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Streszczenie

Ptytki krwi sq elementami morfotycznymi krwi, kto-

re w duzych stezeniach zawierajg naturalne czynniki
wzrostu, z ktorych dwa: PDGF i TGF beta odgrywajg
kluczowa role w procesach regeneracji. Do tej pory w
plytkach krwi odkryto ponad 30 czynnikéw wzrostu, z
ktorych najwazniejszymi sgq: PDGF (Platelet Derived
Growth Factor), TGF (Transforming Growth Factor),
EGF (Epidermal Growth Factor) oraz IGF (Insulin-like
Growth Factor). Ptytki krwi uwalniajg ze swoich ziar-
nistosci i lizosomow m.in. czynniki wzrostu stymulu-
jac w ten sposob procesy gojenia tkanki kostnej. Ce-
lem pracy byta ocena wptywu zelu bogatoptytkowego
na procesy gojenia tkanki kostney.
Na podstawie uzyskanych obrazéw radiologicznych
oraz wynikéw badan densytometrycznych u pacjen-
tow z torbielami w zuchwie zaobserwowano przyspie-
szenie procesu przebudowy tkanki kostnej w grupie z
zastosowanym zelem bogatoptytkowym w poréwna-
niu do grupy kontrolnej. U pacjentéw z torbielami ko-
Sci dfugich obserwowano staty proces przebudowy
tkanki kostnej.

Stowa kluczowe: zel bogatoptytkowy, tkanka kost-
na, gojenie kosci, czynniki wzrostu

[Inzynieria Biomateriatlow, 54-55,(2006),50-53]

Wstep

Procesy regeneracji tkanek sg mozliwe dzieki aktywacji
kaskady czynnikéw wzrostu. Plytki krwi sg elementami
morfotycznego krwi, ktére w duzych stezeniach zawierajg
naturalne czynniki wzrostu, z ktérych dwa: PDGF i TGF beta
odgrywajg kluczowag role w procesach regeneracji [1, 8].

Do tej pory w ptytkach krwi odkryto ponad 30 czynnikéw
wzrostu, z ktérych najwazniejszymi sa: PDGF (Platelet De-
rived Growth Factor), TGF (Transforming Growth Factor),
EGF (Epidermal Growth Factor) oraz IGF (Insulin-like
Growth Factor). PDGF jest glikoproteing produkowana przez
trombocyty, ale syntetyzowang i wydzielang réwniez przez
makrofagi i komorki srédbfonka. Jest istotnym czynnikiem
wzrostowym regulujgcym i rozpoczynajacym wszystkie pro-
cesy gojenia, a przede wszystkim pierwszym czynnikiem
wzrostu w ranie, pobudzajacym rewaskularyzacje, synteze
kolagenu oraz regeneracje kosci. Jego gtéwna funkcja jest
stymulacja mitozy, podziatu komoérek srodbtonka, a takze
regulacja dziatania innych czynnikéw wzrostu i komérek.
PDGF wystepuje w trzech formach: PDGF aa, bb, ab [1,9].
TGF jest czynnikiem wzrostu wystepujacym w dwéch for-
mach tj. jako TGF beta1 oraz beta2. Sa to glikoproteiny
produkowane przez ptytki krwi, ale znajdujgce sie réwniez
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Abstract

Platelets are blood elements, which contain natu-
ral growth factors, from which PDGF i TGF beta play
important role in regeneration processes. In platelets
untill now 30 growth factors are described, from which
the most important are: PDGF (Platelet Derived
Growth Factor), TGF (Transforming Growth Factor),
EGF (Epidermal Growth Factor) oraz IGF (Insulin-like
Growth Factor). Thrombocytes growth factors release
from granules and lysosoms and stimulate bone heal-
ing processes. The aim of this experiment was esti-
mation of influence platelet rich plasma on bone heal-
ing processes.

On a base of X - rays and dual X - rays in patients
with mandibular cysts it was observed that platelet
rich plasma stimulates bone healing processes in ex-
perimental group. In patients with long bone cysts
constant bone remodeling was observed.

Key words: platelet rich plasma, bone tissue, bone
healing, growth factors

[Engineering of Biomaterials, 54-55,(2006),50-53]

Introduction

Tissues regeneration process is possible thanks to acti-
vation growth factors cascade. Platelets are cells which in
high concentrations contain natural growth factors. The most
important are TGF beta and PDGF which play important
role in regeneration process [1, 8]. Until now over 30 growth
factors were discovered from which the most important are:
PDGF (Platelet Derived Growth Factor), TGF (Transform-
ing Growth Factor), EGF (Epidermal Growth Factor) oraz
IGF (Insulin-like Growth Factor). PDGF is a glycoprotein
which is produced by platelets and synthetized and released
also by macrophags and endothelial cells. This growth fac-
tor starts and regulates al healing processes and first of all
stimulates revascularization, collagen synthesis and bone
regeneration process. Its main function is mitosis and en-
dothelial cells division stimulation, and regulation of other
growth factors and cells activity. There are three types of
PDGF: aa, ab, bb [1, 9].

TGF occurs in two forms: beta1l and beta2. These
glycoproteins are produced by platelets and also are situ-
ated in macrophags, osteoblasts and other cells. TGF regu-
lates multiplying and differentiation different cell types. Its
main function is chemotaxis and mitogenesis of
preosteoblasts and ability of collagen deposition stimula-
tion in connective tissue healing process and bone tissue
forming. TGF inhibits osteoclast forming and bone resorption
[11,14]. EGF and IGF stimulate cell differentiation and en-
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w makrofagach, osteoblastach, czy innych komoérkach. TGF
reguluje namnazanie i réznicowanie réznych typow komo-
rek. Jego najwazniejsza funkcjq jest chemotaksja i mitoge-
neza prekursoréw osteoblastéw oraz zdoIno$é pobudzania
odktadania kolagenu w procesie gojenia tkanki tacznej i po-
wstawania tkanki kostnej. TGF hamuje réwnoczesnie proce-
sy tworzenia osteoklastow oraz resorpcje kosci[11, 14]. EGF
jest czynnikiem odpowiedzialnym za réznicowanie komoérek.
Stymuluje on procesy powstawania nabtonka oraz angioge-
neze. VEGF oraz IGF sg réwnie waznymi czynnikami wzro-
stu odpowiedzialnymi za réznicowanie komérek oraz stymu-
lacje powstawania nabtonka i angiogeneze [9].
Poczatkowym etapem gojenia uszkodzonej tkanki kost-
nej jest krwawienie, ktére zostaje zahamowane w wyniku
przylegania ptytek krwi oraz widknika z surowicy, w miejscu
uszkodzenia naczyn krwionosnych. Plytki krwi uwalniajg ze
swoich ziarnistosci i lizosoméw m.in. czynniki wzrostu sty-
mulujgc w ten sposob procesy gojenia tkanki kostnej [9, 14].

Cel pracy

Celem pracy byfta ocena wptywu autogennych czynni-
kéw wzrostu z zelu bogatoptytkowego na procesy gojenia
tkanki kostne;j.

Material i metody

W | Katedrze i Klinice Chirurgii Szczekowo-Twarzowej
w Zabrzu oraz w Klinice Ortopedii w Sosnowcu w ramach
projektu badawczego 2 PO5C 001 26 finansowanego przez
KBN w okresie od pazdziernika 2003 roku do listopada 2004
roku u 26 pacjentéw w wieku 16-81 lat, w znieczuleniu ogol-
nym wykonywano zabiegi cystektomii. Pacjentéw z torbie-
lami zuchwy podzielono na 2 grupy. Grupe kontrolng sta-
nowito 5 pacjentéw, u ktérych wykonywano zabieg cystek-
tomii metoda osteoplastyczng. Grupa doswiadczalna obej-
mowata 19 pacjentéw, u ktérych w znieczuleniu ogdinym
wykonano zabiegi cystektomii metodg osteoplastyczng, z
podaniem zelu bogatoptytkowego w miejsce powstatego po
wytuszczeniu torbieli ubytku kostnego. Grupe trzecia sta-
nowili 2 pacjenci, z torbielami nasady blizszej kosci udo-
wej, u ktérych w znieczuleniu doledzwiowym wykonywano
operacje z podaniem zelu bogatoptytkowego i kosci allo-
gennej do powstatego ubytku kostnego po wytuszczeniu
torbieli. Zel bogatoptytkowy uzyskiwano przy pomocy ze-
stawu do separac;ji ptytek firmy Biomet.

Do przygotowania zelu bogatoptytkowego stuzy jedno-
razowy zestaw do izolacji ptytek krwi. Po pobraniu od pa-
cjenta 54 ml krwi petnej do strzykawki przed zabiegiem, w
ktérej znajduje sie antykoagulant: 6 ml cytrynianu sodu i
wstrzyknieciu jej do specjalnego zbiornika, poddaje sie zbior-
nik wirowaniu przez 12 minut przy 3200 obrotéw/min. Otrzy-
muje sie 3 warstwy - migdzy warstwa 1 i 2 widoczny jest
biaty kozuszek, ktory stanowig ptytki krwi. Nastepnie ze
zbiornika za pomoca 30 ml strzykawki pobiera sie surowice

dothelium forming and angiogenesis process [11]. First
stage of damaged tissue healing is bleeding which is inhib-
ited by adhesion of platelets and fibrin from the serum in a
place where blood vessels are injured. Platelets release from
its granules and lizosoms growth factors and that way stimu-
late bone tissue haeling [1, 2].

Aim

The aim of the experiment was estimation an influence
of platelet rich plasma on bone healing processes.

Material and methods

From October 2003 to November 2004, 29 patients from
| Department and Clinic Oral and Maxillofacial Surgery in
Zabrze, Silesian Medical University, Poland and from De-
partment and Clinic of Orthopedics in Sosnowiec Silesian
Medical University, Poland were selected for the study.
Patient ages ranged from 16 to 85 years. The following cri-
teria qualified patients for the study: mandible and long
bones cysts diagnosed on the basis of clinical and radio-
logical examinations.

Patients were divided into 3 groups:

| - 5 patients with mandible cysts treated operatively with-
out PRP - control group,

Il - 19 patients with mandible cysts treated operatively with
PRP - (after cyst removing PRP filled bone hole) - experi-
mental group,

11l -2 patients with long bone cysts treated operatively with
allografts and with PRP (after cyst removing PRP with auto
or allograft filled bone hole).

The PRP was prepared by extracting blood from the patient
before operation and by using a cell separator to sequester
and concentrate the platelets.

Venous blood was obtained from 9 patients. 54 ml of
whole blood was drawn from the patient into syringe with 6
ml sodium citrate to achieve anticoagulation. Next the blood
was drawn into sterile tube and centrifuged. Whole blood
was drawn at a rate of 12 minutes, with a centrifuged speed
of 3600 RPM ( Biomet separator). The blood was centri-

RYS. 1. Rentgenogram torbieli zebopochodnej
trzonu zuchwy. 3 doba po operaciji.
FIG. 1. X-ray of dental cyst in mandible. 3 days after

ubogoptytkowg (PPP). Przez 30 sekund ruchami okrezny- operation.
mi wstrzgsa sie zbiornikiem i 10 ml strzykawka izoluje sie 6
ml surowicy bogatej w ptytki (PRP). Do specjalnej dwuka-
niulowe;j igty zatacza sie dwie strzykawki, jedng z PRP, dru-
ga z chlorkiem wapnia i trombing. Tak przygotowang po-
dwadjng strzykawke z podwajng kaniulg uzywa sie do do-
Swiadczenia.

W 3 dobie oraz w 3, 5, 8, 12, 18 i 24 tygodniu doswiad-
czenia wykonywano pacjentom badania radiologiczne oraz
densytometryczne. W wyznaczonych okresach badawczych
pobierano pacjentom krew do oceny laboratoryjnej. W wy-
znaczonych okresach badawczych oznaczano liczbe leu-
kocytéw z podziatem na limfocyty, monocyty, neutrofile,
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RYS. 2. Badanie densytometryczne zuchwy. 3 doba
po operacji.

FIG. 2. Densitometrical examination of mandible. 3
days after operation.

AMA



tOW

R

A

N

TERI

bazofile i eozynofile, sktad morfotyczny krwi oraz poziom
wapnia i fosforu w surowicy krwi. Dla oceny procesow ko-
Sciotworzenia i kosciogubienia, przed zabiegiem operacyj-
nym, a takze w 3, 5, 8, 12, 18 oraz 24 tygodniu po operacji,
pobierano krew do oznaczania poziomoéw IL-1, IL-6, M-CSF,
osteoprotegeryny oraz ligandu RANK metodg ELISA - ba-
dania w toku. Wyniki przeprowadzonych zostang poddane
analizie statystyczne;j.

Wyniki

Pacjenci byli hospitalizowani po operacji w czasie od 4-
10 dni. Po zabiegach operacyjnych czuli sie dobrze, rany
pooperacyjne goity sie bez powiktan.

Na zdjeciach pantomograficznych zuchwy zaobserwo-
wano, iz proces mineralizacji tkanki kostnej w 5 tygodniu
obserwacji w grupie doswiadczalnej byt bardziej zaawan-
sowany w poréwnaniu do grupy kontrolnej (RYS.1). W p6z-
niejszych okresach badawczych réznice miedzy grupami
byly niewidoczne.

Wyniki badan densytometrycznych u chorych po zabie-
gach cystektomii w zuchwie wskazujg na staty, wysoki przy-
rost gestosci tkanki kostnej w grupie doswiadczalnej w po-
réwnaniu z grupg kontrolng (RYS.2). Poczawszy od 5 tygo-
dnia réznica miedzy grupami byta znamienna statystycz-
nie.

U chorych z torbielami kosci dtugich réwniez stwierdzo-
no staty przyrost gestosci tkanki kostne;j.

Dyskusja

Proces gojenia i regeneraciji tkanki kostnej nie zostat jesz-
cze w petni poznany. Gtéwne zatozenie inzynierii genetycz-
nej stwierdza, iz aby zainicjowa¢ sterowang regeneracje
tkanek i/lub sterowana regeneracje kosci, wszczepione rusz-
towanie musi bys fizycznie lub chemicznie wzbogacone w
czynniki wzrostu, cytokiny, komorki autogenne [1,13].

Triade czynnikdw warunkujacych regeneracje tkanek za-
proponowat w 1998 roku Lynch. Zakfada ona, iz do prawi-
dtowego i wydajnego przebiegu procesu regeneracji tka-
nek niezbedne sa trzy sktadowe. Pierwszym elementem jest
rusztowanie lub nosnik, ktérym moze by¢ materiat kostny
pochodzenia autogennego lub obcego, syntetyczny mate-
riat zarowno resorbowalny jak i nie resorbowalny oraz zel.
Drugg sktadowg stanowig czasteczki przenoszace sygnat
procesu gojenia. Przyktadem takich czgsteczek sg BMPs,
TGFs, adhezyny, hormony, witaminy oraz zlokalizowane w
ziarnistosciach trombocytéw czynniki wzrostu. Trzecim czyn-
nikiem dopetniajgcym triade Lyncha sg komorki, na ktére
oddziatujg czynniki wzrostu, sg nimi komérki niezréznico-
wane - macierzyste STEM, komorki zdeterminowane np.:
preosteoblasty, fibroblasty, chondroblasty, oraz komérki
zréznicowane takie jak fibrocyty i osteocyty [8].

Lynch wraz z Marxem po raz pierwszy zaproponowali
réwniez mozliwos¢ zastosowania zelu bogatoptytkowego
jako autogennego biomateriatu odgrywajacego zasadniczg,
role w procesach przyspieszania i stymulacji gojenia tkanki
kostnej [8,9]. Cechy czynnikdw wzrostu zlokalizowanych w
zelu bogatoptytkowym, w odréznieniu od czynnikéw rekom-
binowanych sg biologicznie zdeterminowane. Poniewaz
czynniki wzrostu stymulujg procesy proliferacji komorek,
mozna by sie zastanawia¢ czy nie beda one stymulowac
procesu karcinogenezy. Obecnie wiadomo jednak, ze czyn-
niki te wykazujg bezposrednie dziatanie na btony komérko-
we a nie na jadra, nie majg wiec wptywu na procesy nowo-
tworzenia [1,9,10].

Wytworzenie i zastosowanie zelu bogatoptytkowego sta-
to sie momentem przetomowym w badaniach nad procesa-

fuged into its three basic components: red blood cells, plate-
let rich plasma (PRP) sometimes referred to as "buffy coat",
and platelet poor plasma (PPP). Because of differential
densities, the red blood cell layer forms at the lowest level,
the PRP layer in the middle and PPP layer at the top. The
cell separator separates each layer from the less dense to
the more dense; therefore it separates PPP first and PRP
second, leaving the residual red blood cells.

Then the top yellow serum component PPP was re-
moved into 30 ml syringe. Next the tube was shacked vig-
orously for 30 seconds to suspend platelets and then 10 ml
syringe was connected to the tube to extract PRP.

The PRP application requires initiating the coagulation
process with a mixture of 10 ml 10% calcium chloride mixed
with 10 000 units of bovine thrombin. For PRP application
an individual 10 ml sterile syringe for each mix was used
(Biomet). Each mix draws in order: 6 ml of PRP, 1 ml Of
calcium chloride/ thrombin mix, and 1 ml of air to act as a
mixing bubble. The syringe was gently agitated to initiate
clotting (gelling). The PRP was stored in the operating room
at room temperature until we were ready for its use.

The patients in the trial were examined 3 days and 3, 5,
8, 12, 18 and 24 weeks after operation. X ray and dual X
ray examinations and laboratory examinations were per-
formed.

In these periods clinical examinations were taken and
the blood of the patients was taken to biochemical analysis.
Levels of OB and leukocytes divided into lymphocytes,
monocytes, basophiles, neutrophiles, eosinophiles were
measured.

Results

Patients were in the hospital since 4-10 days after sur-
gery. After operation patients felt good, wounds healed with-
out complications. On X-ray it was observed that bone min-
eralization process was faster in 5 week of observation in
experimental group in comparison with control group (FIG.1)
In later experimental periods differences between groups
were invisible. In patients with cysts in long bones regen-
eration process is finished. Dual X-ray results in patients
after mandible cyst removing show constant high increase
of bone density in experimental group in comparison with
control group (FIG.2). Since 5 week differences between
groups were statistically significant. In patients with long
bone cysts constant increase of bone density was observed.

Discussion

Bone regeneration and healing process is not known
yet to the end. Main theory of genetics points to the fact,
that in order to initiate control tissue and/or bone regenera-
tion, implanted scaffolding has to be physically or chemi-
cally rich in growth factors, cytokins and autologous cells
[12,13]. Three factors which are indispensable to tissue re-
generation offered by Lynch in 1998. It establishes that to
correct and efficient tissues healing course three factors
are indispensable. First element is scaffolding or carrier,
which can be autogenous or allogenous bone synthetic
resorptive or nonresorptive material and gel. The second
elements are particles which carry on healing process sig-
nal. The example that kind of particles are: BMPs, TGFs,
vitamins, hormones and growth factors which are localized
in platelets granules. Third factor are cells on which growth
factors influence. There are undifferentiated - native cells,
determined cells: preosteoblasts, fibroblasts, chondroblasts
and determined cells like fibrocyts and osteocyts [6,15].

Lynch and Marx proposed for the first time, possibility of
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mi stymulacji i przyspieszania gojenia tkanek, a w szcze-
golnosci tkanki kostnej. W literaturze w ostatnich latach po-
jawito sie szereg doniesien na temat stosowania zelu bo-
gatoptytkowego [2, 3, 4, 10, 12, 15].

W dostepnej literaturze w badaniach prowadzonych z wy-
korzystaniem PRP, ocenia sie wptyw tego biomateriatu na
procesy gojenia tkanki kostnej na podstawie wynikéw ba-
dan radiologicznych, densytometrycznych oraz histopato-
logicznych, nie ma natomiast doniesien na temat oceny
wptywu PRP na podstawie analizy pozioméw markerow
kosciotworzenia [4, 5, 6, 7].

WhiosKki

Przedstawiona praca ma charakter doniesienia wstep-
nego. Na podstawie uzyskanych obrazéw radiologicznych
oraz wynikéw badan densytometrycznych u pacjentéw z
torbielami w zuchwie zaobserwowano przyspieszenie pro-
cesu przebudowy tkanki kostnej w grupie z zastosowanym
zelem bogatoptytkowym w poréwnaniu do grupy kontrol-
nej. U pacjentéw z torbielami kosci dtugich obserwowano
staty proces przebudowy tkanki kostne;j.
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using platelet gel as autogenous biomaterial which plays
important role in stimulation bone healing process [4,10].
Growth factors features in platelets are biological determined
in comparison with recombined factors. Because growth
factors stimulate cell proliferation processes they could
stimulate carcinogenic processes. But it is well known, that
these factors influences on cell membranes not for nucleus,
that is why they do no influences on neoplasia processes
[3]. Forming and using platelet gel become a breakthrough
in experiments on stimulation bone healing processes. Last
time on literature there are many reports about using plate-
let gel [5, 8].

Conclusion

This is preliminary report. We observed that platelet gel
ienhances bone healing processes. Platelet-rich plasma can
be used also with autogenous bone transplants in cysts treat-
ment.
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