva) išskyrimui naudoti segmen-
tiniai slenksčiai. Kontrolinės grupės 4 savaičių biopsijų mikrotomografi-
niuose vaizduose (5.1.3.1 pav.) nustatytas minimalus naujų plonų kaulo 
trabekulių formavimasis defekto kraštuose su aiškiai išskiriamomis defekto 
ribomis. Dvimatėse ir trimatėse mikrotomogramose naujo kaulo forma-
vimosi sritys buvo netolygios ir nutrūkstančios ties savo kaulo ir kontrolinės 
grupės karkasų riba. Celiuliozės-µHA ir celiuliozės-nHA karkasų grupės 
pasižymėjo didesne kaulo formavimosi indukcija ir geresne karkaso integ-
racija į savą kaulinį audinį, aplink karkasą tolygiai formuojantis minerali-
zuotam audiniui. Celiuliozės-nHA karkasų mikrotomogramų dvimačių 
vaizdų rekonstrukcijose stebėta osteokondukcija – nuo defekto ribos 
centrinės karkaso dalies link vykstantis naujo kaulo formavimasis. 4 savai-
čių biopsijų L-PRF grupėse visų tipų karkasams nustatytas didesnis naujo 
kaulo formavimasis. L-PRF rehidruotų ir L-PRF membranomis padengtų 
karkasų grupėse stebėtas didesnis mineralizuoto audinio formavimasis kar-
kasų ir defekto riboje. Tarp visų tirtųjų 4 savaičių biopsijų, celiuliozės-µHA 
+ L-PRF ir celiuliozės-nHA + L-PRF grupėse stebėtas nuo defekto kraštų 
transplantantų centro link plintantis ir labiausiai subrendęs trabekulinio 
kaulo tinklas, susiliejantis su likutine karkasų matrica. 

12 savaičių biopsijų mikrotomogramose stebėta visų tirtųjų karkasų 
padidėjusi integracija į savą kaulą, palyginti su 4 savaičių biopsijomis. 
Kontroliniai karkasai buvo visiškai integruoti į savą kaulą, tačiau, priešingai 
nei eksperimentiniuose celiuliozės kompozitiniuose karkasuose, kontro-
linėje grupėje nestebėta ryškesnio naujo kaulo įaugimo į kontrolinių karkasų 
vidų. 12 savaičių visų tipų transplantantuose su L-PRF stebėtas didesnis 
naujo kaulo formavimasis. 12 savaičių kontrolinėje + L-PRF grupėje nu-
statytas dalinis naujo kaulo įaugimas transplantanto viduje. Palyginti su 
kontrole + L-PRF, celiuliozės-µHA + L-PRF grupėje naujo kaulo įaugimas į 
karkaso vidų buvo didesnis, o celiuliozės-nHA + L-PRF grupės biopsijose 
stebėtas viso karkaso peraugimas savu kaulu. 
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5.1.3.1 pav. Triušių kaukolės skliauto 4 savaičių biopsijų mikrokompiuterinės tomografijos trimatės (viršutinėje 

eilėje) ir dvimatės (apatinėje eilėje) mikrotomogramos. Trimatėse mikrotomogramose tamsiai geltona spalva 
pažymėtas naujai susiformavęs kaulas, šviesiai geltona spalva – likutinis karkasas. Matavimo skalė atitinka 3 mm.
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5.1.3.2 pav. Triušių kaukolės skliauto 12 savaičių biopsijų 
mikrokompiuterinės tomografijos trimatės mikrotomogramos. Tamsiai 
geltona spalva pažymėtas naujai susiformavęs kaulas, šviesiai geltona 

spalva – likutinis karkasas. Matavimo skalė atitinka 3 mm. 
 
Patvirtindama rastus kokybinius mikrotomografinius duomenis, kieky-

binė kaulo tūrinės frakcijos (BV/TV) analizė (5.1.3.3 pav.) visiems 
tirtiesiems karkasams parodė didesnį 12 savaičių BV/TV santykį, palyginti 
su 4 savaičių biopsijomis (p = 0,001). Abiejų tipų celiuliozės kompoziti-
niams karkasams nustatytas didesnis BV/TV santykis nei kontrolinės grupės 
karkasams abiem tirtais laiko intervalais (p = 0,001). Tiek 4, tiek 12 savaičių 
biopsijose visų tipų karkasų su L-PRF biopsijose nustatyta statistiškai 
reikšmingai didesnė kaulo tūrinė frakcija nei tų pačių tipų karkasams re-
hidruotiems fiziologiniu tirpalu (p < 0,05). 12 savaičių biopsijose celiulio-
zės-nHA + L-PRF grupėje nustatytas didžiausias BV/TV santykis, kuris 
statistiškai reikšmingai skyrėsi nuo celiuliozės-µHA + L-PRF ir kitų eks-
perimentinių grupių kaulo tūrinės frakcijos (p = 0,001). 

 
 
 
 
 

57 
 



 
 

5.1.3.3 pav. Triušių kaukolės skliauto 4 ir 12 savaičių biopsijų tiriamojo 
tūrio kaulo tūrinės frakcijos (BV/TV) analizė. 

*Statistiškai reikšmingas skirtumas tarp to paties tipo transplantanto su L-PRF. 
**Statistiškai reikšmingas skirtumas, palyginti su kontrole. 

#Statistiškai reikšmingas skirtumas, palyginti su 12 savaičių celiuliozės-µHA + 
L-PRF grupe. 

 
Kaulo biopsijų histologinėje analizėje vertintas transplantantų – savo 

kaulo ribos histologinis vaizdas bei kaulo įaugimas į karkasų vidų. 4 sa-
vaičių biopsijose (5.1.3.4 pav.) kontrolinės medžiagos karkasų ir savo kaulo 
riboje stebėta fibrozinio audinio jungtis su vos matomu naujai mineralizuoto 
audinio formavimusi kontrolinių transplantantų kraštuose. Abiejų tipų tirti 
celiuliozės kompozitiniai karkasai 4 savaičių biopsijose turėjo geresnę in-
tegraciją, su defekto kraštais sudarydami kaulinę jungtį. Stebėtas trabeku-
linio kaulo įaugimas į celiuliozės kompozitinių karkasų poras. 4 savaičių 
biopsijose visų tipų karkasams su L-PRF stebėta geresnė integracija su savu 
kaulu nei tų pačių tipų karkasams, rehidruotiems fiziologiniu tirpalu. 
Kontrolinėje grupėje L-PRF padidino kaulo apoziciją karkaso – defekto 
krašto riboje, o celiuliozės-µHA + L-PRF ir celiuliozės-nHA + L-PRF gru-
pėse stebėtas susiformavęs tankesnis kaulo trabekulių tinklas. 
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5.1.3.4 pav. Triušių kaukolės skliauto 4 savaičių biopsijų histologinė 

analizė. Matavimo skalė atitinka 150 µm. 
*Kaulinis audinys. #Karkasas. 

 
Histologiškai analizuojant 12 savaičių biopsijas (5.1.3.5 pav.), visose 

tirtose grupėse stebėtas didesnis kaulo formavimasis, palyginti su 4 savaičių 
biopsijomis. 12 savaičių kontrolinės grupės biopsijose patvirtintas mik-
rotomogramose matytas tęstinis naujo mineralizuoto audinio formavimasis 
karkaso – savo kaulo riboje ir osteokondukcijos požymiai, naujam kaului 
įaugant transplantanto kraštuose. Abiejų tipų celiuliozės kompozitiniuose 
karkasuose patvirtintas naujo kaulo formavimasis karkasų porose ir kartu 
vykstantis karkasų irimas. Palyginti su fiziologiniame tirpale rehidruotais 
kontroliniu ir abiejų tipų celiuliozės kompozitiniais karkasais, 12 savaičių tų 
pačių tipų transplantantų L-PRF grupėse stebėtas didesnis kaulo įaugimas ir 
geresnė trabekulinė kaulo struktūrinė organizacija. Didžiausias naujo kaulo 
formavimasis ir tankiausias kaulo trabekulių tinklas stebėtas celiuliozės-
nHA + L-PRF grupėje. 
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5.1.3.5 pav. Triušių kaukolės skliauto 12 savaičių biopsijų histologinė 

analizė. Matavimo skalė atitinka 150 µm. 
*Kaulinis audinys. #Karkasas. 

 
 

5.2. Klinikinių tyrimų rezultatai 
 

5.2.1.  Retinuotų apatinio žandikaulio trečiųjų krūminių dantų 
šalinimo sudėtingumo klasifikacija 
 
RAŽTKD šalinimo sudėtingumo klasifikacija, sudaryta atsižvelgiant į 

literatūroje aprašomus svarbiausius anatominius ir diagnostinius kriterijus, 
turinčius įtakos RAŽTKD šalinimo operacijos planavimui, eigai ir poope-
racinėms išeitims. Klasifikacija, aprašyta Juodžbalio ir Daugėlos 2013 m. 
[199] publikuotame straipsnyje, pateikiama 5.2.1.1 lentelėje. 

Pasiūlyta RAŽTKD šalinimo sudėtingumo klasifikacija aprašo RAŽTKD 
santykį su gretimomis anatominėmis struktūromis: apatinio žandikaulio 
šaka, antruoju apatiniu krūminiu dantimi, alveolės ketera, apatinio žandi-
kaulio kanalu ir RAŽTKD erdvinę padėtį žandikaulyje. RAŽTKD vertini-
mas atliekamas kliniškai bei vertinant OPG ir (arba) KPKT duomenis. 
Klasifikacijoje nurodoma: 

• RAŽTKD mediodistalinė padėtis antrojo krūminio danties (M) ir apa-
tinio žandikaulio šakos (R) atžvilgiu. 

• RAŽTKD vainikinė – šaknies padėtis alveolinės keteros (A) ir apatinio 
žandikaulio kanalo (C) atžvilgiu. 
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5.2.1.1 lentelė. Apatinio žandikaulio trečiųjų krūminių dantų šalinimo sudėtingumo klasifikacija. 
Apatinio trečiojo 

krūminio danties pozicija 
Galimas intervencijos rizikos laipsnis (balas) 

Įprastas (0) Nesudėtingas (1) Vidutinis (2) Sudėtingas (3) 
Mediodistalinė padėtis antrojo krūminio danties (M) ir apatinio žandikaulio šakos (R) atžvilgiu 

Padėtis antrojo krūminio 
danties atžvilgiu (M) 

Vainiko pozicija ties 
arba aukščiau antrojo 

krūminio danties 
ekvatoriaus 

Vainiko pozicija tarp antrojo 
krūminio danties ekvatoriaus 
ir šaknies vainikinio trečdalio 

Vainiko / šaknų pozicija ties 
viduriniu antrojo krūminio 

danties šaknų trečdaliu 

Vainiko / šaknų pozicija ties 
viršūniniu antrojo krūminio 

danties šaknų trečdaliu 

Padėtis apatinio žandikaulio 
šakos atžvilgiu (R) 

Pakankamai vietos 
dantų lanke 

Dalinė retencija apatinio 
žandikaulio šakoje 

Visiška retencija apatinio 
žandikaulio šakoje 

Visiška retencija apatinio 
žandikaulio šakoje 

distoanguliarinėje arba 
horizontalioje pozicijoje 

Vainikinė – šaknies padėtis alveolinės keteros (A) ir apatinio žandikaulio kanalo (C) atžvilgiu 
Padėtis alveolinės keteros 
(nuo aukščiausio taško iki 
danties) atžvilgiu (A) 

Visiškai išdygęs dantis 
Dalinė retencija, tačiau danties 

vainiko ekvatorius yra virš 
alveolinės keteros 

Dalinė retencija, tačiau danties 
vainiko ekvatorius yra žemiau 

alveolinės keteros 
Visiška retencija 

Padėtis apatinio žandikaulio 
kanalo (nuo žemiausio 
danties taško) atžvilgiu (C) 

≥ 3 mm nuo apatinio 
žandikaulio kanalo 

< 3 mm nuo apatinio 
žandikaulio kanalo, kontaktas 
ar išsikišimas į kanalą, stebima 

intaktiška kanalo siena 

Kontaktas ar išsikišimas į 
apatinio žandikaulio kanalą, 

intaktiškos kanalo sienos 
nestebima 

Šaknys apsupa apatinio 
žandikaulio kanalą 

Skruosto – liežuvinė padėtis apatinio žandikaulio skruostinės ir liežuvinės sienelių (B) atžvilgiu 
Padėtis apatinio žandikaulio 
skruostinės ir liežuvinės 
sienelių atžvilgiu (B) 

Arčiau skruostinės 
sienelės 

Viduryje tarp skruostinės ir 
liežuvinės sienelių Arčiau liežuvinės sienelės 

Arčiau liežuvinės sienelės ir 
dantis dalinai arba visiškai 
retinuotas kaule (A2 ir A3) 

Erdvinė pozicija (S) 

Erdvinė pozicija (S) Vertikali (90°) Medioanguliarinė  
≤ 60° 

Distoanguliarinė  
≥ 120° 

Horizontali (0°) arba inversinė 
(270°) 
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• RAŽTKD skruosto – liežuvinė padėtis apatinio žandikaulio skruostinės 
ir liežuvinės sienelių (B) atžvilgiu. 

• RAŽTKD danties erdvinė pozicija (S). 
 

Kiekvienas iš klasifikacijos (M), (R), (A), (C), (B), (S) kriterijų verti-
namas balais, priskiriant įprastam (0 balų), nesudėtingam (1 balas), viduti-
niam (2 balai) arba sudėtingam (3 balai) prognozuojamam šalinimo sudėtin-
gumui. Klasifikacijoje balais įvertinami visi keturi RAŽTKD kriterijai. 
RAŽTKD šalinimo sudėtingumas prognozuojamas pagal kriterijuose pri-
skirtą aukščiausią balą: 

• Visų kriterijų reikšmei esant 0 (t. y. M0R0A0C0B0S0), tikėtinas įprastinis 
RAŽTKD šalinimas. 

• Bent vienam kriterijui turint 1 balą (pvz., M1R0A0C0B0S0), prognozuo-
jamas nesudėtingas RAŽTKD šalinimas. 

• Bent vienam kriterijui turint 2 balus (pvz., M0R2A0C0B0S1), prognozuo-
jamas vidutinio sudėtingumo RAŽTKD šalinimas. 

• Bent vienam kriterijui turint 3 balus (pvz., M0R2A3C0B0S1), prognozuo-
jamas sudėtingas RAŽTKD šalinimas. 

 
Prognostinė RAŽTKD šalinimo sudėtingumo klasifikacija gydytojams 

suteikia galimybę įvertinti tikėtiną RAŽTKD šalinimo sudėtingumą, pla-
nuoti operacijos eigą ir išvengti galimų komplikacijų. Moksliniuose ty-
rimuose klasifikacija gali būti naudojama tiriamųjų grupių standartizavimui 
RAŽTKD šalinimo tiriamuosiuose modeliuose. 

 
5.2.2.  Retinuotų apatinio žandikaulio trečiųjų krūminių dantų 
šalinimo sudėtingumo klasifikacijos validacija 
 
RAŽTKD šalinimo sudėtingumo klasifikacijos validacijos tyrime trijuose 

tyrimo centruose dalyvavo 124 pacientai: 61 vyras (amžiaus vidurkis – 30,5 
± 10,7 metų) ir 63 moterys (amžiaus vidurkis – 27,5 ± 11,3 metų). Pirma-
jame centre tyrime dalyvavo 51 pacientas, antrajame – 50, trečiajame – 23 
pacientai. Dantų šalinimo indikacijos ir pooperacinių komplikacijų pasi-
skirstymas tarp centrų pateikiami 5.2.2.1 ir 5.2.2.2 lentelėse.  
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5.2.2.1 lentelė. Indikacijos tyrime dalyvavusių pacientų RAŽTKD šalinimui. 
Indikacija Pacientų skaičius 
Profilaktinė 61 

Ortodontinė 7 

Lėtinė infekcija 38 

Periodontologinė 12 
Endodontologinė 6 
Iš viso 124 

                    RAŽTKD – retinuoti apatinio žandikaulio tretieji krūminiai dantys. 
 

5.2.2.2 lentelė. RAŽTKD šalinimo komplikacijų pasiskirstymas tarp centrų. 
Centras Pacientų skaičius Komplikacijų skaičius 

1 51 5 

2 50 0 
3 23 2 

Iš viso 124 7 
             RAŽTKD – retinuoti apatinio žandikaulio tretieji krūminiai dantys. 
 

Vidutinės RAŽTKD šalinimo operacijos trukmės reikšmės tyrimo cent-
ruose pateikiamos 5.2.2.3 lentelėje. Bendra visuose tyrimo centruose fik-
suota operacijos vidutinė trukmė buvo 24,1 ± 22,2 min. (intervalas – nuo 1,0 
iki 120,0 min.) ir statistiškai reikšmingai skyrėsi tarp centrų (p = 0,001). 

 
5.2.2.3 lentelė. Vidutinė RAŽTKD šalinimo operacijos trukmė tyrimo 
centruose. 

Centras Pacientų skaičius 
Operacijos trukmė (minutėmis) 

Vidurkis ± SN Laiko intervalas 
1 51 18,7 ± 20,7* 1,0–120,0 
2 50 28,6 ± 20,6* 2,0–120,0 
3 23 26,4 ± 26,9 1,0–98,0 

Iš viso 124 24,1 ± 22,2 1,0–120,0 
RAŽTKD – retinuoti apatinio žandikaulio tretieji krūminiai dantys;  
SN – standartinis nuokrypis. 
*Statistiškai reikšmingas skirtumas tarp centrų pagal Mann-Whitney testą.  

 
RAŽTKD vertinant pagal Winter klasifikaciją [197], 48 RAŽTKD nusta-

tyta vertikali, 54 dantims – medioanguliarinė, 9 dantims – horizontali, 4 
dantims – skruosto – liežuvinė ir 9 dantims – distoanguliarinė padėtis. 
Chirurginės operacijos trukmė tarp skirtingų Winter klasifikacijos grupių 
statistiškai reikšmingai nesiskyrė (p > 0,05). 
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Vertinant pagal Pell ir Gregory klasifikaciją [198], 37 RAŽTKD priskirti 
I klasei, 63 dantys – II klasei ir 24 dantys – III klasei, RAŽTKD esant 
įvairiose padėtyse (A, B ir C) okliuzinės plokštumos atžvilgiu. Chirurginės 
operacijos trukmė tarp skirtingų Pell ir Gregory klasifikacijos grupių 
statistiškai reikšmingai nesiskyrė (p > 0,05). 

Vertinant pagal Juodžbalio ir Daugėlos RAŽTKD šalinimo sudėtingumo 
klasifikaciją [199], 3 RAŽTKD priskirti prognozuojamam įprastinio sudė-
tingumo šalinimui (visų kriterijų balas 0), 30 dantų –  nesudėtingam ša-
linimui (aukščiausias bent vieno iš kriterijų balas – 1), 66 dantys – vidutinio 
sudėtingumo šalinimui (aukščiausias bent vieno iš kriterijų balas – 2) ir 25 
dantys – sudėtingam šalinimui (aukščiausias bent vieno iš kriterijų balas – 
3). Chirurginės operacijos trukmė tarp skirtingų Juodžbalio ir Daugėlos 
RAŽTKD šalinimo sudėtingumo klasifikacijos grupių skyrėsi statistiškai 
reikšmingai (p = 0,002) (5.2.2.4 lentelė). 

 
5.2.2.4 lentelė. Operacijos trukmės pasiskirstymas Juodžbalio ir Daugėlos 
RAŽTKD šalinimo sudėtingumo klasifikacijos grupėse. 

 

Klasifikacijos grupė 
p  

reikšmė 
0         1        2        3 

n Vidurkis 
± SN n Vidurkis 

± SN n Vidurkis 
± SN n Vidurkis 

± SN 
Trukmė 

(minutės) 3 20,0 ± 
8,7 30 13,1 ± 

11,1 66 26,0 ± 
23,4 25 32,8 ± 

25,5 0,002* 

RAŽTKD – retinuoti apatinio žandikaulio tretieji krūminiai dantys; n – tiriamųjų skaičius; 
SN – standartinis nuokrypis; p – reikšmingumo lygmuo. 
*Statistiškai reikšmingas skirtumas pagal Kruskal-Wallis testą. 

 
5.2.3.  L-PRF įtakos gijimui vertinimas retinuotų apatinio 
žandikaulio trečiųjų krūminių dantų šalinimo operacijose 
 
Tyrimas atliktas siekiant įvertinti L-PRF įtaką RAŽTKD alveolių giji-

mui, pooperaciniam paciento diskomfortui ir alveolito pasireiškimui po 
RAŽTKD šalinimo operacijų. Tyrimui atrinkti 34 pacientai, kuriems vienos 
procedūros metu atliktos abipusės RAŽTKD šalinimo operacijos (5.2.3.1 
lentelė). Tyrimo populiacijoje tarp tiriamųjų demografinių duomenų 
statistiškai reikšmingų skirtumų nenustatyta (p > 0,05). Pooperaciniu 
periodu 4 pacientai neatvyko į numatytas apžiūras, tyrimą baigė 30 pa-
cientų. 
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5.2.3.1 lentelė. Tyrime dalyvavusių pacientų demografiniai duomenys. 
 Vyrai Moterys Iš viso p reikšmė 
Pacientų skaičius, n (proc.) 14 (41,18) 20 (58,82) 34 (100) 0,303* 
Pacientų amžius (V ± SN) 23,35 ± 1,73 22,35 ± 2,13 22,76 ± 2,02 0,08** 
V – vidurkis; SN – standartinis nuokrypis; p – reikšmingumo lygmuo. 
*Statistiškai nereikšmingas skirtumas pagal Chi kvadrato testą.  
**Statistiškai nereikšmingas skirtumas pagal Mann-Whitney testą. 

  
Pooperaciniu laikotarpiu RAŽTKD alveolės L-PRF grupėje gijo gerai, be 

ryškesnių komplikacijų. Kontrolinėje grupėje pirmąją pooperacinę savaitę 4 
alveolėse išsivystė alveolitas, tai sudarė 13,3 proc. kontrolinės grupės atvejų 
ir statistiškai reikšmingai skyrėsi palyginti su L-PRF grupe (p = 0,001). 
Alveolitas gydytas revizuojant alveoles ir suformuojant naują kraujo krešulį. 
Vienoje kontrolinėje alveolėje pasireiškė pooperacinis kraujavimas, kuris 
sustabdytas pacientui duodant pakartotinai sukąsti sterilų spaudžiamąjį 
tvarstelį. Dviejose L-PRF ir trijose kontrolinėse pusėse pooperaciniu perio-
du atsirado veido hematomos, kurios išsiskirstė savaime per pirmąsias 2 
pooperacines savaites ir nereikalavo papildomo gydymo. Šalutinių reiškinių, 
susijusių su veninio kraujo paėmimo procedūra, anestezija ar skirtais medi-
kamentais, operaciniu ir pooperaciniu periodu nestebėta. 

Vertinant bendrą pirmųjų dviejų savaičių minkštųjų audinių gijimo 
indeksą (HI), Wilcoxon Rank Sum testu nustatytos statistiškai reikšmingai 
mažesnės HI reikšmės ir geresnis minkštųjų audinių gijimas L-PRF grupėje, 
palyginti su kontroline grupe (p = 0,001). L-PRF ir kontrolinėje grupėse 
pasirinktais laiko intervalais nustatytos HI reikšmės pateikiamos 5.2.3.2 len-
telėje. L-PRF grupėje nustatytas statistiškai reikšmingai mažesnis HI ir 
greitesnis pooperacinės žaizdos gijimas, palyginti su kontrole visais tirtais 
laiko intervalais – 1-ą, 3-ą, 7-ą ir 14-ą pooperacinėmis dienomis. 

 
5.2.3.2 lentelė. Minkštųjų audinių gijimo indekso (HI) reikšmės. 

Diena 1 3 7 14 
HI vidurkis ± SN 

L-PFR grupė 5,10 ± 1,30 4,83 ± 0,95 4,33 ± 0,61 4,10 ± 0,40 
Kontrolinė grupė 6,47 ± 1,36 6,33 ± 1,27 4,97 ± 0,85 4,37 ± 0,62 
p reikšmė 0,001* 0,001* 0,002* 0,023* 

SN – standartinis nuokrypis; p – reikšmingumo lygmuo. 
*Statistiškai reikšmingas skirtumas pagal Mann-Whitney testą. 

 
Vertinant bendrą pirmosios savaitės skausmo intensyvumą VAS balais, 

Wilcoxon Rank Sum testu nustatytos statistiškai reikšmingai mažesnės VAS 
reikšmės L-PRF grupėje, palyginti su kontroline grupe (p = 0,001). VAS 
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balų pasiskirstymas tarp grupių kiekvieną pirmosios pooperacinės savaitės 
dieną pateikiamas 5.2.3.3 lentelėje. L-PRF užpildytoms alveolėms pacientai 
nurodė mažesnį VAS skausmo intensyvumą, palyginti su kontrole. Šis 
skirtumas buvo statistiškai reikšmingas kiekvieną pirmosios pooperacinės 
savaitės dieną (p ≤ 0,004). 

 
5.2.3.3 lentelė. Vizualinės analoginės skausmo skalės (VAS) balų reikšmės. 

Diena 1 2 3 4 5 6 7 
VAS balas (vidurkis ± SN) 

L-PFR 
grupė 

2,87 ± 
0,97 

2,67 ± 
1,03 

1,67 ± 
0,88 

1,37 ± 
0,72 

1,13 ± 
0,82 

0,67 ± 
0,76 

0,07 ± 
0,25 

Kontrolinė 
grupė 

4,20 ± 
1,35 

3,53 ± 
1,28 

3,13 ± 
1,28 

2,97 ± 
1,13 

2,57 ± 
1,10 

1,97 ± 
0,85 

1,53 ± 
0,82 

p reikšmė 0,001* 0,004* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 
SN – standartinis nuokrypis; p – reikšmingumo lygmuo. 
*Statistiškai reikšmingas skirtumas pagal Mann-Whitney testą. 

 
Veido tinimo priešoperaciniuose matmenyse tarp pacientų skirtingų 

veido pusių statistiškai reikšmingo skirtumo nenustatyta (p = 0,594). Veido 
tinimo matavimo reikšmių dinamika pirmąją savaitę pateikiama 5.2.3.4 
lentelėje. 1-ą (p = 0,035) ir 3-ą (p = 0,023) pooperacinėmis dienomis L-PRF 
grupėje nustatytas statistiškai reikšmingai mažesnis veido tinimas, palyginti 
su kontroline grupe. 7-ą pooperacinę dieną tinimo reikšmės tarp grupių sta-
tistiškai reikšmingai nesiskyrė (p = 0,224). Tačiau palyginus 7-os poopera-
cinės dienos tinimo reikšmes su priešoperaciniais matmenimis, tinimas buvo 
visiškai atslūgęs tik L-PRF grupėje (p = 0,593), tuo tarpu kontrolinėje 
grupėje išliko statistiškai reikšmingas veido patinimas (p = 0,001). 

 
5.2.3.4 lentelė. Veido tinimo reikšmės pirmąją pooperacinę savaitę. 

Diena Prieš operaciją 1 3 7 
Veido tinimo reikšmės (vidurkis ± SN) 

L-PRF grupė 84,20 ± 7,98 87,67 ± 7,21 87,27 ± 7,16 84,23 ± 7,91 
Kontrolinė grupė 84,70 ± 7,03 91,47 ± 6,88 91,07 ± 7,51 86,53 ± 6,99 
p reikšmė 0,594 0,035* 0,023* 0,224 
SN – standartinis nuokrypis; p – reikšmingumo lygmuo. 
*Statistiškai reikšmingas skirtumas pagal Mann-Whitney testą. 
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6.        6. REZULTATŲ APTARIMAS 
 

6.1. In vitro tyrimų rezultatų aptarimas 
 
Šiame darbe susintetinti celiuliozės su mikrohidroksiapatitu (celiuliozės-

µHA) ir celiuliozės su nanohidroksiapatitu (celiuliozės-nHA) kompozitiniai 
kaulo transplantantai, aprašytos jų fizikocheminės ir biologinės savybės. 
Biologinių transplantantų savybių vertinimas atliktas in vitro su žmogaus 
osteoblastinėmis ląstelėmis, atliekant SEM, MTT, osteogeninių genų (Runx-
2, ALP, BMP-2, Col I) raiškos ir ALP aktyvumo tyrimus.  

Mikrohidroksiapatito (µHA) ir nanohidroksiapatito (nHA) dalelės į 
celiuliozės karkasus įterptos siekiant pagerinti celiuliozės karkasų biologinį 
aktyvumą. Gryna celiuliozė literatūroje aprašoma kaip labai hidrofiliška 
medžiaga [224]. Tai lemia grynos celiuliozės karkasams būdingą gana mažą 
baltymų adsorbciją, kuri riboja ląstelių adheziją ir proliferaciją karkaso 
paviršiuje [225–227]. Transplantanto kolonizacija ląstelėmis labai priklauso 
nuo karkaso fizikocheminių savybių ir gebėjimo adsorbuoti bioaktyvias 
molekules ir baltymus, su kuriais sąveikaudamos ląstelės gali prisitvirtinti 
prie karkaso paviršiaus. µHA ir nHA dalelės modifikuoja celiuliozės kar-
kasų struktūrines savybes ir tarnauja kaip ligandai, su kuriais gali sąveikauti 
osteogeninės ląstelės [138]. Literatūros duomenimis, hidroksiapatitas (HA) 
ant karkasų paviršiaus pritraukia osteogeninių ląstelių adhezijai būtinus 
specifinius baltymus ir adhezinius integrinus, taip pagerindamas ankstyvą 
transplantanto kolonizaciją ląstelėmis [228–229]. HA pasižymi vidutiniu 
paviršiaus hidrofiliškumu, kuris yra palankus specifinių baltymų ir mole-
kulių depozicijai bei jų įtakojamai ląstelių migracijai, adhezijai ir proli-
feracijai [230]. Tai patvirtina ir šio darbo in vitro tyrimų duomenys, rodan-
tys, kad kompozitiniuose celiuliozės-HA karkasuose osteoblastinių ląstelių 
adhezija ir pasiskirstymas daugiausia koncentravosi ties µHA ir nHA dalelių 
sankaupomis. 

Šiame darbe eksperimentinių celiuliozės-µHA ir celiuliozės-nHA karka-
sų mikrokompiuterinės tomografijos analizės duomenys parodė didelį abiejų 
tipų karkasų porėtumą su susisiekiančiomis vidinėmis poromis, būtinomis 
ląstelių metabolizmo užtikrinimui ir šalutinių produktų šalinimui [231]. 
Karkaso gausus vidinis porų tinklas palengvina kraujagyslių įaugimą, 
sudaro galimybes naujo kaulo formavimuisi, kuris yra labai priklausomas 
nuo regeneracijoje dalyvaujančiose ląstelėse vykstančių anabolinių procesų 
ir jų aprūpinimo šiems procesams būtinomis medžiagomis [232]. Gausus 
porėtumas taip pat svarbus deguonies tiekimo užtikrinimui, kadangi 
hipoksinė aplinka yra nepalanki osteoblastų diferenciacijai [233]. Nustatytas 
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celiuliozės-µHA ir celiuliozės-nHA eksperimentinių karkasų bendras 
porėtumas buvo gerokai didesnis nei daugelio autorių rekomenduojamas 
minimalus 50 proc. porėtumas, būtinas karkaso vaskuliarizacijai ir osteo-
genezei [234, 235]. Didelis porėtumas taip pat palengvina karkasų mecha-
ninę integraciją su gretimais audiniais, gerindamas transplantanto integra-
lumą su defekto kraštais, kuris būtinas kraujagyslių įaugimui ir naujo kaulo 
formavimuisi [150]. Su karkasų porėtumu labai susijęs ir karkasų savitasis 
paviršiaus plotas. Didėjant porėtumui, didėja ir savitasis karkasų paviršiaus 
plotas. Didesnis savitasis paviršiaus plotas lemia didesnį paviršiaus reakty-
vumą, vykstant ląstelių adhezijai, proliferacijai ir diferenciacijai. Didelis 
savitasis paviršiaus plotas kartu su dideliu karkasų porėtumu susisiekian-
čiomis vidinėmis poromis yra būtini gerai ląstelių adhezijai ir pasiskirstymui 
karkase bei kraujagyslių įaugimui į karkaso vidų [231]. Tirtųjų celiuliozės-
nHA eksperimentinių karkasų savitasis paviršiaus plotas, nors ir nežymiai, 
bet statistiškai reikšmingai, buvo didesnis nei celiuliozės-µHA transplan-
tantų (p = 0,001). 

Kitas svarbus faktorius, turintis įtakos osteogenezei transplantanto viduje, 
yra karkaso porų dydis. Abiejų šio tyrimo eksperimentinių karkasų vidutinis 
porų skersmuo buvo panašus – apie 500 µm. Schek ir kt. 2004 m. [236] 
publikuotame tyrime nustatyta, kad mažesnės nei 100 µm karkasų poros 
neužtikrina pakankamos karkaso vaskuliarizacijos. Tai lemia hipoksinę 
aplinką karkaso viduje, trikdo ląstelių proliferacijos ir diferenciacijos 
procesus. Didesnis porų diametras yra palankus ląstelių migracijai į karkaso 
vidų, kadangi išvengiama ląstelių agregacijos transplantanto paviršiuje 
[236]. Tačiau didesnis nei 1000 µm porų skersmuo siejamas su prastesnėmis 
transplantanto mechaninėmis savybėmis ir sumažėjančiu savituoju pavir-
šiaus plotu, tai lemia mažesnę ląstelių adheziją prie karkaso paviršiaus 
[151]. Dauguma autorių kaulo transplantantų matricoms rekomenduoja 
200–600 µm porų diametrą, kaip palankiausią angiogenezės ir osteogenezės 
procesams [148–150, 237]. 

Šiame darbe tirtųjų celiuliozės-µHA ir celiuliozės-nHA kompozitinių 
karkasų fizikocheminės savybės buvo panašios. Nepaisant to, in vitro bio-
loginis ląstelių atsakas į skirtingo dydžio HA dalelių užpildus turinčius  
celiuliozės kompozitinius karkasus buvo skirtingas. Skenuojančiu elektroni-
niu mikroskopu vertinant celiuliozės-µHA paviršių, stebėtos prie µHA 
dalelių sankaupų koncentruotos apvalios formos, trumpomis filopodijomis 
ląstelės, o ant celiuliozės-nHA karkasų kultivuojamų ląstelių pasiskirstymas 
karkaso paviršiuje buvo tolygesnis, vyravo daugiakampės formos, elonguo-
tos ląstelės su gausesnėmis ir labiau išreikštomis filopodijomis. Geltonojo 
tetrazolio druskų (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il-)-2,5-difeniltetrazolio bromido) 
redukcijos metodu (MTT) nustatytas didesnis ant celiuliozės-nHA karkasų 

68 
 



kultivuojamų ląstelių metabolinis aktyvumas. Filovos ir kt. 2014 m. [238] 
atlikto tyrimo duomenimis, kompozitiniai karkasai su nHA dalelėmis pa-
sižymi gausesne ląstelių adhezija, palyginti su µHA kompozitiniais karka-
sais. Mažesnis nHA dalelių dydis ir didesnis paviršiaus plotas skatina selek-
tyvių adhezinių baltymų adsorbciją ir ląstelių adheziją, karkaso paviršiuje 
greičiau susiformuojant ląstelių tarpusavio sąveikai būtinam tarpląsteliniam 
matriksui [239]. Dėl savo struktūrinių ir cheminių ypatybių nHA dalelės yra 
labiau linkę adsorbuoti vitronektiną – glikoproteiną, kuris dalyvauja ląstelių 
adhezijos ir pasiskirstymo transplantanto paviršiuje procesuose [240]. Nu-
statyta, kad prie nHA dalelių adhezavusios ląstelės išskiria didesnius kiekius 
beta-aktinino ir talino baltymų, kurie taip pat dalyvauja ląstelių citoskeleto 
formavime ir pasiskirstyme karkaso paviršiuje [238]. Tai patvirtino ir šiame 
darbe nustatytas gausesnis ląstelių pasiskirstymas ant celiuliozės-nHA kom-
pozitų. 

Tyrimo MTT analizės duomenys parodė didesnę ląstelių proliferaciją ce-
liuliozės-nHA kompozitų paviršiuje, palyginti su celiuliozės-µHA ir kontro-
line grupėmis. SEM nustatyti ląstelių morfologijos skirtumai gali turėti 
didelės įtakos jų proliferaciniams procesams. Celiuliozės-nHA paviršiuje 
stebėtos daugiakampės, elonguotos formos osteoblastinės ląstelės yra lin-
kusios aktyviai formuoti tarpląstelinius ryšius, proliferuoti ir kolonizuoti 
transplantanto matricą [241, 242]. Nustatyta, kad nHA dalelės osteoblastų 
kultūroms turi didesnį tiesioginį proliferacinį poveikį, palyginti su µHA 
dalelėmis [243, 244]. Osteoblastinės ląstelės gali endocituoti nHA daleles, 
ląstelės citoplazmoje susiformuojant endosomoms, kuriose nHA dalelės iš 
dalies ištirpsta, į citoplazmą atpalaiduodamos kalcio jonus [245]. Tinkama 
kalcio jonų koncentracija ląstelės citoplazmoje yra būtina tiek osteoblastų 
proliferacijos, tiek osteoblastų diferenciacijos procesams užtikrinti [246]. 
Literatūros duomenimis, nHA dalelės gali skatinti tam tikrų osteoblastinę 
diferenciaciją lemiančių grandininių signalų ekspresiją [247, 248]. nHA 
skatinamasis poveikis osteoblastų diferenciacijai buvo patvirtintas ir nHA 
turinčiuose kompozitiniuose karkasuose [238, 249], o poveikio stiprumas 
kai kurių autorių lygintas netgi su osteoindukcinių augimo faktorių poveikiu 
[250]. 

Šio tyrimo celiuliozės-nHA kompozitų grupėje nustatyta statistiškai 
reikšmingai didesnė osteogeninių genų (Runx-2, ALP ir BMP-2) raiška (p = 
0,001) ir ALP aktyvumas (p = 0,001), palyginti su celiuliozės-µHA kompo-
zitais, tačiau tarp grupių negauta statistiškai reikšmingo skirtumo vertinant 
Col I geno raišką (p > 0,05). Runx-2 yra pagrindinis transkripcijos faktorius, 
kuris reguliuoja daugelio osteogeninei diferenciacijai svarbių genų ekspre-
siją, turinčią įtakos osteopontino, osteokalcino ir BMP-2 aktyvumui [251]. 
ALP yra ląstelių membranų glikoproteinas, dalyvaujantis ekstraląstelinio 
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matrikso mineralizacijoje ir laikomas ankstyvosios osteogenezės žymeniu 
[252]. BMP-2 yra signalinis baltymas, priskiriamas TGF-β augimo faktorių 
šeimai. BMP-2 yra literatūroje plačiai aprašytas osteoindukcinis augimo 
faktorius [63, 78, 110, 112]. Rekombinantinis BMP-2 kai kuriose šalyse yra 
aprobuotas ir klinikiniam naudojimui, kaip osteoindukcinė medžiaga žan-
dikaulių kaulinių defektų regeneracijai [11, 113, 114, 116]. Col I geno raiš-
ka ypač suaktyvėja osteogeninių ląstelių proliferacijos metu [251, 252]. Col 
I svarbus užtikrinant pagrindinę osteoblastų funkciją – kolageno sintezę ir 
ekstraląstelinio matrikso formavimą [253]. 

 
6.2. Eksperimentinių in vivo tyrimų rezultatų aptarimas 

 
Šiame darbe tirta eksperimentinių celiuliozės-nHA ir celiuliozės-µHA 

kompozitinių karkasų įtaka naujo kaulo formavimuisi in vivo Naujosios 
Zelandijos triušių kaukolės skliauto defektų modelyje. Karkasų bioaktyva-
vimui naudotas L-PRF. 

L-PRF yra antrosios kartos trombocitų koncentratas, sudarytas iš fibrino 
matricos su joje įsiterpusiais trombocitais, leukocitais ir jų atpalaiduojamais 
augimo faktoriais [185]. L-PRF išskiriamas iš veninio kraujo, jį centrifuguo-
jant stikliniuose ar silicio dioksidu dengtuose mėgintuvėliuose 400 g iš-
centrine jėga be antikoaguliantų ar papildomų cheminių aktyvatorių [277]. 
L-PRF paruošimo metu fibrino polimerizacija yra paremta natūraliu kraujo 
koaguliacijos procesu. Hagemano (XII) faktoriui kontaktuojant su neigiamą 
krūvį turinčiomis mėgintuvėlio sienelėmis, yra aktyvuojami trombocitai ir 
prasideda vidinė koaguliacijos kaskada [273]. Tuo pačiu metu veikiant 
išcentrinei jėgai, mėgintuvėlio viršutinėje dalyje yra koncentruojama kraujo 
plazma, trombocitai, leukocitai. Kraujo plazmoje esantis tirpus fibrinogenas, 
veikiant trombinui, yra polimerizuojamas į netirpią fibrino matricą, kartu 
joje įterpiant plazmos baltymus, trombocitus ir leukocitus. Pasibaigus cent-
rifugavimui, fibrino matrica nusistovi viršutiniame mėgintuvėlio trečdalyje 
tarp aukščiau liekančios beląstelinės plazmos ir apačioje esančių raudonųjų 
kraujo kūnelių bazės [14]. Priešingai nei skystos konsistencijos PRP, iš 
karto po aplikavimo L-PRF audinių terpėje neištirpsta, ir 4 savaičių laiko-
tarpiu yra palaipsniui reorganizuojamas, panašiai kaip ir natūralus kraujo 
krešulys [15]. Stiprios trimolekulinės jungtys sudaro santykinai tvirtą erd-
vinę L-PRF fibrino matricos struktūrą, kuri apsaugo inkorporuotas ląsteles ir 
augimo faktorius nuo proteolitinių fermentų. Kaulo regeneracijai svarbūs 
augimo faktoriai (TGF β-1, PDGF, FGF, VEGF, BMP-2) yra palaipsniui 
atpalaiduojami iš L-PRF matricos iki 28 dienų laikotarpiu po paruošimo [15, 
169, 278]. Svarbu pažymėti, kad L-PRF turėtų būti laikomas ne tik augimo 
faktorių koncentratu. L-PRF yra fibrino pagrindo bioaktyvi medžiaga, 
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turinti gyvų ląstelių, matrikso proteinų (trombospondino-1, fibronektino, 
vitronektino), glikozaminoglikanų (heparino, hialurono rūgšties) ir komp-
leksinių reguliacinių citokinų, įskaitant interleukinus (IL-1β, IL-4, IL-6) ir 
tumoro nekrozės faktorių alfa (TNF-α). L-PRF skatina pirminę hemostazę, 
ląstelių chemotaksį, mitogenezę ir regeneruojamoje srityje veikia kaip bio-
aktyvi medžiaga, reguliuojanti žaizdos gijimo kaskados ląstelinį atsaką [14, 
154, 274, 277, 296]. 

Literatūroje aprašomas geras celiuliozės transplantantų biosuderinamu-
mas [68, 141]. Celiuliozės transplantantai neprovokuoja išreikštų organizmo 
uždegiminių ar svetimkūnio atmetimo reakcijų, o jų matrica yra palanki ter-
pė kraujagyslių įaugimui [254, 255]. Kaip parodė šio tyrimo in vitro dalies 
rezultatai ir literatūroje pateikiami duomenys, skirtingo dydžio HA dalelių 
įterpimas į celiuliozės matricą turi įtakos kompozitinio transplantanto bioak-
tyvumui [256, 257]. Šio tyrimo in vivo dalyje tiek celiuliozės-µHA, tiek ce-
liuliozės-nHA transplantantai standartizuotuose kaulo defektuose pasižy-
mėjo statistiškai reikšmingai didesniu naujo mineralizuoto audinio forma-
vimu, palyginti su kontroliniu komerciniu alogeniniu transplantantu (p = 
0,001). Ilgesniu (12 savaičių) gijimo periodu celiuliozės kompozitinių kar-
kasų bioaktyvumas taip pat priklausė nuo HA dalelių tipo – celiuliozės-nHA 
kompozitams nustatytas labiau išreikštas naujo kaulo formavimasis, paly-
ginti su celiuliozės-µHA kompozitais, tiek L-PRF, tiek fiziologiniu tirpalu 
rehidruotose grupėse (p = 0,001). 

Šiame tyrime nustatyta, kad papildomas transplantantų bioaktyvavimas 
L-PRF taip pat turi įtakos naujo kaulinio audinio formavimuisi in vivo. L-
PRF yra silpnomis osteokondukcinėmis savybėmis pasižyminti biome-
džiaga. Pašalinus eksudatą, L-PRF netenka nuo 84 iki 98 proc. savo svorio 
[284], todėl vienas L-PRF nerekomenduojamas naudoti kaip osteokon-
dukcinis karkasas. Iš kitos pusės, lėtos rezobcijos osteokondukcinės me-
džiagos, naudojamos kaulo regeneracijai (ksenogeniniai, alogeniniai, sinte-
tiniai kaulo transplantantai), atlikdamos osteokondukcinę funkciją, kartu 
gali lėtinti kaulo regeneracijos procesą [285, 286]. Literatūros duomenimis, 
transplantantų bioaktyvinimas L-PRF osteokondukcinei matricai suteikia 
osteopromocinių savybių [258–260]. Šiuo atveju savo osteopromocinėmis 
savybėmis L-PRF gali pagerinti transplantanto biologinį aktyvumą, 
regeneruojamoje srityje paskatindamas angiogenezę, ląstelių chemotaksio, 
proliferacijos ir diferenciacijos procesus [287], tai netiesiogiai patvirtina ir 
šio darbo in vivo dalies rezultatai, parodę, kad visose tirtosiose grupėse 
transplantantų bioaktyvavimas L-PRF statistiškai reikšmingai padidino 
BV/TV santykį (p = 0,001) abiem tirtaisiais (4 ir 12 savaičių) laiko in-
tervalais.  

71 
 



Tyrime vertinant ilgesnį kaulo gijimo periodą (12 savaičių), tarp visų 
tirtųjų transplantantų, L-PRF bioaktyvuotų celiuliozės-nHA transplantantų 
grupėje nustatytas statistiškai reikšmingai didžiausias naujo kaulo forma-
vimasis (p = 0,001). nHA ir L-PRF aktyvumas pagrįstas tam tikrų kaulo 
gijimo proceso fazių moduliacija. Kaulo defekto regeneracijos procesas turi 
kiekvienos žaizdos gijimui būdingas išreikštas 4 gijimo fazes: hemostazės, 
uždegimo, regeneracijos, remodeliacijos [261]. Gijimo proceso pradžioje į 
kaulinį defektą implantuotas neaktyvuotas kaulo transplantantas užsipildo 
krauju, susiformuoja stabilizuotas kraujo krešulys, moduliuojantis tolimesnę 
gijimo proceso eigą. Transplantantus bioaktyvavus L-PRF, kaulo defekte 
suformuojamas optimizuotas kraujo krešulys [154, 274], turintis 4–7 kartus 
didesnę trombocitų ir leukocitų [173, 297, 322], bei 2–5 kartus didesnę 
augimo faktorių koncentraciją, palyginti su natūraliu kraujo krešuliu [270–
273]. L-PRF palaipsniui atpalaiduoja augimo faktorius, aktyvuojančius 
molekulinį ir ląstelinį atsaką, ir moduliuojančius balansą tarp uždegiminės ir 
regeneracinės gijimo fazių [275, 276]. Tam tikri uždegiminiai mediatoriai ir 
saikingai išreikštas uždegimas yra būtini kaulo gijimo procesui, tačiau per 
stipriai išreikštas uždegiminis atsakas gali neigiamai veikti kaulinio audinio 
formavimąsi ar netgi sukelti jo destrukciją [262]. L-PRF eksudate ir 
matrikse koncentruoti citokinai, adheziniai baltymai, leukocitų ir trombocitų 
augimo faktoriai skatina ląstelių chemotaksį, neovaskuliarizaciją, osteoge-
ninių ląstelių migraciją, adheziją, proliferaciją ir diferenciaciją [16–18], taip 
sutrumpinant žaizdos gijimo kaskados uždegiminę ir skatinant regeneracinę 
fazes [263, 264]. HA dalelės taip pat turi įtakos žaizdos gijimo uždegiminės 
fazės eigai. Nustatyta, kad nHA dalelės sukelia mažesnę organizmo imuni-
nę-uždegiminę reakciją nei µHA dalelės [265]. Už uždegiminį atsaką atsa-
kingos imunokompetentinės ląstelės lengvai fagocituoja mažas nHA daleles, 
o µHA dalelės linkę jungtis prie šių ląstelių membranų paviršiaus ir provo-
kuoti labiau išreikštą uždegiminę reakciją [266]. Nanohidroksiapatito dale-
lės taip pat gali turėti tiesioginės įtakos kaulo formavimosi proceso modu-
liacijai. Aksakal ir kt. 2014 m. [267] publikuotoje studijoje nustatė geresnę 
titano lydinio implantų, padengtų nHA dalelėmis fiksaciją, stabilizaciją, 
didesnį kaulo įaugimą ir osteointegraciją nei µHA dalelėmis dengtų im-
plantų. Tiesioginė nHA transplantantų implantacija į eksperimentinius kaulo 
defektus taip pat labiau paskatina naujo kaulinio audinio formavimąsi nei į 
defektus implantuotų µHA karkasų atveju [248, 268]. Chung ir kt. 2011 m. 
[269] taip pat nustatė didesnį trabekulinio kaulo formavimąsi bioskaidžiuose 
kompozitiniuose karkasuose su įterptomis nHA dalelėmis nei karkasuose su 
µHA dalelėmis. Tai patvirtina ir šio darbo in vivo dalyje su celiuliozės-nHA 
kompozitiniais transplantantais gauti geresni naujo kaulo formavimosi re-
zultatai. 
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6.3. Klinikinių tyrimų rezultatų aptarimas 
 
Šio darbo klinikinėje dalyje vertintas Juodžbalio ir Daugėlos pasiūlytos 

RAŽTKD šalinimo sudėtingumo klasifikacijos [199] patikimumas bei 
L-PRF įtaką alveolito pasireiškimui, minkštųjų audinių gijimui ir poopera-
ciniam pacientų diskomfortui. Nustatyta statistiškai reikšminga priklauso-
mybė tarp RAŽTKD šalinimo sudėtingumo klasifikacijoje prognozuoto 
danties šalinimo sudėtingumo ir vykusios operacijos trukmės (p = 0,002). 
Tai leido standartizuoti RAŽTKD šalinimo operacijų modelį, vertinant 
L-PRF įtaką pooperaciniam gijimui. 

Literatūroje yra plačiai aprašytas L-PRF klinikinis panaudojimas burnos 
chirurgijoje [154, 274]. Suttapreyasri ir Leepong 2013 m. [279] tyrė L-PRF 
įtaką poekstrakcinių alveolės žaizdų gijimui ir kaulo rezorbcijai po prieš-
krūminių dantų šalinimo. Autoriai nenustatė L-PRF įtakos poekstrakcinei 
kaulo rezorbcijai, tačiau L-PRF reikšmingai pagerino minkštųjų audinių 
gijimą. Marenzi ir kt. 2015 m. [280], Singh ir kt. 2012 m. [281] ir Varghese 
ir kt. 2017 m. [282] taip pat nustatė geresnį prieškrūminių dantų poeks-
trakcinių defektų minkštųjų audinių gijimą bei mažesnį pooperacinį skaus-
mo pasireiškimą pacientams, kuriems pašalintų dantų alveolės buvo užpil-
dytos L-PRF. Yelamali ir Saikrishna 2015 m. [283] lygino PRP ir L-PRF 
efektyvumą RAŽTKD šalinimo operacijose ir nustatė geresnį minkštųjų 
audinių gijimą L-PRF grupėje. Literatūroje aprašomi duomenys sutampa ir 
su šio tyrimo rezultatais bei L-PRF grupėje nustatytu statistiškai reikšmingai 
mažesniu (p = 0,001) gijimo indeksu (geresniu minkštųjų audinių gijimu). 

Šio darbo klinikinėje dalyje taip pat nustatytas statistiškai reikšmingai 
mažesnis alveolito pasireiškimas L-PRF užpildytose RAŽTKD alveolėse, 
palyginti su kontrole (p = 0,001). Alveolitas yra viena dažniausių po 
RAŽTKD šalinimo pasireiškiančių pooperacinių komplikacijų. Literatūroje 
aprašomas nuo 4,1 iki 32,6 proc. alveolito pasireiškimas po RAŽTKD 
šalinimo operacijų [288, 289]. Alveolitas yra multifaktorinė komplikacija, 
pirmiausia siejama su padidėjusiu vietiniu fibrinolitiniu aktyvumu ir kraujo 
krešulio suirimu pašalinto danties alveolėje [203, 290]. Pakankamai 
dideliam alveolito pasireiškimui po RAŽTKD šalinimo operacijų turi įtakos 
RAŽTKD anatominės srities didelis kaulo tankis, retas kraujagyslių tinklas 
ir mažas granuliacinio audinio formavimosi potencialas [291]. Hoaglin ir 
Lines 2013 m. [292] atliktas retrospektyvinis tyrimas su 100 pacientų, ku-
riems šalinti RAŽTKD, nustatė 1 proc. alveolito pasireiškimą L-PRF užpil-
dytose alveolėse ir 9,5 proc. – alveolėse su natūraliu kraujo krešuliu. Pana-
šūs rezultatai gauti ir kituose dviejuose tyrimuose [293, 294] bei šio darbo 
klinikinėje dalyje, kur taip pat nustatytas statistiškai reikšmingai mažesnis 
alveolito dažnis  L-PRF grupėje (p = 0,001). L-PRF turi tvirtos struktūros 
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fibrino matricą [169, 278], kuri alveolėje pagerina hemostazę, padidina 
krešulio stabilizaciją [295] ir sudaro tinkamas sąlygas vykti kaulo ir 
minkštųjų audinių regeneracijos procesui [296]. Naudojant L-PRF pašalintų 
dantų alveolių užpildymui, iš gijimo kaskados taip pat eliminuojami eritro-
citai ir jų irimo produktai, kas taip pat gali pagerinti gijimo proceso eigą 
[292]. L-PRF matricoje inkorporuoti trombocitai, leukocitai ir jų atpalaiduo-
jami augimo faktoriai gyjančioje alveolėje atlieka imunomoduliacinį vaid-
menį.  

Trombocitai yra bebranduolės ląstelės, kurios savo citoplazmoje esančio-
se alfa, tankiosiose granulėse ir lizosomose kaupia įvairius bioaktyvius bal-
tymus, citokinus ir augimo faktorius (PDGF, TGF-β, VEGF, FGF, IGF-1, 
EGF) [152, 153]. Aktyvuotų trombocitų atpalaiduojami augimo faktoriai 
skatina gijimą, veikdami įvairius ląstelinius receptorius, stimuliuodami che-
motaksį, ląstelių migraciją, adheziją, proliferaciją ir diferenciaciją. Eksperi-
mentinių studijų duomenys rodo, kad trombocitų išskiriami augimo fakto-
riai, tokie kaip FGF ir TGF-β1, skatina osteogenezę [312, 313]. FGF kartu 
su VEGF taip pat yra svarbūs angiogenezės ir vaskulogenezės induktoriai 
[128, 129, 132], tai užtikrina mitybinių substratų ir deguonies apykaitą rege-
neruojamame defekte [314]. PDGF stimuliuoja mezenchiminių kamieninių 
ląstelių migraciją ir proliferaciją bei prisideda prie kaulo, endotelio ir kitų 
mezoderminės kilmės audinių gijimo procesų [106, 277, 296, 315]. Tang ir 
kt. 2002 m. [152] nustatė, kad aktyvuoti trombocitai atpalaiduoja antimikro-
binius baltymus (RANTES, trombocitų faktorių 4, jungiamojo audinio 
aktyvuojantį baltymą 3, trombocitų bazinį baltymą, timoziną β-4 ir fibri-
nopeptidus A ir B). Nustatyta, kad šios bioaktyvios medžiagos gali inhibuoti 
Escherichia coli ir Staphylococcus aureus augimą in vitro [152]. Trom-
bocitų antimikrobiniai peptidai, sinergistiškai veikdami su fibrinogeno 
skilimo produktais, atlieka imunomoduliacinį vaidmenį, į gijimo sritį 
pritraukdami leukocitus ir skatindami jų antimikrobinį atsaką [152, 297, 
298].  

L-PRF matricoje inkorporuotų leukocitų populiaciją gausiausiai sudaro 
limfocitai ir neutrofilai, mažiau randama monocitų, eozinofilinių ir bazo-
filinių granuliocitų [297, 299]. Nors literatūroje aprašoma prieštaringų nuo-
monių dėl leukocitų reikšmės žaizdų gijimo ir kaulo regeneracijos procesuo-
se [165, 192], gijimo srityje leukocitai yra nepakeičiama imunomoduliacinio 
proceso dalis ir yra atsakingi už specifinį ir nespecifinį imuninį atsaką [163, 
300]. Limfocitai yra pagrindinės specifinio imuninio atsako ląstelės bei 
išskiria IGF-1 [320], kuris yra vienas svarbiausių faktorių ląstelės ciklo 
reguliacijai, ląstelių augimui ir diferenciacijai [321]. L-PRF fibrino matri-
coje inkorporuoti neutrofilai yra pirmosios ląstelės, pasirodančios gijimo 
srityje uždegiminės žaizdos gijimo stadijos pradžioje. Neutrofilai pasižymi 
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antimikrobiniu veikimu bei dalyvauja specifiniame ir nespecifiniame imu-
niniame atsake [301], gyjančioje žaizdoje atlikdami apsauginę funkciją. 
Monocitai, patekę į audinius, diferencijuoja į makrofagus. Makrofagai at-
lieka fagocitinę funkciją ir atpalaiduoja fermentus (kolagenazę, elastazę, 
plazminogeno aktyvatorių), palengvinančius negyvybingų audinių pašali-
nimą ir žaizdos gijimą [303]. Leukocitai yra ne tik imuninės ląstelės, jie taip 
pat išskiria audinių regeneracijai svarbius augimo faktorius. Makrofagai yra 
vieni pagrindinių kaulo gijimo mediatorių, lemiančių kaulinės žaizdos giji-
mo perėjimą iš uždegiminės į regeneracinę fazę ir osteogenezę [302, 303]. 
Makrofagų išskiriami TGF-β stimuliuoja keratinocitus [302]. Makrofagų 
sekretuojami IL-1, FGF, ir TNF-α skatina kolageno sintezę fibroblastuose ir 
stimuliuoja angiogenezę [126, 127, 302], o onkostatinas M, BMP-2 ir BMP-
4 skatina osteogenezę [316–318]. Nustatyta, kad PDGF, kuris ilgą laiką 
buvo priskiriamas tik trombocituose randamiems augimo faktoriams, taip 
pat išskiriamas makrofagų [319].  

Leukocitai taip pat išskiria įvairius chemokinus, uždegimą slopinančius 
interleukinus (IL-4, IL-10, IL-13) ir opioidinius baltymus (β-endorfiną, 
metenkefaliną, dinorfiną-A). Šie citokinai gali sutrumpinti žaizdos gijimo 
uždegiminę fazę, nuslopindami organizme produkuojamus uždegiminius 
faktorius, taip pat turi antinociceptinių savybių, galinčių sumažinti poope-
racinio skausmo jutimą. [168]. Šio darbo klinikinėje dalyje pirmąją poope-
racinę savaitę nustatytas statistiškai reikšmingai sumažėjęs pacientų 
skausminis diskomfortas, RAŽTKD šalinimo operacijose naudojant L-PRF 
(p = 0,001). 1-ą (p = 0,035) ir 3-ą (p = 0,023) pooperacinėmis dienomis taip 
pat nustatytas mažesnis veido tinimas L-PRF grupės pusėse, palyginti su 
kontrole. Pooperacinio skausmo ir tinimo sumažinimas turi didelės reikšmės 
RAŽTKD šalinimo operacijos sėkmingumui. Klinikinėje praktikoje efekty-
vus pacientų patiriamo pooperacinio diskomforto sumažinimas, reikalauja 
mažesnio skaičiaus neplanuotų pooperacinių vizitų ir pagerina bendrą 
paciento savijautą gijimo periodu [213, 311]. Literatūroje aprašoma nemažai 
tyrimų, analizavusių pooperacinį skausmą [281, 294, 304–309] ir tinimą 
[303–309] po RAŽTKD šalinimo operacijų. Nurodomi prieštaringi duome-
nys apie L-PRF įtaką pooperaciniam pacientų diskomfortui po RAŽTKD 
šalinimo operacijų. Kai kurie autoriai nenustatė statistiškai reikšmingos L-
PRF įtakos pooperacinio skausmo [281, 306, 308] ir tinimo [303, 308, 309] 
sumažinimui. Kituose tyrimuose rastas statistiškai reikšmingas L-PRF po-
veikis sumažinant pooperacinį skausmą [294, 304, 305, 307, 309] ir tinimą 
[306, 307] po RAŽTKD šalinimo. Su pastarųjų studijų duomenimis sutampa 
ir šio darbo klinikinėje dalyje nustatytas teigiamas L-PRF poveikis tiek 
pacientų pooperacinio skausmo, tiek pooperacinio veido tinimo sumažini-
mui. Svarbu pažymėti, kad 7-ą pooperacinę dieną skausmo intensyvumo 
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VAS skalės balų vidurkis, tiek L-PRF (p = 0,001), tiek kontrolinėje grupėje 
(p = 0,001) statistiškai reikšmingai skyrėsi nuo nulinių priešoperacinių VAS 
reikšmių. Pirmosios pooperacinės savaitės pabaigoje veido tinimas statis-
tiškai nesiskyrė nuo pradinių verčių tik L-PRF grupėje (p = 0,593). Kont-
rolinėje grupėje, praėjus savaitei po operacijos, išliko statistiškai reikš-
mingas veido patinimas (p = 0,001), palyginti su priešoperacinėmis ver-
tėmis. Šie rezultatai atitinka ir kitų literatūros šaltinių duomenis [292, 294, 
304, 307, 310], kuriuose pooperacinės komplikacijos po RAŽTKD šalinimo 
operacijų nustatomos ir vėliau nei per pirmąją pooperacinę savaitę. 
Atsižvelgiant į vėlyvųjų komplikacijų pasireiškimą, šio darbo autoriai po 
RAŽTKD šalinimo operacijų rekomenduoja bent 2 savaičių pooperacinio 
stebėjimo periodą.  
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IŠVADOS 
 
1. Susintetinti eksperimentiniai celiuliozės-nHA ir celiuliozės-µHA kar-

kasai atitinka pagrindinius kaulinio audinio transplantantams keliamus 
struktūrinius, fizikocheminius ir biologinius reikalavimus. 

2. Hidroksiapatito užpildo dalelių dydis turi įtakos celiuliozės-HA kom-
pozitinių karkasų in vitro biologinėms savybėms. Celiuliozės-nHA karkasai 
pasižymi geresne ląstelių adhezija, didesniu osteoblastinių ląstelių meta-
boliniu aktyvumu ir didesne osteoblastinių genų raiška, palyginti su celiu-
liozės-µHA karkasais, in vitro.  

3. µKT ir histologiškai tiriant celiuliozės-µHA ir celiuliozės-nHA mat-
ricų biosuderinamumą, bioskaidumą ir naujo kaulo formavimąsi, nustatyta, 
kad hidroksiapatito užpildo dalelių dydis turi įtakos celiuliozės-HA kom-
pozitinių karkasų in vivo biologinėms savybėms. Celiuliozės-nHA karkasai 
12-os savaičių laikotarpiu pasižymi didesniu naujo kaulo formavimusi in 
vivo, palyginti su celiuliozės-µHA karkasais ir kontroliniu alogeniniu 
transplantantu. 

4. µKT ir histologiniais tyrimais nustatyta, kad celiuliozės-µHA ir celiu-
liozės-nHA karkasų bioaktyvinimas L-PRF didina naujo kaulo susiforma-
vimą in vivo. 

5. Didžiausiu naujo kaulo formavimusi 12-os savaičių laikotarpiu tarp 
visų tirtųjų transplantantų in vivo pasižymėjo L-PRF bioaktyvuoti celiu-
liozės-nHA transplantantai. 

6. Juodžbalio ir Daugėlos pasiūlyta ir su bendraautoriais validuota 
RAŽTKD šalinimo sudėtingumo klasifikacija leidžia patikimai prognozuoti 
RAŽTKD šalinimo operacijos trukmę. 

7. L-PRF gali sumažinti alveolito pasireiškimą, pacientų patiriamą poo-
peracinį skausmo diskomfortą veido tinimą bei pagerinti ankstyvąjį minkš-
tųjų audinių gijimą po RAŽTKD šalinimo operacijų. 
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MOKSLINĖS IR PRAKTINĖS REKOMENDACIJOS 
 
Remiantis gautais šio darbo rezultatais, rekomenduojama: 
1. Tęsti sukurtų eksperimentinių celiuliozės matricų su µHA ir nHA 

užpildais mokslinius tyrimus, siekiant jų aprobavimo klinikiniam naudo-
jimui. 

2. L-PRF gali būti naudojama kaip autogeninė osteopromocinė medžiaga 
kartu su osteokondukciniais karkasais žandikaulių kaulinių defektų rege-
neracijai. 

3. Gydytojams praktikams rekomenduojama naudoti pasiūlytą RAŽTKD 
šalinimo sudėtingumo klasifikaciją operacijos planavimui, operacijos rizikos 
veiksnių įvertinimui, RAŽTKD šalinimo sudėtingumo ir operacijos trukmės 
prognozei. 

4. Moksliniuose tyrimuose, naudojančiuose RAŽTKD modelį, rekomen-
duojama pasiūlytą RAŽTKD šalinimo sudėtingumo klasifikaciją naudoti 
tiriamųjų grupių standartizavimui. 

5. Klinikinėje praktikoje L-PRF gali būti naudojamas kaip profilaktinė 
priemonė alveolito prevencijai, minkštųjų audinių gijimo pagerinimui ir pa-
cientų pooperacinio diskomforto (skausmo, tinimo) sumažinimui ankstyvuo-
ju gijimo periodu po RAŽTKD šalinimo operacijų. 
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SUMMARY 
 

ABBREVIATIONS 
 

CBCT  – cone beam computed tomography 
µCT  – micro-computed tomography 
L-PRF  – leukocyte- and platelet-rich fibrin 
PRP  – platelet-rich plasma  
µHA  – micro-hydroxyapatite  
nHA  – nano-hydroxyapatite 
Cellulose-µHA – cellulose and micro-hydroxyapatite composite scaffold 
Cellulose-nHA – cellulose and nano-hydroxyapatite composite scaffold  
IMTM  – impacted mandibular third molar  
GBR  – guided bone regeneration  
SEM  – scanning electron microscopy 
MTT  – yellow tetrazolium salt 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5- 
    diphenyltetrazolium bromide) reduction assay 
ALP  – alkaline phosphatase 
RT-PGR  – real-time reverse transcription polymerase chain reaction 
Col I  – collagen type I 
BMP  – bone morphogenetic protein 
Runx-2  – runt-related transcription factor-2 
VOI  – volume of interest 
BV  – bone volume 
TV  – total volume 
BV/TV  – bone volume fraction 
HU  – Hounsfield unit  
HI  – soft tissue healing index 
VAS  – visual analog pain scale 
SD  – standard deviation 
M  – mean 
p  – significance level 

 
INTRODUCTION 

 
One of today’s most relevant problems in dentistry and maxillofacial 

surgery is the atrophy of alveolar bone and formation of bone defects related 
to dental diseases, oncological surgeries, trauma, or other etiological factors. 
Missing alveolar bone aggravates dental implant placement and impairs the 
chewing, speech, and facial esthetic appearance of the patient. According to 
the literature, more than 50% of dental implant placement surgeries require 
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additional bone grafting, and implant placement in the anterior maxilla 
requires bone grafting procedures in up to 77% of cases [1, 2]. 

Autogenous bone and various other bone grafting materials – including 
xenogeneic, allogenic, or synthetic bone scaffolds – are utilized for grafting 
procedures. In addition to the scaffold, adequate blood supply, osteopro-
genitor cells and growth factors are mandatory for bone regeneration to 
occur [4]. Autogenous bone still remains the gold standard in procedures 
requiring bone grafting due to its osteogenicity, osteoinductivity, and osteo-
conductivity in addition to the fact that its use causes donor site morbidity, 
increased postoperative pain, prolonged healing, and – eventually, with the 
use of dense cortical tissue – delayed revascularization [5]. 

In recent years, researchers have focused on developing and investigating 
synthetic bone scaffolds, which may be produced from various materials: 
beta tricalcium phosphate, hydroxyapatite, polycaprolactone, chitosan, 
collagen, or cellulose. Synthetic bone grafts have several advantages – in-
cluding practically unlimited scaffold size and availability, biocompatibility, 
and minimal risk of disease transmission [10]. On the other hand, most of 
the currently available synthetic (as well as allogenic or xenogeneic) bone 
grafts that are approved for routine clinical use are inert and serve as osteo-
conductive scaffolds only. In the United States of America (USA) and some 
other countries, growth factors – such as recombinant human bone morpho-
genetic proteins and recombinant human platelet-derived growth factors – 
were approved for clinical use as osteoinductive materials in certain bone 
grafting surgeries [11, 77]. However, the use of recombinant growth factors 
is not approved in the European Union, and numerous side effects related to 
the use of recombinant proteins are reported in the literature [12, 13]. 

Leukocyte- and platelet-rich fibrin (L-PRF) might be used in combina-
tion with osteoconductive scaffolds as an alternative to recombinant growth 
factors. L-PRF is natural autologous blood concentrate that is produced 
during the centrifugation process of whole venous blood. L-PRF consists of 
a solid fibrin matrix that is enmeshed with platelets, leukocytes, and various 
growth factors that are involved in wound healing and bone regeneration 
processes: platelet-derived growth factor, vascular endothelial growth fac-
tor, transforming growth factor beta, and fibroblast growth factor [14, 15]. 
L-PRF has been shown to stimulate the differentiation of human mesenchy-
mal stem cells into osteoblasts [18] and the proliferation of human osteo-
blasts [16, 17] in vitro. L-PRF approval for clinical use has the same regu-
lations as the use of other autologous tissue transplants do. In clinical set-
tings, L-PRF might be used alone or in combination with osteoconductive 
scaffolds to provide osteopromotive properties and enhance clinical effec-
tiveness. 
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1. AIM AND OBJECTIVES OF THE STUDY 
 
Aim of the study 
The aim of this study was to create a novel cellulose-hydroxyapatite 

composite scaffold for bone regeneration in bone defects, to determine the 
scaffold’s effectiveness in bone tissue regeneration in in vitro and in vivo 
models, evaluate the influence of L-PRF on the bioactivity of the novel 
cellulose-hydroxyapatite composite scaffold in in vivo experiments, and 
determine the impact of L-PRF on soft-tissue healing and patient posto-
perative discomfort in a clinical study. 

 
Objectives of the study: 
1. To create porous cellulose composite scaffolds containing nano-

hydroxyapatite (nHA) or micro-hydroxyapatite (μHA) and matching the 
principal structural, physicochemical, and biological requirements for bone 
tissue grafts. 

2. To determine the porosity, chemical composition, crystallinity, cyto-
toxicity, influence on osteoblastic cells’ adhesion, and functional and meta-
bolic activity of cellulose-µHA and cellulose-nHA scaffolds in vitro. 

3. To evaluate the biocompatibility, biodegradability, new bone forma-
tion, and cell composition within the matrix of cellulose-µHA and cellulose-
nHA scaffolds according to microcomputed tomography (µCT) and histo-
logical findings in an in vivo New Zealand rabbit calvarial-defect model. 

4. To evaluate the biocompatibility, biodegradability, new bone for-
mation, and cell composition within the matrix of cellulose-µHA and cellu-
lose-nHA scaffolds that are rehydrated with L-PRF and covered with L-PRF 
membranes, based on analyses of µCT and histological findings in an in 
vivo New Zealand rabbit calvarial-defect model. 

5. To compare the effectiveness of cellulose-µHA, cellulose-nHA, and a 
control commercial allograft scaffold in bone defect regeneration, either in 
combination with L-PRF or alone, in an in vivo New Zealand rabbit cal-
varial-defect model. 

6. To create and validate human impacted mandibular third molar 
(IMTM) impaction and extraction difficulty-degree classification. 

7. To standardize study groups according to their IMTM impaction and 
extraction difficulty-degree classification and evaluate the influence of 
L-PRF on soft-tissue healing, incidence of alveolar osteitis and patient 
postoperative discomfort in a human IMTM extraction defect model. 
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2. NOVELTY OF THE STUDY 
 
Successful bone defect regeneration in the jaws is one of the biggest 

challenges in modern dentistry and maxillofacial surgery practice. Most of 
currently the clinically available bone grafting materials of xenogeneic, 
allogenic, or synthetic origin are characterized as osteoconductive bioma-
terials only, and the use of autogenous bone is limited due to its limited 
availability and donor site morbidity. The possibilities of successful bone 
defect regeneration are highly dependent on the selection of suitable bone 
grafting material; therefore, the development of bioactive bone grafts to 
promote the effectiveness of bone regenerative procedures is in high clinical 
demand. In this study, new bioactive cellulose-hydroxyapatite (cellulose-
HA) composite scaffolds that were enhanced with L-PRF were developed. 

The experimental cellulose matrix containing nHA or μHA fillers was 
shown to have a porous, interconnected three-dimensional (3D) structure, 
which is favorable for new blood-vessel ingrowth. Biocompatibility, biode-
gradability, and new bone formation within the cellulose-nHA and cellu-
lose- μHA scaffolds were confirmed in vitro and in vivo. 

L-PRF was selected to enhance the bioactivity of the composite scaf-
folds. Most of the bioactive materials and/or modifiers that were designed 
for the enhancement of bone tissue regeneration are derived from synthetic 
origin. Currently, scientific evidence is lacking in terms of the safety and 
widespread clinical approval of recombinant growth factors for routine bone 
regenerative surgeries of the jaws. On the contrary, the clinical use of 
autologous L-PRF is well documented in the scientific literature and is 
clinically approved in most countries. Accordingly, in this study the use of 
L-PRF in combination with experimental cellulose-HA composite scaffolds 
and commercially available bone allograft was suggested to enhance bone 
formation. A positive influence of L-PRF on bone regeneration was con-
firmed in vivo. The effectiveness of L-PRF in the enhancement of soft-tissue 
healing and the diminishment of patient postoperative discomfort was 
confirmed in a split mouth randomized clinical trial that utilized a human 
IMTM defect model, with the study groups standardized according to their 
IMTM impaction and extraction difficulty-degree classification, as sug-
gested by the authors. 

This study expands the possibilities of continuing research on developed 
composite cellulose-nHA and cellulose-µHA scaffolds, seeking approval for 
their clinical use. From the clinical point of view, this study helps clinicians 
to evaluate the complex possibilities of the clinical use of L-PRF in the 
enhancement of soft- and hard-tissue healing. 
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3. MATERIALS AND METHODS 
 
The study was performed at the Department of Maxillofacial Surgery of 

the Lithuanian University of Health Sciences in collaboration with the De-
partment of Polymer Chemistry and Technology of the Kaunas University 
of Technology, the State Centre for Innovative Medicine, the Life Sciences 
Center of Biochemistry Institute of Vilnius University, the Faculty of Dental 
Medicine of the University of Porto, and the Department of Medicine, 
Surgery, and Health Sciences of the University of Trieste. The animal study 
protocol was approved by the Lithuanian State Food and Veterinary Service 
(Protocol No. G2-18; No. G2-55). The protocols of clinical studies were 
approved by the Lithuanian Ethical Committee of Biomedical Studies of 
Kaunas region, the Bioethics Center of the Lithuanian University of Health 
Sciences (Protocol No. BE-2-12, No. BEC-MF-01, and No. BEC-OF-367) 
and State Data Protection Inspectorate (Protocol No. 2R-2338). 

This study consists of experimental and clinical parts. 
A. Design of the experimental part of the study: 

1.  The development and an in vitro analysis of composite cellulose 
scaffolds containing nHA or μHA fillers 

2.  A µCT and histological analysis of composite cellulose scaffolds that 
contain nHA or μHA fillers, in an in vivo New Zealand rabbit cal-
varial-defect model 

3.  A µCT and histological analysis of L-PRF-enhanced composite cellu-
lose scaffolds that contain nHA or μHA fillers, in an in vivo New 
Zealand rabbit calvarial-defect model 

4.  A comparison of the effectiveness of cellulose-µHA, cellulose-nHA, 
and a control commercial allograft scaffold – either in combination 
with L-PRF or alone – in bone defect regeneration in an in vivo New 
Zealand rabbit calvarial-defect model 

5.  A statistical analysis 
B. Design of the clinical part of the study: 

1.  The creation of human IMTM impaction and extraction difficulty-
degree classification 

2.  A statistical analysis and the validation of IMTM impaction and 
extraction difficulty-degree classification 

3.  An evaluation of the influence of L-PRF on soft-tissue healing, the 
occurrence of alveolar osteitis, and patient postoperative discomfort in 
a human IMTM extraction defect model, with the study groups stan-
dardized according to their IMTM impaction and extraction difficulty-
degree classification 

4.  A statistical analysis 
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3.1. Experimental in vitro and in vivo analysis 
 
3.1.1. Development of composite cellulose scaffolds that contain nHA 
or μHA fillers 
 
Cellulose acetate (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA) and spherical 

particles (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA) of nHA (average particle size 
100 nm) and μHA (average particle size 20 μm) were used for the pro-
duction of the composite cellulose-nHA and cellulose-μHA scaffolds, as 
described previously (Bryjak et al., 2007; Petrauskaite et al., 2013). For the 
preparation of the cellulose-based composite scaffolds, spherical particles of 
nHA or μHA were inserted within the polymer during the formation of the 
cellulose gel from cellulose acetate. The composites were formulated with 
hydroxyapatite (HA) particles comprising 50 wt%. The porous structure was 
formed through the use a freeze-drying technique involving an ALPHA 2-4 
LSC freeze dryer (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode 
am Harz, Germany) for 24 hours (Fig. 3.1.1.1). 

 

 
 

Fig. 3.1.1.1. Experimental cellulose (left), composite cellulose-µHA 
(middle), and cellulose-nHA (right) scaffolds. 

Cellulose-µHA – cellulose and micro-hydroxyapatite composite scaffold; cellulose-nHA – 
cellulose and nano-hydroxyapatite composite scaffold. 

 
3.1.2. In vitro analysis of cellulose-nHA and cellulose-µHA scaffolds 
 
In vitro analysis of cellulose-nHA and cellulose-µHA scaffolds involved 

characterization of the scaffolds by µCT, Fourier transform infrared 
spectroscopy, chemical composition determination of the scaffolds by 
Quantax EDS system, and X-ray diffraction. A detailed description of in 
vitro analysis methodology is provided in the published article by Daugela 
et al., 2018 [220]. 
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3.1.3. In vivo analysis of cellulose-nHA and cellulose-µHA scaffolds 
 
In vivo analysis was conducted by means of New Zealand rabbit cal-

varial-defect model. Developed cellulose-nHA and cellulose-μHA round 
constructs (8.0 mm diameter and 2.0 mm thickness) were used as expe-
rimental scaffolds. As a comparative material, a commercially available 
allograft cancellous block for bone regenerative applications (Maxgraft, 
Botiss Biomaterials GmbH, Zossen, Germany), prepared in the same man-
ner, was used for control purposes. Scaffolds were preoperatively rehy-
drated either in a sterile saline solution or L-PRF exudate and were random-
ly distributed. Scaffolds rehydrated with L-PRF exudate were additionally 
covered with L-PRF membranes following implantation (Fig. 3.1.3.1). Rab-
bits were endorsed for the postoperative follow-up in one of the following 
groups: 4 or 12 weeks (n = 24). 

 

 
 

Fig. 3.1.3.1. Flowchart of in vivo study. 
Cellulose-nHA – cellulose and nano-hydroxyapatite composite scaffold;  
cellulose-µHA – cellulose and micro-hydroxyapatite composite scaffold;  

L-PRF – leukocyte- and platelet-rich fibrin; µCT – micro-computed tomography. 
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3.1.4. L-PRF preparation 
 
L-PRF was prepared according to the protocol, as described previously 

(Choukroun et al., 2001) [185]. Briefly, prior to animal surgery, two 9-ml 
glass-coated tubes (Intra-Spin, Intra-Lock International, Boca Raton, USA) 
of venous blood were collected from the marginal ear vein of New Zealand 
rabbits. Tubes were transferred to a centrifuge (EBA 20, Andreas Hettich 
GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Germany) and processed for 12 minutes at 
2800 rpm to prepare L-PRF (Fig. 3.1.4.1). After preparation, L-PRF clots 
were transferred to a Platelet-rich fibrin (PRF) & growth factor-rich fibrin 
(GRF) box (Osung Mnd Co., Gimpo, Republic of Korea) for L-PRF 
membranes compression and the collection of L-PRF exudate, as described 
by Dohan Ehrenfest in 2010 [194]. 

 

 
 

Fig. 3.1.4.1. A – rabbit-derived L-PRF connected to red corpuscle fraction 
following centrifugation; B – rabbit-derived L-PRF separated from red 

corpuscles at the base. 
L-PRF – leukocyte- and platelet-rich fibrin. 

 
3.1.5. In vivo surgical procedures 
 
A total of twenty-four adult male New Zealand rabbits of 30–35 weeks of 

age and weighing 3.5–4.0 kg were acquired from a certified vendor. Animal 
surgical procedures were performed under the protocol, as described 
previously (Daugela et al., 2018) [220]. Prior to the surgical procedure, the 
animals were premedicated with an intramuscular injection of acepromazine 
(0.5 mg/kg), and a subcutaneous injection of buprenorphine (0.03 mg/kg) 
was used for analgesia. General anesthesia was induced by intramuscular 
administration of ketamine hydrochloride (35 mg/kg) and xylazine hydro-
chloride (5 mg/kg). A trichotomy was conducted on the calvarial area, fol-
lowed by the disinfection of the skin with an octenidine dihydrochloride 
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solution. After administration of a local injection of 4% articaine hydrochlo-
ride with epinephrine 1:100.000, for local anesthesia and bleeding control, a 
sagittal incision was made in the midline of the cranium, and the skin and 
the periosteum were reflected.  

In each side of the calvaria, using a trephine drill (speed 2000 rpm), 
under copious irrigation with a saline solution, two standard 8.0 mm in 
diameter and approximately 2.0 mm in depth bone defects were made. In 
total, four circular defects in each animal were created, as shown in Figure 
3.1.5.1. Particular care was taken to preserve dura mater during defect 
formation. The defects were randomly press-fitted with either saline or L-
PRF exudate rehydrated scaffolds. Randomization for the selection was 
performed using specific software available at http://www.randomization. 
com. No membranes were used to cover saline-rehydrated scaffolds, as L-
PRF rehydrated scaffolds were covered by the prepared L-PRF membranes 
(Fig. 3.1.5.2). The wound was closed in layers by suturing with a 5-0 poly-
glycolic acid absorbable suture material (Atramat, Internacional Farmacéu-
tica S.A. de C.V., Mexico City, Mexico). 

 

 
 

Fig. 3.1.5.1. A – Standardized bone defects created in rabbit calvarial bone. 
B – Bone defects grafted with saline-rehydrated cellulose-µHA (left side 

defects) and cellulose-nHA scaffolds (right side defects). 
Cellulose-µHA – cellulose and micro-hydroxyapatite composite scaffold;  
cellulose-nHA – cellulose and nano-hydroxyapatite composite scaffold. 
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Fig. 3.1.5.2. Top – standardized bone defects grafted with saline-rehydrated 
control allograft scaffold; Bottom – standardized bone defects grafted with 

cellulose-nHA scaffolds, rehydrated in L-PRF exudate and covered with 
L-PRF membrane. 

Cellulose-nHA – cellulose and nano-hydroxyapatite composite scaffold;  
L-PRF – leukocyte- and platelet-rich fibrin. 

 
Postoperative X-rays ensured the correct position of the bone grafts. 

During the postoperative period, animals were allowed to move freely in 
their cages, at a controlled temperature and light cycle. Water and food were 
administered ad libitum. An analgesic regimen with buprenorphine was 
maintained during the first week. No antibiotics were administered. 

The animals were sacrificed 4 and 12 weeks after the surgical procedures, 
initially using a combination of ketamine hydrochloride (50 mg/kg) and 
xylazine hydrochloride (20 mg/kg) administered intramuscularly, followed 
by 25 mg/kg of sodium thiopental administered intravenously in the mar-
ginal ear vein 20 minutes thereafter. In order to address systemic toxicology 
effects, histopathological evaluation of the liver and kidney was conducted. 
Furthermore, the biological response of the implants within the grafted 
rabbit calvaria was evaluated through microtomographic and histological 
analysis, addressing the characterization of the bone grafts’ degradation 
process and the disclosure of the bone formation process in the vicinity of 
the implanted constructs. 
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3.1.6. µCT analysis of in vivo rabbit calvarial bone biopsies 
 
Microtomographic analyses were conducted in a commercially available 

desktop microtomographic unit μCT 35 (Scanco Medical AG, Bruttisellen, 
Switzerland), with the following parameters: voxel size of 15 μm, FOV of 
30.72 mm, X-ray voltage of 70 kVp, intensity of 114 μA, and an integration 
time of 800 ms. Structural evaluation of the newly formed tissue was carried 
out using version 6.0 of the Scanco Medical software (Scanco Medical AG, 
Bruttisellen, Switzerland). The definition of the volume of interest (VOI) for 
the analysis was determined with a cylindrical contour, taking into 
consideration the size of the drill hole (8.0 mm in diameter) and enlarged in 
the vertical direction to address all the biomaterial and newly formed bone. 
A fixed VOI was used for all the analyses conducted on different samples. 
Microstructural measures included the determination of bone volume (BV), 
total volume (TV), and bone volume per total volume ratio (BV/TV). The 
computation of these structural measures has been previously detailed by 
Silva et al., 2015 [195]. Further, an automated multi-threshold segmentation 
method was employed to highlight and separate the distinct mineralized 
phases (i.e., scaffold and bone). Briefly, each histogram was partitioned into 
independent zones, following the manual fixation of thresholds, based on 
the comparison of microtomographic images with histological images – 
reference thresholds for “new bone” were set at 3044 Hounsfield units (HU) 
and at 2033 HU for “new bone & scaffold,” allowing for the segmentation 
and differentiation of the distinct phases within the defect, as described 
previously by Calvo-Guirado et al., 2015 [196]. 

 
3.1.7. Statistical analysis of experimental in vitro and in vivo studies 
 
For in vitro evaluation, three independent experiments were performed. 

Analysis of eight samples of each in vivo study group at each time point was 
performed accordingly. The data were expressed as mean ± standard 
deviation (SD). The sample size was estimated following power analysis 
computation with G*Power 3 software, following the establishment of a 
pilot trial for the evaluation of the metabolic activity of the cultures for 3 
days in vitro, and the pilot results of 12-week bone volume fraction 
(BV/TV) analysis for in vivo sample size estimation was garnered. The 
power was set at 90% and the alpha at 0.05.  

Data groups were evaluated using a one-way analysis of variance, and no 
significant differences in the pattern of cell behavior were found for the in 
vitro analysis. Statistical differences between the experimental in vitro 
groups were assessed through Bonferroni’s method. 
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Analysis of in vivo studies was conducted by Student t-test, and one-way 
analysis of variance by Student–Newman–Keuls post-hoc tests was used as 
appropriate to determine the level of significance.  

Values of p ≤ 0.05 were considered statistically significant for both in 
vitro and in vivo studies. 

 
3.2. Clinical studies 

 
3.2.1. Impacted mandibular third molar impaction and extraction 
difficulty-degree classification 
 
IMTM impaction and extraction difficulty-degree classification was 

suggested according to findings in the literature review, which involved 
factors influencing IMTM etiology, clinical anatomy, diagnostic methods, 
indications for IMTM extraction, surgical techniques, and possible compli-
cations and their risk factors. The literature review and suggested IMTM 
impaction and extraction difficulty-degree classification are described in 
detail in the published article by Juodzbalys and Daugela, 2013 [199]. 

 
3.2.2. Validation of impacted mandibular third molar impaction and 
extraction difficulty-degree classification 
 
A clinical study was conducted to validate IMTM impaction and extrac-

tion difficulty-degree classification. The study participants were enrolled in 
three centers:  

1. Department of Maxillofacial Surgery of the Lithuanian university of 
Health Sciences; 

2. Department of Medicine, Surgery and Health Sciences of the Uni-
versity of Trieste; 

3. Hesire Clinic (Cassano allo Ionio, Italy). 
 
The author was involved in preparation of the study protocol and was a 

coordinator of the study process.  
The study was registered at ClinicalTrials.gov (identification code: 

NCT02519426). All enrolled patients signed an informed consent. 
 
The inclusion criteria were as follows: 
1. Patients with an age ≥ 18 years; 
2. Healthy patients (American Society of Anesthesiologists Physical 

Status [ASA PS] index ≤ 2); 
3. Presence of CBCT and/or panoramic radiograph, accomplished no 

longer than 12 months prior to surgery; 
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4. Complete root formation of tooth No. 38 or 48; 
5. Signed informed consent. 
 
The following exclusion criteria were used: 
1. Heavy smoking (>10 cigarettes / day); 
2. Presence of any radiolucent lesion with a diameter larger than 1 cm at 

the impacted tooth level; 
3. Presence of acute inflammation and/or infection in the area of interest; 
4. Presence of any neoplastic lesion (benign or malignant) in contiguity 

with the impacted tooth; 
5. Absence of the mandibular second molar; 
6. Patients with congenital anomalies or systemic diseases; 
7. Pharmacological treatments altering oral microbiota and/or immunolo-

gic response (e.g., corticosteroids); 
8. Radiotherapy or chemotherapy in the last 24 months; 
9. Patients already participating in this study with a contralateral man-

dibular third molar. 
 
An expert blinded investigator performed a blind assessment of CBCTs 

and/or panoramic radiographs and assigned scores to each extracted tooth, 
according to Winter’s [197], Pell and Gregory’s [198], and Juodzbalys and 
Daugela’s IMTM impaction and extraction difficulty-degree classifications 
[199]. 

Surgical procedures were performed following a standardized surgical 
approach, previously described by Farish and Bouloux, 2007 [200], by one 
expert surgeon, having at least 5 years of clinical experience, for each 
center. Systemic antibiotic prophylaxis (2000 mg amoxicillin or 500 mg 
clarithromycin in allergic patients) was administered per os 1 hour prior to 
surgery together with local antisepsis immediately before surgery (0.2% 
chlorhexidine 1-minute rinse).  

The surgical time from flap incision to the complete tooth removal was 
recorded, together with the surgical technical variables of each intervention 
(flap design, ostectomy, coronectomy, and roots separation) and possible 
intraoperative complications (apex fracture, bleeding, mandibular canal 
penetration, damage of neighboring teeth, tooth or fragment of a tooth mig-
ration into soft tissue, and mandibular or alveolar wall fractures). 

Patients were prescribed 600 mg of ibuprofen for pain control, when 
needed, and antiseptics (0.2% chlorhexidine 1-minute rinse twice a day for 2 
weeks). Sutures were removed after 7 days and eventual postoperative 
complications (alveolar osteitis, surgical site infections, hematoma, and 
paresthesia) were recorded. 
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3.2.2.1. Statistical analysis 
 
Statistical analysis was performed by using SPSS 22.0 software (Inter-

national Business Machines Corp., Armonk, North Castle, New York, 
USA). The sample size of the study was calculated by considering the 
duration of the surgical procedure as the main parameter to evaluate surgical 
difficulty. The surgical time from a preliminary pool of 25 patients was 
considered by dividing them into two groups according to Juodzbalys and 
Daugela’s cumulative score (x ≤ 9 > y). A sample size of 52 subjects per 
group was calculated as being necessary to detect a mean difference of 10 
minutes in the surgical time between the two groups, with an expected SD 
of 18 minutes. The power was set at 80% and the alpha at 0.05. 

Demographic variables and clinical continuous data were expressed as 
mean or median ± SD. Categorical variables were processed with frequency 
charts and percentages. Statistical comparisons between the groups were 
performed by a Kruskal-Wallis test, with the level of significance at p ≤ 
0.05. 

 
3.2.3. Evaluation of L-PRF influence on the impacted mandibular 
third molar socket healing 
 
This study was conducted to evaluate L-PRF influence on IMTM socket 

healing, patient postoperative discomfort, and the appearance of alveolar 
osteitis after IMTM surgeries. The study was designed as split-mouth 
randomized clinical trial in patients with bilateral IMTM extractions. The 
study was conducted at the Department of Maxillofacial Surgery of the 
Lithuanian University of Health Sciences. The study was registered at 
ClinicalTrials.gov (identification code: NCT03357484). All enrolled 
patients have signed informed consent. 

The detailed patient selection criteria and methodology are provided in 
the published article by Daugela et al., 2018 [323]. 

 
4. RESULTS 

 
4.1. Results of in vitro and in vivo studies 

 
4.1.1. Characterization and in vitro analysis of composite cellulose-HA 
scaffolds 
 
Cellulose-HA composite scaffolds were prepared by regenerating acetyl-

cellulose (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA) in an acetone solution, 
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following the embedding of nHA and µHA particles during cellulose gel 
formation. The porous structure was formed using a freeze-drying tech-
nique, as described previously by Petrauskaite et al., 2008 [68]. The results 
and detailed description of composite cellulose-nHA and cellulose-µHA 
scaffolds in vitro characterization from a physicochemical and biological 
point of view are provided in the published article by Daugela et al., 2018 
[220]. 

 
4.1.2. In vivo analysis of composite cellulose-HA scaffolds 
 
During the postoperative period, all animals survived and showed no 

signs/signals of anxiety or distress. The regions neighboring the surgical 
intervention healed adequately without further complications. At the 
predefined time points, a systematic necropsy was conducted, and no 
evidence of biomaterial-induced pathological alterations was identified, 
either locally or systemically. 

The area of implantation was evaluated through microtomographic and 
histological evaluation. Microtomographic assessment was conducted 
following a segmentation procedure focused on differentiating the newly 
formed mineralized tissue within the defined VOI. As so, segmental thres-
holds were established to discern between the mineralized structure of the 
implanted scaffolds (light yellow) and the newly formed mineralized tissue 
(dark yellow) (Figs. 4.1.2.1 and 4.1.2.2). Data analysis revealed that, at 4 
weeks (Fig. 4.1.2.1), within the control condition, the margins of the 
surgically created defect could still be identified and that minor bone 
formation was attained at the defect periphery, with the neoformation of thin 
trabecular mineral structures particularly evident in two-dimensional (2D) 
images. Both cellulose-µHA and cellulose-nHA scaffolds induced an im-
proved response characterized by a higher new bone formation, with par-
ticular significance for cellulose-nHA, in which the trabecular neoformation 
process extended significantly into the central area of the defect, inter-
spacing with remnants of the implanted scaffold. The addition of L-PRF to 
the scaffolds was found to increase the bone formation process in all experi-
mental conditions. Significantly more mineralized tissue could be identified 
at the defect margins, and a more mature trabecular network of ingrown 
tissue was visible on both cellulose-µHA and cellulose-nHA, growing cent-
ripetally and merging with the remaining structure of the scaffold. Compa-
ratively, a higher degree of bone ingrown within the cellulose-nHA structure 
was noticeable. 
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Fig. 4.1.2.1. Representative microtomographic 3D reconstructions (top row) and 2D images (bottom row)  
of the control and composite cellulose scaffolds, implanted in the rabbit’s calvarial bone in the absence  

and presence of L-PRF, for 4 weeks. Scale bar corresponds to 3 mm. 
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At 12 weeks (Fig. 4.1.2.2), a higher integration of the implanted scaffolds 
was verified in all conditions, as compared to the 4-week time point. The 
addition of L-PRF induced a higher formation of mineralized tissue, with 
emphasis on cellulose-nHA scaffolds, in which the newly formed 
mineralized bone tissue encompassed the complete volume of the defect.  

 

 
 

Fig. 4.1.2.2. Representative microtomographic 3D reconstructions 
of the control and composite cellulose scaffolds, implanted in the rabbit’s 

calvarial bone in the absence and presence of L-PRF, for 12 weeks.  
Scale bar corresponds to 3 mm. 

 
 
Quantitative analysis of the BV/TV ratio substantiated the attained 

results, with a higher ratio being attained at the 12-week time point 
(p = 0.001). Comparatively, cellulose-µHA and cellulose-nHA induced a 
higher bone formation than the control at both assayed time points (4 and 12 
weeks) (p = 0.001), and L-PRF was found to increase the bone formation 
process in all experimental conditions and time points (p < 0.05) (Fig. 
4.1.2.3). 
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Fig. 4.1.2.3. Bone volume / Tissue volume (BV/TV) ratio within the defined 
volume of interest for control and composite cellulose scaffolds, implanted 

in the rabbit’s calvarial bone in the absence and presence of L-PRF, 
for 4 and 12 weeks.  

*Significantly different from respective condition without L-PRF. 
 **Significantly different from control, at respective time point. 

#Significantly different from cellulose-µHA + L-PRF at 12 weeks. 
 
Histological analysis was further conducted to disclose the bone-bioma-

terial interface and was focused on detailing the defect margin/scaffold 
interface. At 4 weeks (Fig. 4.1.2.4), the control scaffold presented a fibrous 
interconnection with minor evidence of newly formed mineralized tissue at 
the margins of the structure. Both cellulose-µHA and cellulose-nHA groups 
presented an increased integration with established bone contact with the 
defect margins and provided evidence for trabecular tissue ingrowth within 
the porous structure. The addition of L-PRF induced the integration of the 
scaffolds with the host bone. A direct appositional bone/scaffold interaction 
was verified within the control + L-PRF group, and a higher trabecular bone 
formation was further attained in the cellulose-µHA + L-PRF and cellulose-
nHA + L-PRF groups at 4 weeks.  
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Fig. 4.1.2.4. Representative histological sections of control and composite 
cellulose scaffolds, implanted in the rabbit’s calvarial bone in the absence 

and presence of L-PRF, for 4 weeks. Scale bar corresponds to 150 μm.  
*Bone tissue. #Scaffold. 

 
At the 12-week time point (Fig. 4.1.2.5), an increased formation of 

mineralized tissue was evident in all experimental situations in comparison 
to the respective condition at 4 weeks. In the control, an increased bone-to-
scaffold interface was attained, with further evidence of new bone tissue 
formation at the scaffolds’ edge. Both cellulose-µHA and cellulose-nHA 
also presented an increased bone formation with trabecular ingrown 
throughout the porous structure of the scaffolds. A denser mineralized 
structure could be identified on cellulose-nHA and further associated with a 
timely scaffold’s degradation. The addition of L-PRF further increased the 
bone formation process, with increased bone trabecular formation. 
Comparatively, the highest bone formation was attained in association with 
the L-PRF-enhanced cellulose-nHA scaffold at 12 weeks.  
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Fig. 4.1.2.5. Representative histological sections of control and composite 
cellulose scaffolds, implanted in the rabbit’s calvarial bone in the absence 
and presence of L-PRF, for 12 weeks. Scale bar corresponds to 150 μm.  

*Bone tissue. #Scaffold. 
 
 

4.2. Results of clinical studies 
  

4.2.1. Impacted mandibular third molar impaction and extraction 
difficulty-degree classification 
 
IMTM impaction and extraction difficulty-degree classification was pro-

posed, according to literature analysis, regarding important anatomical and 
diagnostic criteria, influencing the planning, surgical procedure, and post-
operative outcomes of IMTM surgery. Classification, which was described 
and published in an article by Juodzbalys and Daugela, 2013 [199], is 
provided in Table 4.2.1.1. 

IMTM impaction and extraction difficulty-degree classification is de-
signed to have prognostic value in predicting IMTM extraction difficulty 
during the planning stage of the surgery, seeking to avoid possible comp-
lications. In the scientific studies on impacted IMTM, classification might 
be used as a tool for standardization of the study groups. 
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Table 4.2.1.1. Impacted mandibular third molar impaction and extraction difficulty-degree classification. 
Position of the 

mandibular third molar 
Risk degree of presumptive intervention (score) 

Conventional (0) Simple (1) Moderate (2) Complicated (3) 
Mesio-distal position in relation to the second molar – M and the mandibular ramus – R 

Relation to the second 
molar – M 

Crown directed at or 
above the equator of 

the second molar 

Crown directed below the 
equator to the coronal third 

of the second molar root 

Crown/roots directed to the 
middle third of the second 

molar root 

Crown/roots directed to the 
apical third of the second 

molar root 

Relation to the mandibular 
ramus – R 

Sufficient space in 
the dental arch 

Partially impacted in the 
ramus 

Completely impacted in the 
ramus 

Completely impacted in the 
ramus in disto-angular or 

horizontal position 
Apico-coronal position in relation to the alveolar crest – A and the mandibular canal – C (IAN injury risk) 

Relation to the adjacent 
alveolar crest (from the 
uppermost point of the 
tooth) – A 

Tooth is completely 
erupted 

Partially impacted, but 
widest part of the crown 

(equator) is above the bone 

Partially impacted, but 
widest part of the crown 

(equator) is below the bone 

Completely encased in the 
bone 

Relation to the mandibular 
canal (from the lowermost 
point of the tooth) – C 

≥ 3 mm to the 
mandibular canal 

< 3 mm to the mandibular 
canal, contacting or 

penetrating the canal, wall 
of the mandibular canal may 

be identified 

Contacting or penetrating 
the mandibular canal, wall 
of the mandibular canal is 

unidentified 

Roots surrounding the 
mandibular canal 

Bucco-lingual position in relation to the mandibular lingual and buccal walls – B (LN injury risk) 

Relation to mandibular 
lingual and buccal walls – 
B 

Closer to buccal wall In the middle between 
lingual and buccal walls Closer to lingual wall 

Closer to lingual wall, when 
the tooth is partially impact-
ed or completely encased in 

the bone (A2 or A3) 
Spatial position – S 

Spatial position – S Vertical (90°) Mesio-angular ≤ 60° Disto-angular ≥ 120° Horizontal (0°) or inverted 
(270°) 

IAN – inferior alveolar nerve; LN – lingual nerve. 
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4.2.2. Validation of impacted mandibular third molar impaction and 
extraction difficulty-degree classification 
 
124 patients were enrolled in the study, validating the proposed IMTM 

impaction and extraction difficulty-degree classification. 61 males (mean 
age 30.5 ± 10.7) and 63 females (mean age 27.5 ± 11.3) were treated by 
center 1 (n = 51), center 2 (n = 50), and center 3 (n = 23). Indications for 
tooth extraction and postoperative complications are listed in Table 4.2.2.1 
and Table 4.2.2.2, respectively.  
 
Table 4.2.2.1. Preoperative indications for IMTM surgery. 

Indication Patient count 
Prophylactic 61 
Orthodontic 7 
Chronic infection 38 
Periodontal 12 
Endodontic 6 
Total 124 

                       IMTM – impacted mandibular third molar. 
 
Table 4.2.2.2. Distribution of postoperative complications in the different 
centers. 

Center Patient count Number of  
complications 

1 51 5 
2 50 0 
3 23 2 

Total 124 7 
 
All patients recovered from postoperative complications without any 

sequelae in a time span of 1 to 3 months. The mean duration of surgical 
procedures was 24.1 ± 22.2 minutes (range 1.0–120.0 minutes), with 
significant differences among the centers (Kruskal-Wallis test; p = 0.001). 
The mean duration of surgical procedures is provided in Table 4.2.2.3. 

According to Winter’s classification [197], 48 teeth were vertical, 54 
were mesio-angular, 9 were horizontal, 4 were in the bucco-lingual position, 
and 9 were in the disto-angular position. The difference in the surgical 
procedure’s duration among these five groups was evaluated by a Kruskal-
Wallis test and did not reach statistical significance (p > 0.05). 
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Table 4.2.2.3. Mean duration of IMTM surgical procedure among the 
different study centers. 

Center Patient count Duration of the surgery (minutes) 
Mean ± SD Duration range 

1 51 18.7 ± 20.7* 1.0 – 120.0 
2 50 28.6 ± 20.6* 2.0 – 120.0 
3 23 26.4 ± 26.9 1.0 – 98.0 

Total 124 24.1 ± 22.2 1.0 – 120.0 
IMTM – impacted mandibular third molar; SD – standard deviation.  
*Statistically significant difference among the centers, according to Mann-Whitney test.  

 
According to Pell and Gregory’s classification [198], 37 teeth were class 

I, 63 were class II, and 24 were class III, with different combinations of 
occlusal plane level (A, B, and C). The difference in duration of the surgical 
procedures among these three groups was evaluated by a Kruskal-Wallis 
test and did not reach statistical significance (p > 0.05). 

According to Juodzbalys and Daugela’s classification, the study sample 
was composed of three teeth with score 0, 30 teeth with score 1, 66 teeth 
showing score 2, and 25 teeth classified as score 3. The difference in 
surgical time among these four groups was evaluated by a Kruskal-Wallis 
test and resulted as statistically significant (p = 0.002) (Table 4.2.2.4). 

 
Table 4.2.2.4. Distribution of mean duration of IMTM surgery among diffe-
rent scores of IMTM impaction and extraction difficulty-degree classification. 

 

Classification score 
p  

value 
0  1  2  3 

n Mean ± 
SD n Mean ± 

SD n Mean ± 
SD n Mean ± 

SD 
Duration 
(minutes) 3 20.0 ± 

8.7 30 13.1 ± 
11.1 66 26.0 ± 

23.4 25 32.8 ± 
25.5 0.002* 

IMTM – impacted mandibular third molar; n – count of the patients;  
SD – standard deviation; p – level of significance. 
*Statistically significant difference, according to Kruskal-Wallis test. 

 
4.2.3. Evaluation of L-PRF influence on the impacted mandibular 
third molar socket healing 
 
A split-mouth randomized clinical trial was conducted to evaluate L-PRF 

influence on IMTM socket healing, patient postoperative discomfort, and 
the appearance of alveolar osteitis after IMTM surgeries. 34 patients were 
enrolled, and 30 patients completed the study. The results of the study are 
described in detail in the published article by Daugela et al., 2018 [323]. 
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CONCLUSIONS 
 
1. Experimental cellulose-nHA and cellulose-µHA scaffolds fulfil the 

principal structural, physicochemical, and biological requirements for bone 
tissue grafts. 

2. The size of hydroxyapatite particles has influence on the in vitro bio-
logical response to either cellulose-μHA or cellulose-nHA composite scaf-
folds. Cellulose-nHA scaffolds revealed superior cell adhesion, increased 
metabolic activity, and osteoblastic gene expression, compared with a cellu-
lose-μHA scaffolds. 

3. μCT and histological investigation of biocompatibility, biodegrada-
bility, and new bone formation revealed that cellulose-nHA scaffolds 
exhibited significantly higher 12-week in vivo formation of newly minera-
lized tissue compared with cellulose-μHA scaffolds and a commercially 
available bone allograft control. 

4. µCT and histological analysis revealed that enhancement of the scaf-
folds with L-PRF increases new bone formation in vivo. 

5. L-PRF-enhanced cellulose-nHA scaffolds exhibited the highest 12-
week new bone formation among all investigated groups of the study. 

6. Juodzbalys and Daugela’s IMTM impaction and extraction difficulty-
degree classification allows for predicting the duration of IMTM extraction 
surgery. 

7. L-PRF may reduce the incidence of alveolar osteitis, improve soft-
tissue healing, and reduce postoperative pain and swelling after IMTM 
surgical extractions. 

 
SCIENTIFIC AND PRACTICAL RECOMMENDATIONS 

 
According to the results of the present study, the following scientific and 

practical recommendations are suggested: 
1. To continue research on experimental cellulose-nHA and cellulose-

µHA composite scaffolds, seeking the approval for their clinical use. 
2. L-PRF might be used as autologous osteopromotive biomaterial in 

combination with osteoconductive scaffolds for jaw bone defect regene-
ration. 

3. IMTM impaction and extraction difficulty-degree classification might 
be a useful tool for clinicians in planning, risk assessment, extraction dif-
ficulty-degree prediction, and prognosis of the duration of IMTM extraction 
surgeries. 
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4. In the scientific studies on impacted IMTM, the proposed impaction 
and extraction difficulty-degree classification might be used as a tool for 
standardization of the study groups. 

5. L-PRF might be used as a prophylactic measure in the prevention of 
alveolar osteitis, enhancement of soft-tissue healing, and diminishment of 
patient postoperative discomfort (pain and swelling) in the early healing 
period after IMTM extraction surgery. 
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Kartą šeštadienį Jėzus atėjo į vieno fariziejų vyresniojo namus 
valgyti. Matydamas, kaip svečiai rinkosi pirmąsias vietas prie stalo, 
jis pasakė jiems palyginimą: 

„Kai tave pakvies į vestuves, nesisėsk pirmoje vietoje, kad kartais 
nebūtų pakviesta garbingesnio už tave ir atėjęs tas, kuris tave ir jį 
kvietė, netartų tau: „Užleisk jam vietą!“ Tuomet tu sugėdintas turėtum 
sėstis į paskutinę vietą. Kai būsi pakviestas, verčiau eik ir sėskis 
paskutinėje vietoje, tai atėjęs šeimininkas tau pasakys: „Bičiuli, 
pasislink aukščiau!“ Tada tau bus garbė prieš visus svečius. 
Kiekvienas, kuris save aukština, bus pažemintas, o kuris save žemina, 
bus išaukštintas“. 

LK 14, 1. 7–11 

 
PADĖKA 

 
Noriu padėkoti savo moksliniam vadovui profesoriui Gintarui Juodž-

baliui už altruistišką mano ir kitų jaunųjų mokslininkų ugdymą, skatinimą 
eiti į priekį bei visapusišką pagalbą ir patarimus, rengiant disertaciją. 
Dėkoju LSMU Veido ir žandikaulių chirurgijos klinikos vadovui profesoriui 
Ričardui Kubiliui, docentui dr. Daliui Sakavičiui, gydytojui Vaidui Grimutai 
ir visam LSMU Veido ir žandikaulių chirurgijos klinikos kolektyvui, sutei-
kusiems man galimybę rengti šią disertaciją, kuri yra daugelio žmonių pro-
fesionalaus darbo rezultatas. Dėkoju dr. Odetai Baniukaitienei, prof. Jolantai 
Liesienei ir visam KTU Polimerų chemijos ir technologijos katedros kolek-
tyvui už įdėtą didelį darbą, kuriant ir tobulinant eksperimentinius kaulo 
transplantantus, dr. Pedro de Sousa Gomes už profesionalumo pamokas ir 
didelę pagalbą atliekant histologinius tyrimus, dr. Virginijai Bukelskienei, 
dr. Rasai Jarašienei ir visam VU Biochemijos instituto Gyvybės mokslų 
centro kolektyvui už suteiktas sąlygas gyvūnų operacijoms ir gyvūnų prie-
žiūros pamokas, gyd. Mindaugui Pranskūnui už brolišką pagalbą, atliekant 
gyvūnų operacijas, ir idėjas tobulinant tyrimo protokolą, matematikei Irenai 
Nedzelskienei už suteiktas statistikos žinias. Džiaugiuosi ir savo darbdavių 
supratingumu ir kantrybe laukti, kol visą savo laiką skyriau moksliniam 
darbui. 

Tačiau už viską labiausiai dėkoju savo šeimai, kuri visuomet palaikė ir 
buvo šalia tiek džiaugsmingomis, tiek ir sunkiomis gyvenimo akimirkomis.  

 

238 
 


	PAGRINDINĖS SANTRUMPOS
	ĮVADAS
	1. DARBO TIKSLAS IR UŽDAVINIAI
	2. MOKSLINIO DARBO NAUJUMAS IR PRAKTINĖ REIKŠMĖ
	3. LITERATŪROS APŽVALGA
	3.1. Kaulo defektų regeneracinės technikos
	3.2. Kaulinio audinio bioinžinerijos modelis
	3.3. Kaulo transplantantų biologinis funkcionalumas
	3.4. Reikalavimai kaulo transplantantų matricai
	3.5. Kaulo transplantantų tipai
	3.6. Sintetiniai ir kompozitiniai hidroksiapatito ir celiuliozės kaulo transplantantai
	3.7. Kaulo transplantantų bioaktyvavimas ląstelėmis
	3.8. Kaulo transplantantų bioaktyvavimas augimo faktoriais
	3.9. Kraujo koncentratų panaudojimas kaulo defektų regeneracijai
	3.10. L-PRF panaudojimas retinuotų apatinio žandikaulio trečiųjų krūminių dantų šalinimo operacijose
	3.11. Literatūros apžvalgos apibendrinimas

	4. TYRIMO MEDŽIAGA IR METODAI
	4.
	4.1. Eksperimentiniai in vitro ir in vivo tyrimai
	4.1.1.  Kompozitinių celiuliozės karkasų su nHA ir µHA užpildais sintezė
	4.1.2.  Celiuliozės-nHA ir celiuliozės-µHA karkasų in vitro struktūrinė analizė
	4.1.3. Celiuliozės-nHA ir celiuliozės-µHA karkasų in vitro citotoksiškumo analizė
	4.1.3.1. Analizė skenuojančiu elektroniniu mikroskopu (SEM)
	4.1.3.2. Geltonojo tetrazolio druskų redukcijos (MTT) analizė
	4.1.3.3. Genų raiškos vertinimas atvirkštinės transkripcijos polimerazės grandinine reakcija (AT-PGR)
	4.1.3.4. ALP aktyvumo analizė

	4.1.4.  In vivo tyrimų grupės
	4.1.5.  L-PRF paruošimas
	4.1.6.  In vivo chirurginės procedūros
	4.1.7.  In vivo biopsijų µKT analizė
	4.1.8.  In vivo biopsijų histologinė analizė
	4.1.9.  Eksperimentinių in vitro ir in vivo tyrimų statistinė analizė

	4.2.  Klinikiniai tyrimai
	4.2.1. Retinuotų apatinio žandikaulio trečiųjų krūminių dantų šalinimo sudėtingumo klasifikacija
	4.2.2.  Retinuotų apatinio žandikaulio trečiųjų krūminių dantų šalinimo sudėtingumo klasifikacijos validacija
	4.2.2.1.  Statistinė analizė
	4.2.3.  L-PRF įtakos gijimui vertinimas retinuotų apatinio žandikaulio trečiųjų krūminių dantų šalinimo operacijose
	4.2.3.1. Pacientų atranka
	4.2.3.2. L-PRF paruošimas
	4.2.3.3. Chirurginės procedūros
	4.2.3.4. Minkštųjų audinių gijimo vertinimas
	4.2.3.5. Alveolitas
	4.2.3.6. Skausmo vertinimas
	4.2.3.7. Veido tinimo vertinimas
	4.2.3.8. Statistinė analizė



	5. REZULTATAI
	5.
	5.1. In vitro ir in vivo tyrimų rezultatai
	5.1.1.  Kompozitinių celiuliozės karkasų su nHA ir µHA užpildais struktūrinė analizė
	5.1.2.  Karkasų in vitro citotoksiškumo analizė
	5.1.3.  In vivo tyrimų rezultatai

	5.2. Klinikinių tyrimų rezultatai
	5.2.1.  Retinuotų apatinio žandikaulio trečiųjų krūminių dantų šalinimo sudėtingumo klasifikacija
	5.2.2.  Retinuotų apatinio žandikaulio trečiųjų krūminių dantų šalinimo sudėtingumo klasifikacijos validacija
	5.2.3.  L-PRF įtakos gijimui vertinimas retinuotų apatinio žandikaulio trečiųjų krūminių dantų šalinimo operacijose


	6.         6. REZULTATŲ APTARIMAS
	6.1. In vitro tyrimų rezultatų aptarimas
	6.2. Eksperimentinių in vivo tyrimų rezultatų aptarimas
	6.3. Klinikinių tyrimų rezultatų aptarimas

	MOKSLINĖS IR PRAKTINĖS REKOMENDACIJOS
	BIBLIOGRAFIJOS SĄRAŠAS
	MOKSLINĖS PUBLIKACIJOS DARBO TEMA
	SUMMARY
	CURRICULUM VITAE
	PADĖKA
	7.pdf
	IŠVADOS



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowPSXObjects false
  /AllowTransparency false
  /AlwaysEmbed [
    true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /AntiAliasGrayImages false
  /AntiAliasMonoImages false
  /AutoFilterColorImages true
  /AutoFilterGrayImages true
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /ColorACSImageDict <<
    /HSamples [
      1
      1
      1
      1
    ]
    /QFactor 0.15000
    /VSamples [
      1
      1
      1
      1
    ]
  >>
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDict <<
    /HSamples [
      1
      1
      1
      1
    ]
    /QFactor 0.15000
    /VSamples [
      1
      1
      1
      1
    ]
  >>
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /ColorImageResolution 300
  /ColorSettingsFile ()
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /CropColorImages false
  /CropGrayImages false
  /CropMonoImages false
  /DSCReportingLevel 0
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /Description <<
    /ENU ([Based on '[Press Quality]'] Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0
  /DoThumbnails true
  /DownsampleColorImages true
  /DownsampleGrayImages true
  /DownsampleMonoImages true
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /EmbedOpenType false
  /EmitDSCWarnings false
  /EncodeColorImages true
  /EncodeGrayImages true
  /EncodeMonoImages true
  /EndPage -1
  /GrayACSImageDict <<
    /HSamples [
      1
      1
      1
      1
    ]
    /QFactor 0.15000
    /VSamples [
      1
      1
      1
      1
    ]
  >>
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDict <<
    /HSamples [
      1
      1
      1
      1
    ]
    /QFactor 0.15000
    /VSamples [
      1
      1
      1
      1
    ]
  >>
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /GrayImageResolution 300
  /ImageMemory 1048576
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /Quality 30
    /TileHeight 256
    /TileWidth 256
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /Quality 30
    /TileHeight 256
    /TileWidth 256
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /Quality 30
    /TileHeight 256
    /TileWidth 256
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /Quality 30
    /TileHeight 256
    /TileWidth 256
  >>
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /MonoImageResolution 1200
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /NeverEmbed [
    true
  ]
  /OPM 1
  /Optimize false
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 6
      /MarksWeight 0.25000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed true
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0
    0
    0
    0
  ]
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXTrapped /False
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0
    0
    0
    0
  ]
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /ParseICCProfilesInComments true
  /PassThroughJPEGImages true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice




