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Wstep

Organizm ludzki w drodze ewolucji wyksztalcit komorki |
narzady, ktére majg chroni¢ nasze cialo przed uszkodze-
niem, a jesli juz do niego dojdzie ich zadaniem jest jak naj-
szybsza regeneracja uszkodzonych tkanek i powrot do zdro-
wia. Stale poszukuje sie materiatow stymulujgcych proce-
sy naprawcze powstate w wyniku uszkodzenia tkanek. Ta-
kie biomaterialy powinny cechowac sie okreslonymi wia-
Sciwosciami: nie moga wywolywac miejscowej i ogolnoustro-
jowej odpowiedzi odpornosciowej organizmu, niesc ryzyka
zakazenia oraz dla powszechnego stosowania powinny by¢
stosunkowo tanie. Wyzej wymienione kryteria spetniajg
materialy autogenne. Checac wykorzystac w petni potencja-
ty obronne i regeneracyjne ludzkiego organizmu zaczeto
izolowac i z powodzeniem stosowac poszczegolne typy
wiasnych, juz wyspecjalizowanych komorek.

Doskonatym przyktadem takich komorek sg ptytki krwi,
w ktorych odkryto do tej pory ponad 30 czynnikow wzrostu,
a sposrod nich najwazniejsze znaczenie majg PDGF (Pla-
telet Derived Growth Factor), TGF (Transforming Growth
Factor), oraz EGF (Epithelial Growth Factor), VEGF (Va-
scular Endothelial Growth Factor) i IGF (Insulin-like Growth
Factors) [8, 11]. PDGF i TGFji sg znanymi czynnikami nie-
zbednymi do regeneracji tkanek. PDGF m.in. stymuluje
mitogeneze komorek macierzystych (STEM) i osteoblastow
oraz angiogeneze. TGF podobnie jak PDGF stymuluje mi-
togeneze, a takze wplywa na roznicowanie komorek ma-
cierzystych w osteoblasty oraz osteoblastow w osteocyty.
Osteoblasty podobnie jak ptytki krwi uwalniajg czynniki wzro-
stum.in.: TGFg, IGF 112 oraz PDGF, a takze FGF (fibrobla-
styczny czynnik wzrostu) - czynnik wytwarzany wytacznie
przez komorki kosci. Potwierdzeniem znaczacegdo udziatu
czynnikow wzrostu w procesie ostecindukcji jest jednostka
chorobowa, w ktdrej wrodzony brak prawidiowego recepto-
ra alfa dla PDGF jest jedna z opisanych przyczyn zaburzen
w morfogenezie kosci twarzy czaszki i kregostupa. Oprocz
czynnikow wzrostu, ptytki krwi w swoich ziarnistosciach
zawierajg substancije biologicznie czynne jak serotoning czy
katecholaminy, a takze osteokalcyne, proakceleryne, czyn-
nik von Willebranda. Mnogos¢ substancji znajdujaca sie w
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Introduction

Human body during evolution formed cells and organs,
which have to protect body against damage, and even if it
happens their task is fast regeneration of injuried tissues
and back to health. Scientists are still looking for materials
which could stimulate regeneration processes during tis-
sues injury. That kind of materials should have following
features: they can not cause local and general immunologi-
cal response, infections, and for common use they should
be cheap. That kind of criterions perform autogenous
biomaterials. In order to use protective and regenerative
potentials of the human body own cells and tissues are
applied.

Excellent example of that kind of cells are platelets con-
taining over 30 growth factors, and the most important fac-
tors are: PDGF (Platelet Derived Growth Factor), TGF
(Transforming Growth Factor) and EGF (Epithelial Growth
Factor), VEGF (Vascular Endothelial Growth Factar), IGF
(Insulin-like Growth Factors) [8,11]. PDGF and TGF are well
known factors which are indispensable for tissue regenera-
tion. PDGF, among others, stimulates mitogenesis of native
cells (STEM), osteoblasts and angiogenesis. TGF like PDGF
stimulates mitogenesis and influences on native cells differ-
entiation in osteoblasts and osteoblasts in osteocytes.
Osteoblasts like platelets release growth factors like: TGFf,
IGF 1 and 2 and PDGF, FGF (Fibroblastic Growth Factor) -
factor which is produced only by bone cells. Confirmation of
significant participation growth factors in osteoinduction proc-
ess is desease in which, congenital lack of correct receptor
for PDGF is one of reasons disturbances in face, skull and
spinal cord bones morphogenesis. Apart from growth fac-
tors platalets in granules contain biological active substances
like: serotonin and catecholamines and others. Large number
of substances in platelets, especially these which take a part
in coagulation, osteogenesis processes and in immunologi-
cal response, testify about role of these morphotic elements
in physiology and pathology of the human organism [5, 8, 10,
AiAs],

In late 90s XX century scientists start to think how to use
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ptytkach krwi, w szczegdlnosci dotyczy to tych substancii,
ktore biorg udziat w procesie krzepnigcia, kosciotworzenia i
odpowiedzi immunologicznej, swiadczy o roli tych elemen-
tow moarfotycznych w fizjologii i patologii cziowieka [5, 8, 10,
11, 15].

Pod koniec lat 80 XX wieku zaczeto zastanawiac sie nad
wykorzystaniem biologicznego potencjatu plytek krwi, co
zaowocowalo powstaniem tzw. Zelu bogatoplytkowego
(TAB.1).

Poprzez odwirowanie i wyizolowanie petnej autogennej
krwi otrzymano koncentrat ptytek krwi tzw. surowice boga-
toptytkowa (PRP). Zageszczenie plytek spowodowato, iz
wzrosto stezenie PDGF | TGF{, integryn i innych czasteczek
adhezyjnych w otrzymanym preparacie PRP, a po dodaniu
do niego trombiny powstala galaretowata masa tzw. zel bo-
gatoplytkowy [8,14].

Chociaz w literaturze swiatowej stale ukazujg sie prace
na temat roli substancji biologicznie czynnych zawartych w
plytkach krwi, nadal istnieje niewiele doniesien zwigzanych
z zelem bogatoptytkowym. Surowica bogatoptytkowa dzie-
ki swoim wiasciwosciom znalazia zastosowanie w kardio i
torakochirurgii szczegolnie w zabiegach przeszczepow pluc
i serca [3], neurochirurgii zwlaszcza w operacjach krego-
stupa [12], na oddziatach oparzeniowych i oddziatach zaj-
mujacych sie trudno gojacymi sie ranami [1], a takze w chi-
rurgii szczekowo-twarzowej gtéwnie w implantologii [2, 4, 5,
6,8,9 13].

Pomimo Ze proces sterowanej osteogenezy przez zel
bogatoptytkowy zostal potwierdzony w badaniach in vitro
[11], jak réwniez w badaniach na zwierzetach [2,16], nie
ma w pismiennictwie doniesien na temat jego wplywu in
vivo na proces osteogenezy u cziowieka w ztamaniach ko-
sci, ztamaniach z brakiem zrostu, torbielach, osteotomiach
zarowno w ortopedii i traumatologii oraz chirurgii szczeko-
wo - twarzowej,

Obecnie na rynku jest dostepnych kilka zestawow do
separacji ptytek krwi. Otrzymany koncentrat w zaleznosci
od firmy posiada rozna ilos¢ plytek krwi. Srednio w organi-
zmie ludzkim we krwi znajduje sie okofo 200 000 ptytek/ul.
Stwierdzono, iz surowica bogatoplytkowa powinna posia-
dac co najmniej 1 000 000 ptytek/ul oraz 5 ml objetosci, aby
przyspieszac gojenie tkanek miekkich i kosci [7]. Zestaw
do izolacji plytek krwi firmy Biomet-Merck przygotowuje
koncentrat o gestosci srednio 2 600 000 plytekiu! i w pardw-
naniu z innymi systemami jest od nich kilkakrotnie wydajniej-
szy.

Material i metody

Do przygotowania zelu bogatoptytkowego stuzy jedno-
razowy grawitacyjny system separacji piytek krwi. Proces
rozpoczyna sig pobraniem od pacjenta 54 ml krwi peinej do
strzykawki przed zabiegiem, w ktorej znajduje sie antyko-
agulant (6 ml cytrynianu sodu). Nastepnie wstrzykuje sie jg
do specjalnego zbiornika, ktéry poddaje sie wirowaniu przez
12 minut przy 3200 obrotow/min. Efektem odwirowania sg
3 warstwy - miedzy warstwa 1 | 2 widoczny jest "bialy ko-
rzuszek", kiéry stanowig plytki krwi. Nastepnie tloczek w
zbiorniku przesuwa sie w doétl, az zetknie sie on z warstwg
ptytek krwi. Przy pomocy 30 ml strzykawki, ze zbiornika
pobiera sig surowice ubogoplytkowa (PPP). Przez 30 se-
kund ruchami okreznymi wstrzgsa sie zbiornikiem, a na-
stepnie 10 ml strzykawkg izoluje sie 5-6 ml surowicy boga-
tej w ptytki (PRP). Do specjalnej dwukaniulowej igty zata-
cza sig dwie strzykawki, jedng z PRP, drugg z chlorkiem
wapnia i trombing. Tak przygotowana podwajna strzykawke
z podwojng kaniula mozna zastosowac w warunkach sali
operacyjnej (RYS. 1-5).
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Produkt autologiczny
Autogenous product

Lek bezpieczny, nietoksyczny
Save drug, non toxic

+ krwawienie g6doperacyjne
L intraoperative bleeding

L potrzeb eprzetaczania krwi

4 necessity blood transfusion
Prosty do przygotowania (20 minut)
Easy to prepare (20 minuts)

Maz e by¢ W& yty natychmiast

It can be use at once

Stosunkowo niskie koszty

Low treatment costs

TABELA 1. Zalety zelu bogatoplytkowego.
TABLE 1. Platelet gel advantages.

platelet biological potential, and at that time platelet rich
plasma has been elaborated (TAB. 1).

Through full autogenous blood rotation and isolation plate-
lets concentrate was received: platelet rich plasma (PRP).
Platelets condensation caused, that PDGF, TGFp and other
adhesive molecules in platelet rich plasma was higher, and
after adding thrombin to PRP gelous mass:platelet gel is
formed [8, 14].

Despite of the fact that in international literature there
are publications on the subject of role of the biclogical ac-
tive substances presented in platelets, there is still small
number of publications on platelet gel. Platelet rich plasma
thanks to characteristic properties is used in cardiosurgery
and thoracosurgery, especially during lungs and heart trans-
plantations [3], in neurosurgery, mainly in spinal cord sur-
gery [12], on burns divisions, in difficult healing wounds [1],
and in maxillofacial surgery, especially in implantology [2, 4,
5,6,8,9,13].

Although guided bone regeneration process with plate-
let gel was confirmed in vivo examinations [11] and on ani-
mals [2,16], there is no publication on influence of platelet
gel in vivo on osteogenesis in human bone fractures, non-
union fractures, cystes, osteotomy in orthopaedic and max-
illofacial surgery.

Nowaday there are few platelet separation devices
accesssible on the marked. Obtained concentrate in de-
pendence of the firms, have different number of plateletes.
The average number of plates in human blood is about 200
000 plateletes/ul. Platelet rich plasma should have no less
than 1 000 000 plateletes/ul and 5 ml volume to accelerate
bone and tissue healing [7]. Device for platelets isolation
made by Biomet-Merck contain about 2 600 000 platelets/ul
and in comparision with other firms is more productive.

Material and methods

Platelet Separation System consists of few parts. First it
is necessary to take blood from vein to disposable syringe.
Then slowly load blood-filled 60 ml syringe (6 ml of citrate
anticoagulant and 54 ml of whole blood) into blood port.
Next put into centrifuge and spin with 3 200 rpm for 12 min-
utes. As a result of rotating three layers are formed. The
plateles layer is created beetween 1 and 2 layers. Then
one must put down the plunger. The plunger will stop when
the tip of volume gauge contacts the bottom buoy. Then
one have to extract platelet poor plasma (PPP) by con-
necting the 30 ml syringe to plasma port and extract con-
tents, next shake tube vigorously for 30 seconds to suspend
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RYS. 1. Napelnianie
zbiornika 60 ml
strzykawkg (6 ml
cytrynianu sodui 54 ml
krwi).

FIG. 1. Filling the
container by means of
60 ml syringe (6 ml
ofcitrate anti-
coagulant and 54 ml of
blood).

RYS. 2. Wktadanie
zbiornika do wiréwki.
FIG. 2. Insertion of
container into
centrifuge.

RYS. 3. Zsuwanie
tloczka w doét zbior-
nika.

FIG. 3. Moving down
the plunger.

RYS. 4. System podwdjnych strzykawek GPS.
FIG. 4. Double syringes system of GPS.

RYS. 5. Zel bogato-

plytkowy.
FIG. 5. Platelet gel.

Stymuluje proces angiogenezy

Stimulates angiogenesis process

Dziata chemotaktycznie na monoceyty, makrofagi i
fibroblasty

Chemotaxical action on monocytes, macrophages and
fibroblasts

Pobudza syntez ekolagenu

Stimulates colagen synthesis

Stymuluje wzrost nablonka

Stimulates epithelial growth

Stymuluje proces osteogenezy

Stimulates osteogenesis process

Wysoki poziom leukocytow wz elu wywoluje efekt
antybakteryiny oraz redukuje uczucie bolu

High level of leucocytes in gel causes antibacterial effect
and reduces pain feeling

Zmniejsza krwawienie poprzez polaczenie fibrynogenu
(PRP), trombiny i jonéw wapnia

Decreases bleeding through conecting fibrynogen (PRP),
trombine and calcium ions

TABELA 2. Wiasciwosci zelu bogatoplytkowego.
TABLE 2. Platelet gel properties.

the platelets. It is necessary to connect 10 ml syringe to the
tube and extract Platelet Rich Plasma (PRP). When PRP
will be connected with calcium and thrombin we retain Plate-
let Gel (FIG.1-5).

Discussion

Healing process of damaged tissues is definied as cell
and biochemical reactions, which is caused by injury. Im-
portant element of tissue injury is bleeding, which starts that
process. Platelets adhereive to blood vessels in a place of
injury and with fibrin from serum inhibit bleeding. From gran-
ules and lysosomes they release growth factors, proteo-
lytic enzymes, serotonin and stimulate healing process of
the injuried tissues (TAB. 2) [3, 6, 7].

The use of platelet gel reach 90's of the XX century and
are connected with maxillofacial surgery. In 1997 Whitman
et al. for the first time showed platelet rich plasma isolation
method and using platelet gel as an alternative method for
fibrin glue [5, 9, 14].

Now it is known that for tissues healing process 3 fac-
tors are necessary. First of them is scaffolding or carrier,
and it can be autogenous or foreign bone, synthetic
resorbable or unresorbable materials and gel. The second
element are molecules for example BMPs, TGFs, hormones,
vitamins and first of all growth factors, which carry a heal-
ing process signal. The last element are cells on which
growth factors have an influence, these are undifferentiated
cells - native STEM, determined cells like preosteoblasts,
fibroblasts, chondroblasts and differentiated cells like
fibroblasts and osteocytes. Platelet gel provides to injuried
tissues all these factors which are necessary in finishing
reparation process [5, 15].

Features of the growth factors in platelet gel are biologi-
cal determined in distinguishing from growth factors,
synthetized by chamsters ovoid cells, which have a human
gen implanted to plasmids. Platelet gel is a mixture of seven
native growth factors, in which natural carrier is.blood clot,
in distinguishing from recombinant factors, which individu-
ally in high concentrations are delivered thanks to synthetic
carriers or carriers from animals [7].

Because growth factors stimulate cell proliferation proc-
esses, it is interesting to know whether they can stimulate
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Dyskusja

Proces gojenia uszkodzonych tkanek definiuje sie jako la-
winowy ciag reakeji komérkowych i biochemicznych zaini-
cjowanych urazem. Nieodtacznym elementem uszkodzenia
tkanek jest krwawienie, ktore rozpoczyna ten proces. Plytki
krwi przylegaja do miejsca uszkodzonych naczyn krwiono-
snych i wraz z widknikiem z surowicy hamujg krwawienie.
Uwalniajg one ze swoich ziamnistosci i lizosoméw m.in. czyn-
niki wzrostu, enzymy proteolityczne, tromboksan, serotoni-
ng i prostaglandyny stymulujgc proces gojenia uszkodzonych
tkanek (TAB. 2)[3, 6, 7].

Poczatki stosowania zelu bogatoptytkowego siegaja lat 90
XX wieku i sg $cisle zwigzane z chirurgia szczekowo - twa-
rzowa. W 1897 roku Whitman i wsp. jako pierwsi zilustrowali
metode izolowania surowicy bogatopytkowej (PRP) oraz przy-
gotowania i wykorzystania zelu bogatoplytkowego jako pozy-
tywnej alternatywy dla kleju fibrynowego [5, 9, 14].

Obecnie powszechnie wiadomo, ze do procesu gojenia
tkanek niezbedne sg 3 czynniki. Pierwszym jest rusztowa-
nie lub nosnik, ktoryrm moze by¢ materiat kostny pochodze-
nia autogennego lub obcego, materiaty syntetyczne resor-
bowalne lub nieresorbowalne, a takze zel. Drugim elemen-
tem sg czasteczki przenoszace sygnal procesu gojenia,
ktorych przyktadem sg morfogeny np. BMPs, TGFs, adhe-
zyny, hormony, witaminy, a przede wszystkim znajdujace
sig w ziarnistosciach plytek krwi czynniki wzrostu. Ostatnig
sktadowa sa komarki na ktdre oddziatywujg czynniki wzro-
stu tj. komorki niezréznicowane - macierzyste STEM, ko-
morki zdeterminowane np. preosteoblasty, fibroblasy, chon-
droblasty oraz komérki zréznicowane np. fibrocyty | oste-
ocyty. Zel bogatoplytkowy dostarcza do uszkodzonych tka-
nek tych wszystkich czynnikéw potrzebnych do zakoncze-
nia reparacji uszkodzonych tkanek [5, 15].

Cechy czynnikow wzrostu znajdujgeych sie w zelu bo-
gatoptytkowym sa biologicznie zdeterminowane, w odréz-
nieniu od rekombinowanych czynnikéw wzrostu, ktorych ko-
morki ludzkie nie wytwarzaja, a ktore sg syntetyzowane
przez komarki jajowe chomikow chinskich, posiadajacych
ludzki gen wszczepiany plazmidom. Zel bogatoplytkowy jest
mieszaning siedmiu natywnych czynnikow wzrostu, ktérych
naturalnym nosnikiem jest skrzep, w odréznieniu od czyn-
nikow rekombinowanych, kidre pojedynczo w wysokich ste-
zeniach sg dostarczane za pomoca nos$nikow syntetycz-
nych lub pochodzenia zwierzecego [7].

Poniewaz czynniki wzrostu stymulujg proces proliferacji
komorkowej, mozna by sie zastanawiac czy nie beda one
rowniez stymulatorem procesu karcinogenezy, obecnie wia-
domo jednak, ze czynniki te dzialaja na btony komorkowe a
nie na ich jadra, wiec nie wplywajg na procesy nowotwo-
rzenia. Z calg pewnoscig nie sg one mutagenami, gdyz
aktywujg one wewnetrzne biatko cytoplazmatyczne, stymu-
lujgce prawidiowa, a nie wadliwg ekspresje genu [7].

Wazny jest réwniez fakt, iz poniewaz zel bogatoptytko-
wy powstaje z pozyskania krwi wtasnej, nie istnieje w zwigz-
ku z tym ryzyko zakazenia sie takimi wirusami jak HIV czy
wirusem zapalenia watroby [7].

Podsumowanie

Zastosowanie zelu bogatoplytkowego stato sie momen-
tem przetomowym w badaniach nad procesami stymulacji i
przyspieszenia gojenia tkanki kostnej oraz tkanek miekkich.
Chociaz rola zelu jako czynnika wplywajacego na procesy
reparacji i regeneracji tkankowej nie zostala jeszcze do
konca poznana, stat sie on niewatpliwie reprezentantem
nowej generacji biotechnologii zwigzanej z inzynierig tkan-
kowa oraz terapig komorkowa,
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the carcinogenesis process. Nowadays, it is known that these
factors influence cell membranes and not on nuclei, so they
do not stimulate neoplasia. They are not mutagens, because
they activate an internal cytoplasmic protein, which stimulate
normal gen expression [7].

Very important is also fact,that platelet gel is made from
own blood, so there is no HIV and hapatitis risk infection

[7].
Conclusions

Usidg platelet gel became a breach moment in exami-
nations connected with stimulation and acceleration bone
and tissues healing processes. Though gel role as a factor
which influences tissues reparation and regeneration proc-
esses is not still well known gel is a representative new
generation biotechnology connected with tissue engineery
and cell therapy.
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