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Souhrn

Naplni parodontalni terapie je ochrana a udrzeni vlastni dentice pacienta, tak aby byla zajisténa plnohodnot-
na esteticka a funkéni dloha chrupu v prabéhu zZivota. Cilem chirurgickych zakroka na parodontu je regenerace
zavésného aparatu zuba. Pokrokem v zubnim 1ékatstvi pti regeneraci parodontalnich tkani je pouziti metody tka-
nového inZenyrstvi, ktera vyuziva plazmy bohaté na trombocyty — PRP (Platelet-rich plasma). PRP ptedstavuje
koncentrovanou suspenzi trombocytu s obsahem rustovych faktoru ucastnicich se procesu hojeni a podporujicich
regeneraci tkané. Tento souborny referat se zabyva ptasobenim PRP na regeneraci parodontalnich struktur a také
popisuje specifické vlastnosti jednotlivych rastovych faktora obsazenych v alfa granulich trombocyta.
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Application of PRP (Platelet-Rich Plasma) in Tissue Engineering

Summary: The goal of periodontal therapy is the protection and maintance of patient’s natural dentition over
his or her lifetime for optimalaesthetic appearance and function. The aim of periodontal surgical procedures is the
regeneration of these tissues and development of functional periodontal unit. Among the latest advances in den-
tistry is the application of Platelet-rich plasma (PRP). Platelets play an important role in wound healing. They
provide initial hemostasis and release mediators to help modulate the inflammatory response and many of the
cellular functions involved in wound healing. Contained in the alpha granules of platelets are multiple growth
factors, which would include PDGF, TGF-alfa, TGF-beta, IGF-I along with many others. Growth factors are pro-
teins that impart specific biochemical messages to specific target cells through specific membrane receptors.
Growth factors possess paracrine related properties which are stimulatory for mitogenic activities, cellular diffe-
rentiation, protein transcription, chemotaxis, angiogenesis, and collagenase activities, and they significantly
induce tissue regeneration. The article describes the clinical benefits of PRP and preparation of PRP for clinical
use.
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UVOD

Parodontalni péce zahrnuje prevenci a 1é¢bu
onemocnéni parodontalnich tkani s cilem zacho-
vat vlastni dentici pacienta tak, aby byla zajis-
téna plnohodnotna esteticka a funkéni tuloha
chrupu po celou dobu Zivota. Jednou z moznosti
1é¢by onemocnéni parodontu je chirurgicka tera-
pie.

Po chirurgické terapii parodontu dochazi pro-
cesem hojeni k reparaci anebo regeneraci piislus-
né tkané. Pii reparaci se tvoii fibrézni jizva, kte-
r4d neni plnohodnotnou tkani. Regeneraci se

vytvaii tkan, strukturalné a funkéné rovnocenna
s pavodni [1]. Cilem chirurgickych zakrokd na
parodontu je proto navozeni regenerace zavésné-
ho aparatu zubu, tj. alveolarni kosti, cementu
a nasledné vytvoieni nového funkéniho parodon-
talniho ligamenta [1-3].

Hojeni tkané je slozity déj, kterého se ucastni
mnozstvi bunék a rastovych faktoru [3-5]. Po chi-
rurgickém zakroku dojde nejdiive k aktivaci
trombocytt a vytvoreni primarniho desti¢kového
trombu, ktery je druhotné zpevnén fibrinovymi
vlakny. Béhem tvorby krevniho koagula se
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z trombocyttt uvolnuji rastové faktory, které
nasledné podpoii a navodi proces hojeni porané-
né tkané [6-8]. Rustové faktory se proto zacinaji
pouzivat spole¢né s regeneraénimi chirurgickymi
technikami p#i 1é¢bé kostnich defektt, resorpci
v oblasti furkaci, dutin po exstirpaci cyst a pii
augmentacich. Exogenni aplikace vybranych
rustovych faktora do mist téchto defektu je
v dnes$ni dobé dostupna diky zavedeni separatora
krevnich elementtu do klinické praxe, takze je
mozny rychly a efektivni sbér plazmy bohaté na
trombocyty — PRP (Platelet Rich Plasma). Takto
vytvorena PRP predstavuje koncentrovanou sus-
penzi trombocytu s vysokym obsahem rustovych
faktora, které jsou schopny vyznamnym zpuso-
bem navodit a podpotit fyziologicky proces repa-
race a regenerace tkani, véetné parodontalnich
[2,4,9-13].

VLIV RUSTOVYCH FAKTORU
OBSAZENYCH V PRP NA REGENERACI
PARODONTALNICH TKANI

Ruastové faktory ovliviiuji rtzné bunééné
pochody jako nap¥. proliferaci, diferenciaci, che-
motaxi a morfogenezi bunék a tkani v prubéhu
hojeni [3,5]. Mohou pusobit autokrinnim, para-
krinnim nebo endokrinnim zpusobem. Interakce
rustovych faktort s prisluSnymi receptory pii-
tomnymi na povrchu bunék aktivuje intracelu-
larni pochody vedouci k transkripci mRNA (medi-
atorové ribonukleové kyseliny) a k tvorbé
proteinti nezbytnych pro regeneraci.

Hlavnimi bunikami, které se tucastni hojeni
parodontalnich tkani, jsou fibroblasty parodon-
talnich vazu, osteoblasty, fibroblasty a epitelialni
bunky gingivy a také krevni bunky. K optimalni
regeneraci parodontu je nutna pritomnost v§ech
téchto typt bunék. Pi#i poranéni tkané dochéazi
k poruseni integrity cév a agregaci trombocyta
s naslednou tvorbou fibrinu v misté 1éze. Krevni
desticky v poskozené tkani uvolnuji ze svych gra-
nul rastové faktory. V prubéhu hojeni se uplatni
také ruastové faktory z bunék kostni tkané
a cementu koiene zubu [3].

Hlavni rustové faktory uvolfiované
z trombocytua jsou:

® desti¢kovy rustovy faktor — PDGF (Platelet
derived growth factor)

® transformacni rustovy faktor- alfa — TGF-alfa
(Transforming growth factor alfa)

® transformacni rustovy faktor-beta — TGF-beta
(Transforming growth factor beta)

® inzulinu podobny ruastovy faktor I — IGF-I
(Insulin-like growth factor I)

Funkce a struktura nejvyznamnéjsich
rustovych faktoru v plazmé bohaté na
trombocyty

PDGTF je glykoprotein o molekularni hmotnos-
ti priblizné 30 kDa (kilodaltonu) [14,15]. I kdy?z je
primarnim rustovym faktorem trombocytd, syn-
tetizuji a secernuji ho i jiné bunky jako jsou napt.
makrofagy nebo endotelialni bunky [16].

V jednom milionu trombocytt je obsaZeno asi
0,06 ng (nanogramu) PDGF [17]. Prepo¢teno na
jeden trombocyt pripada 6 x 10-17 g PDGF nebo-
1i 1200 molekul PDGF [17,18]. PDGF se vaze na
receptory bunééné membrany, coz vede k aktiva-
ci intracelularnich signalnich drah. Signalni pro-
teiny spous$téji expresi genu ucastnicich se mitoé-
zy, angiogeneze (proliferace endotelialnich bunék
a jejich organizace do funkénich kapilar) a akti-
vace makrofaga (zajistujicich samocisténi rany
a podporujicich dalsi fazi uvoliiovani rustovych
faktort). PDGF je jednim z nejvice prozkouma-
nych rustovych faktort in vitro i in vivo a ucast-
ni se témér vSech stadii procesu hojeni. In vitro
ovliviiuje proliferaci fibroblastu parodontalnich
vazu a chemotakticky pusobi na fibroblasty, kte-
ré syntetizuji kolagen a dalsi proteiny [19]. Svym
autokrinnim pusobenim na osteoblasty, které
produkuji PDGF, zvySuje proliferaci kostnich
bunék.

Inzulinu podobny rustovy faktor - IGF se
vyskytuje ve dvou formach: IGF-I a IGF-II. Jde
o relativné malé proteiny s molekulovou hmot-
nosti 7,7 kDa a 7,5 kDa. IGF's jsou obvykle pova-
zovany za rustové faktory produkované osteo-
blasty béhem vyvoje kosti, priéemz zvySuji jejich
pocet a tak urychluji depozici kosti [20]. Vazou se
na specificky receptor na povrchu bunééné mem-
brany, coz aktivuje intracelularni fosfokinazy.
Jejich aktivace spousti mitogenezi bunék zodpo-
védnych za tvorbu kosti. A¢koliv IGF-II je nejhoj-
néjsim rustovym faktorem v kostni matrix [21],
pozornost byla dosud vénovana hlavné IGF-I.
IGF-I produkovany osteoblasty podporuje proli-
feraci a diferenciaci bunék, tvorbu kosti a ptisobi
chemotakticky na fibroblasty parodontalnich
vazu [22-23]. ZvySena proliferaéni aktivita osteo-
blasti je umocnéna spoluptsobenim PDGF,
TGF-beta a EGF (epidermalniho rastového fakto-
ru) [24].

TGF-beta je tvofen skupinou homodimeric-
kych proteint, které se podileji na tvorbé a vyvo-
ji fady tkani [25]. Zahrnuje proteiny TGF-betal
az 5. TGF-betal a 2 jsou z nich nejrozsitené;jsi
a patii mezi rustové a diferenciaéni faktory
uplatnujici se pii hojeni pojivové tkané a regene-
raci kosti. Jejich molekulova hmotnost je pribliz-
né 25kDa. TGF-beta jsou piitomny v trombocy-
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tech, kostech a chrupavkach. Vazou se na povr-
chové receptory bunék a nasledné aktivuji intra-
celularni proteiny. Fosforylované intracelularni
proteiny pak spoustéji signaly ridici aktivaci pii-
slusnych genu [26,27].

Pii experimentech in vitro na ruznych typech
bunék, vcetné fibroblasti parodontalniho liga-
menta, byla pozorovana jeho schopnost podporo-
vat tvorbu extracelularni matrix [19,28]. TGF-
beta také stimuluje biosyntézu kolagenu typu
I a fibronektinu [28,29,30]. K nejdulezitéjsim
funkcim TGF-beta patii chemotaktické a mito-
genni u¢inky na prekurzory osteoblastd a jeho
schopnost aktivovovat ukladani kostni matrix.

Plazma bohata na trombocyty (PRP) obsahuje
vysoké koncentrace bunéénych a plazmatickych
mediatort jako napt. histaminu, serotoninu,
ADP (adenosindifosfatu), tromboxanu A2 a dal-
Sich chemotaktickych a vazoaktivnich latek.

Predoperacni priprava plazmy bohaté na
trombocyty (PRP)

Na parodontologickém oddéleni Stomatologic-
ké kliniky Fakultni nemocnice u sv. Anny
a Lékaiské fakulty Masarykovy wuniverzity
v Brné ziskavame PRP z autologni krve pacien-
ta. Odbér se provadi v krevni bance pomoci sepa-
ratoru krevnich elementu. Afereticka technologie
umoznuje z krve oddélit pozadované slozky, pii-
¢emz zbyvajici krevni komponenty jsou vraceny
zpét do ob&hu pacienta (obr. 1).

Plazma + Kalcium + Trombin

(bohata na trombocyty)

Plazmaticky gel
Trombocyty

A Transformac¢ni

rustové faktory
TGF-81 a TGF-B2

Destic¢kovy
rustovy faktor

Obr. 1. Schéma vzniku plazmatického gelu.

Kontraindikace k odbéru a uziti PRP:

® trombocytopenie < 100 x 10 91

® anémie nejasné etiologie pii hodnotach hemo-
globinu < 125 g/l

® diagnostikovana a lé¢ena anémie s hemoglobi-
nem < 100 g/

® generalizace maligniho onemocnéni

® kardiovaskularni onemocnéni — akutni infarkt
myokardu, nestabilni angina pectoris, hemo-
dynamicky vyznamné arytmie, dekompenzova-
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na srdeéni insuficience, cévni mozkové priho-
dy, nékteré srdecni vady
® Kklinicky vyznamna kvalitativni porucha funk-
ce trombocytu (trombocytopatie)
a poruchy hemokoagulace
® akutni infekce
® gravidita
® Spatny celkovy zdravotni stav pacienta
Kontraindikaci chirurgického vykonu je pii-
tomnost nadorového bujeni v misté planovaného
zakroku.

Pred vlastni separaci zjisfujeme pacientovy
anamnestické udaje, provadime orientacni fyzi-
kalni vySetieni, véetné kontroly hodnoty krevni-
ho tlaku a tepové frekvence. Hodnotime také
krevni obraz a elektrokardiogram. Afereticky
sbér PRP provadime v den chirurgického zakro-
ku, 1-2 hodiny pted operaci. Hladina trombocyta
se pomoci separacni technologie zvySuje ve srov-
nani s krevnim obrazem pacienta vice nez étyina-
sobné, z prumérnych 233 x 109 trombocyta v jed-
nom ml periferni krve na prumérnych 1142 x 109
trombocytu v 1 ml koncentratu PRP.

Pro stomatologické chirurgické zakroky, které
jsou spojeny s nahradou kostni tkané v parodon-
tologii, maxilofacialni a dentoalveolarni chirur-
gii, se PRP aplikuje ve smési s prirozenym kost-
nim mineralem Bio-Oss (obr. 2).

Obr. 2. Anorganicky kostni mineral Bio-Oss - gra-
nulat v misici nadobce.

Po vytvoreni tohoto mixu se pifida 1 ml trombi-
nu (trombin, aktivovany koagulaéni faktor II,
aktivuje trombocyty s naslednou degranulaci
s uvolnénim jejich rastovych faktord a umozni
polymeraci fibrinu do formy nerozpustného gelu)
a 1 ml chloridu vapenatého (ptsobi jako inhibitor
citratu a vyvola koagulaci). Vysledkem je vytvo-
feni kompozitniho implantaéniho gelu, ktery se
snadno aplikuje do mista defekti a obsahuje pii-
tom vysoké koncentrace rastovych faktora (obr.
3, obr. 4).
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® urychluje tvorbu a zvySuje objem kosti u paci-
entu s histologicky narusenou kostni regenera-
ci na podkladé jinych primarnich faktorta
® u vyssich vékovych skupin
® pii osteoporéze
® pii vyskytu diabetes mellitus
® po radio nebo chemoterapii
® urychluje maturaci kosti v misté defektu
0 3 mésice
® zvySuje denzitu trabekularni kosti az o 30 %
Jedna se o autologni material, vyluc¢ujici moz-
nost prenosu infekénich chorob a imunologické
komplikace (obr. 5, obr. 6).

Obr. 3. Pridanim PRP, trombinu a kalcia se
vytvori kompozitni gel a uvolni se rustové fakto-
ry z trombocytua.

Obr. 5. Histologicky obraz periferni krve s trom-
bocyty pri tvétseni 1000x (barveni HE).

Obr. 4. Implanta¢ni kompozitni gel.

Vyhody PRP

urychluje endotelialni, epitelialni a epidermal-
ni regeneraci

® stimuluje angiogenezi

® zvySuje syntézu kolagenu

® zvySuje pevnost regenerované tkané

® podporuje hojeni mékkych tkani

® snizuje rozsah dermalniho zjizveni

® pusobi hemostaticky

® zmensuje pooperacni edém a rozvoj hematomu

® omezuje inhibici hojeni tkané vyvolanou ptso-  Obr. 6. ZvySeny obsah trombocytti v PRP plazmé
benim endogennich glukokortikoid# pri zvétSeni 1000x (barveni HE).

® zvySené koncentrace leukocytth v misté chirur-
gického zakroku podporuji antimikrobialni Stomatologické indikace tkanového
efekt, a tim snizuji riziko infekce inZenyrstvi za pouZiti PRP

® snizuje bolest, a tim redukuje spotiebu analge-
tik v pooperacni fazi Parodontologie, implantologie a dentoalveoldr-

® zvysuje rychlost depozice extracelularni mat-  ni chirurgie
rix, vedouci k rychlejsimu uzavéru rany ® Tizena regenerace parodontalnich tkani

® kompozitni smés ve formé gelu usnadiiuje @ Tizena kostni regenerace alveolarnich tkani -
manipulaci a aplikaci anorganického kostniho augmentace
mineralu ® periimplantitis
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okamzité enosealni implantaty
augmentace po extrakcich
exstirpace Celistnich cyst
sinus lift

Maxilofacidlni chirurgie

augmentace alveolarnich vybézku

sinus lift

korekce horni ¢elisti u rozstépovych vad
oro-nazalni fistuly

radikalni kréni disekce

fraktury maxilofacialniho skeletu
resekce glandulae parotis

resekce tumort

ZAVER

P11 pouziti PRP plazmy je vzhledem ke znac¢né-
mu zvySeni koncentrace rustovych faktort v mis-
té kostni 1éze vyrazné urychlena tvorba a matu-
race kosti, ktera ma navic vyssi denzitu. PRP
podporuje také hojeni mékkych tkani v okoli
defektu a zajisti rychlej$i postoperacéni pribéh
hojeni (zmens§enim hematomu a edému). Pacien-
ti maji niz8i spotiebu analgetik. Také doba fyzio-
logické remodelace implantovaného Bio-Oss gra-
nulatu se zkrati z prumérnych deviti na Sest
mésicu. Vzhledem k tomu, Ze PRP je autolognim
materialem, nehrozi imunologicka intolerance
a moznost pirenosu infekénich chorob. Tyto vyho-
dy byly potvrzeny v fadé zvitecich i hummanich
studii. V budoucnosti muzeme ocfekavat dalsi
zvySeni ucinnosti a zlepSeni klinickych vysledku
pri pouziti rekombinantnich rtastovych faktoru
a genu pro tvorbu téchto molekul.

Prace vychdzi z projektu Stomatologického
vyzkumného centra ¢. 1IM0021622409.
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IX. OLOMOUCKE ONKOLOGICKE DNY

Devaty roénik olomouckych onkologickych dnu
se konal 9. a 10. tinora 2006 ve velké posluchar-
né Teoretickych ustavu LF UP.

Hlavnimi organizatory tohoto jiz tradiéniho
sympozia byly Klinika ustni, ¢elistni a obli¢ejové
chirurgie LF UP a FN, Ceska spole¢nost pro
maxilofacialni chirurgii, Slovenska spolo¢nost
maxilofacialnej chirurgie a Oblastni stomatolo-
gicka komora v Olomouci. Sympozium se konalo
pod zastitou dékana LF UP prof. MUDr. Zdenka
Kolaie, CSc., a reditele FN doc. MUDr. Jaroslava
Vomacky, Ph.D.

Na odborném programu sympozia, tematicky
zaméieného na problematiku diagnostiky a lécby
nadoru ustni dutiny, hlavy a krku se podileli ¢es-
ti a slovens$ti odbornici z oblasti maxilofacialni
chirurgie, stomatologie, klinické onkologie,
otorhinolaryngologie a plastické chirurgie. Kro-
mé lékait byly mezi posluchaéi také zdravotni
sestry ze specializovanych pracovist.

Ucastnici vyuzili moznosti vymény zkugenosti
z oblasti novych diagnostickych a terapeutickych
postupt a zajimavych piipadt z klinické praxe.
Zaujaly zejména prednasky zamérené na problé-
my telemediciny, klinického vyuziti PET CT

i autoflurescenc¢ni diagnostiky slizni¢nich nado-
rovych 1ézi, nebo vyuZiti sentinelové uzliny pii
stanoveni stagingu slizni¢nich malignit. Pied-
nasky odbornikiu z oboru plastické a estetické
chirurgie demonstrovaly soufasné moZnosti
rekonstrukénich postupt v maxilofacialni onko-
chirurgii.

Vétsina pirednasek vyvolala Zivou diskusi, coz
vedlo k uréitému c¢asovému skluzu. Dtukazem
zajmu posluchac¢t byla skute¢nost, Zze vétSina
z nich vydrzela az do konce odborného progra-
mu.

Soucasti sympozia byl i spolecensky vecer, kte-
ry se jako kazdoroéné konal v prostorach hotelu
Flora za finanéniho piispéni sponzoru z rad far-
maceutickych firem a vyrobct zdravotnické tech-
niky. Byl prilezitosti k upevnéni tradiénich pra-
telskych vztaht, navazani novych kontakta
i k neformalni vyméné nazorti mezi ucéastniky.
Organizatoii sympozia hodlaji v tradici olomouc-
kych setkani dale pokracovat.

MUDr. Karin Chytilova,
asistentka kliniky UCOCH LF UP
Olomouc
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