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.  OMOWIENIE PUBLIKACJI WCHODZACYCH W SKEAD
ROZPRAWY

WSTEP

Entezopatia nadktykcia bocznego ko$ci ramiennej jest czestym schorzeniem
objawiajacym si¢ poprzez silne dolegliwosci po bocznej stronie stawu tokciowego. Dotyka
ono nawet 1-3% populacji ogolnej, z podobng czestotliwo$cia mezezyzn 1 kobiet, gldwnie
pomiedzy 40. a 60. rokiem zycia [1]. Choroba ta, powszechnie znana jako ,tokie¢ tenisisty”,
dotyka nie tylko sportowcow ale przede wszystkim pracownikoéw narazonych na przeciazenia
konczyny gornej. Najlepiej udokumentowanymi czynnikami ryzyka sa wielokrotnie
powtarzajace si¢ wciggu dnia ruchy zgiecia 1 wyprostu nadgarstka, ruchy skretne
przedramienia oraz dzwiganie cigzkich przedmiotéw [2]. Osoby dotkniete ta przypadioscia
majg problemy nie tylko zwykonywaniem aktywno$ci sportowej ale roéwniez z
wykonywaniem pracy, a nawet prostych czynnosci dnia codziennego. Z histopatologicznego
punktu widzenia podtozem dolegliwosci bolowych jest angiofibroblastyczna degeneracja
blizszego przyczepu $ciggien prostownikow przedramienia do nadklykcia bocznego kosci
ramienng. Wielokrotnie powtarzajace si¢ mikrouszkodzenia w obrebie zajetej tkanki
zaburzajg procesy naprawcze, a poczatkowy stan zapalny stopniowo przeistacza si¢ w proces
degeneracyjny z zaburzeniem architektury wildkien przyczepu S$ciggna [3]. Choroba ma
charakter samoograniczajacy si¢ i u wigkszo$ci pacjentdw ustgpuje samoistnie w przeciggu
roku [2]. Podczas tego okresu dolegliwosci bolowe moga by¢ jednak na tyle dokuczliwe, iz
pacjenci aktywnie poszukuja rozwigzan mogacych przynie$¢ ulge w cierpieniu. Leczeniem
pierwszego rzutu jest oszczedzanie konczyny, zmiana wzorca ruchowego, ¢wiczenia
rozciggajagce 1 wzmacniajace oraz fizykoterapia [4]. W przypadku, gdy tego typu
postepowanie nie przyniesie poprawy, powszechng praktyka jest ordynowanie iniekcji
glikokortykosteroidowych w okolice przyczepu prostownikéw do nadktykcia bocznego kosci
ramiennej. Pomimo poczatkowej wysokiej skutecznos$ci leczenie to wigze si¢ ze zwigkszonym
odsetkiem nawrotéw oraz ryzykiem licznych powiktan [5].

Jako alternatywna metode¢ terapeutyczng ukierunkowanag na stymulacj¢ naturalnych
procesOw  regeneracyjnych  zaproponowano iniekcje z  autologicznego  osocza
bogatoptytkowego (PRP) [6]. PRP mozna zdefiniowa¢ jako osocze o zawartosci ptytek krwi
powyzej jednego miliona na mikrolitr (uL) [7]. Nie wszystkie dostgpne protokoly
wytwarzania PRP pozwalaja jednak na osiggnigcie takiego zageszczenia. Amerykanska
Agencja Zywnosci i Lekéw (FDA) pozwala na uzywanie terminu ,,PRP” do produktéow o
zawartosci ptytek krwi przekraczajacej 250 tysigcy na pL. Czg$¢ badaczy dowodzi, Ze ilo$¢
ptytek krwi powyzej 200 tysiecy na pL jest wystarczajaca aby uzyskac efekt terapeutyczny
[8]. Taka definicja wprowadza jednak pewne zamieszanie, poniewaz jest to warto$¢ ptytek
krwi znajdujaca si¢ w granicach normy dla krwi petnej w zdrowej populacji. Idea leczenia
przy pomocy PRP polega na wyizolowaniu z krwi pacjenta frakcji osocza bogatej w ptytki
krwi, ktore po podaniu w chorobowo zmienione miejsce uwalniajg ze swoich ziarnistosci typu
alfa, znaczne ilosci czynnikoéw wzrostu [6]. Do najwazniejszych i najlepiej poznanych nalezg
transformujacy czynnik wzrostu beta-1 (TGF-B1), naskorkowy czynnik wzrostu (EGF),



czynnik wzrostu fibroblastow (FGF), naczyniowo-§rédblonkowy czynnik wzrostu (VEGF),
czynnik wzrostu hepatocytow (HGF) oraz ptytkopochodne czynniki wzrostu (PDGF).
Cytokiny tego typu s3a odpowiedzialne za przebieg prawidtowych proceséw naprawczych w
organizmie poprzez regulacje metabolizmu komoérkowego, odpowiedzi zapalnej, stymulacje
angiogenezy, chemotaksje makrofagéw, monocytow czy fibroblastow do miejsca
uszkodzenia, stymulacj¢ proliferacji oraz réznicowania keratynocytéw 1 fibroblastow [9].
Zawartos¢ leukocytow w PRP rowniez nie pozostaje bez znaczenia. Z jednej strony leukocyty
pozytywnie korelujg z zawarto$cig pozadanych czynnikdw wzrostu, moduluja odpowiedz
immunologiczng oraz posiadajg wlasciwosci zwalczania drobnoustrojéow. Z drugiej jednak
strony moga wywiera¢ negatywny wptyw na procesy gojenia stymulujac procesy kataboliczne
poprzez lokalne uwal nianie cytokin prozapalnych oraz licznych proteinaz [10, 11].

Wiele badan potwierdzajacych skuteczno$¢ i bezpieczenstwo PRP w leczeniu trudno
gojacych si¢ ran, opoznionego zrostu kostnego oraz urazéw sportowych zachecito do jego
powszechnego stosowania [12, 13]. Niestety wraz ze wzrostem ilo$ci wysokiej jakosci badan
na wigkszych grupach pacjentéw pojawily sie liczne kontrowersje co do skuteczno$ci metody
[14]. PRP przygotowane przy pomocy roznych technik potrafiag rdéznic si¢ znacznie pod
wzgledem zawartosci 1 koncentracji sktadnikéw komoérkowych a tym samym pozadanych
cytokin stymulujacych procesy naprawcze. Powyzsze roznice wynika¢ moga z takich
zmiennych jak ilo$¢ pobranej krwi, budowa separatora, predkos¢ i ilos¢ wirowan, metoda
ekstrakcji osocza, sposoby aktywacji plytek krwi, zastosowanie dodatkowych substancji
czynnych (np. srodkéw antykoagulujacych lub buforujacych) [15]. Kolejnym problemem sa
rdéznice w wyjSciowej zawartosci plytek we krwi pacjentow wynikajace z szerokiego zakresu
warto$ci uznanych jako norma populacyjna. Nie bez znaczenia ma réwniez sama technika
aplikacji i réznice w zastosowaniu srodkow znieczulajacych, objetos¢ podanego PRP, rozmiar
igly, liczba naklu¢ oraz precyzja podania. Wszystkie powyzsze czynniki mogg by¢ przyczyna
znacznych rozbieznosci w uzyskiwanych wynikach badan klinicznych.

Prébujac rozwigzaé problem heterogenicznosci leczenia z uzyciem PRP stworzono
wiele klasyfikacji. Pierwsza z nich dzielita autologiczne osocze bogatoptytkowe na cztery
grupy w zaleznosci od zawartosci leukocytow oraz fibryny [16]. Z uwagi na to, Ze nie
dostarczata ona wystarczajacej ilosci niezbednych informacji powstawaty kolejne, coraz
bardziej skomplikowane klasyfikacje. Jedna z nich jest klasyfikacja MARSPILL,
zaproponowana w 2017 roku, ktéra dzieli preparaty PRP w =zaleznos$ci od sposobu
przygotowania (r¢czny lub mechaniczny), sposobu aktywacji, obecnosci czerwonych
krwinek, ilo$ci wirowan, uzyskanego zageszczenia ptytek krwi wzgledem warto$ci
wyjsciowych, wykorzystania ultrasonografii podczas iniekcji, obecno$ci bialych krwinek i
uzyskanego ich zageszczenia [17]. Kryteria powyzszej klasyfikacji doskonale obrazuja
ztozonos$¢ aspektow klinicznych i1 laboratoryjnych branych pod uwage w zakresie leczenia
biologicznego w ortopedii z uzyciem PRP.

Wystepowanie istotnych roznic w sktadzie PRP przygotowanego r6znymi sposobami
zostalo juz wczesniej udowodnione przez innych badaczy w licznych publikacjach.
Wickszo$¢ tych badan opiera si¢ jednak na probie o niewielkiej liczebno$ci, porownujac
zwykle 2-4 metody z kilkunastu dostgpnych na rynku oraz analizujac niewielka liczbe



parametrow molekularnych [15, 18]. W zwigzku z powyzszym istnieje uzasadniona potrzeba
dalszego poszerzania wiedzy na temat charakteru réznic PRP uzyskanego z pomocg réznych
technik. Bylo to jedng z przyczyn przeprowadzenia pierwszego badania porownujgcego cztery
Z powszechnie stosowanych w Polsce zestawow komercyjnych do przygotowywania PRP
w warunkach ambulatoryjnych, z czego dwie metody nie byly wczesniej badane pod tym
katem [19]. Znacznie poszerzono roéwniez ilo$¢ badanych parametréw w stosunku do
dotychczas opublikowanych badan, m.in. zwickszajac ilo$¢ analizowanych czynnikéw
wzrostu 1 cytokin zapalnych oraz analizujac powtarzalno$¢ otrzymywanych stezen [20].
Niewielka ilo$¢ publikacji porownujgcych sktad molekularny osocza bogatoptytkowego do
osocza wyjsciowego byla przyczyng kontynuacji badan celem poszerzenia analizowanego
zakresu parametrow [21].

Najbardziej interesujagcym aspektem prowadzonych prac byla préba ustalenia czy
zawarto$¢ poszczeg6Olnych sktadnikéw biologicznie aktywnych w PRP w sposob istotny
koreluje ze skutecznos$cia leczenia entezopatii nadklykcia bocznego kosci ramiennej [22].
Wigkszo$¢ dotychczasowych badan opisujacych efekt tkankowy roéznych cytokin
ptytkopochodnych to badania przedkliniczne. Zadecydowaty one o zasadnosci prob leczenia
pacjentow z wykorzystaniem iniekcji PRP. W zywym organizmie ludzkim zachodzi jednak
znacznie wigcej procesOw metabolicznych mogacych wpltywaé na ostateczny efekt
miejscowego podawania ztozonego koktajlu czynnikéw wzrostu jakim jest PRP. Do tej pory
opublikowano tylko kilka prac oceniajacych zalezno$¢ pomiedzy st¢zeniem poszczegdlnych
czynnikow wzrostu w PRP a skuteczno$cig kliniczng leczenia [23-25]. Sposrod powyzszych
publikacji tylko jedna oceniata efektywnos$¢ leczenia entezopatii nadklykcia bocznego kosci
ramiennej [23]. Do tej pory zadna praca nie oceniala zaleznosci pomigdzy zawarto$cia
cytokin zapalnych w PRP a jego skutecznos$cig kliniczng.

Iniekcje PRP sa obecnie powszechnie stosowane w leczeniu ,}lokcia tenisisty” na
calym $wiecie, pomimo wcigz niejednoznacznych dowodow, ktore uzasadniatoby takie
postepowanie. Zaprojektowane i1 przeprowadzone badania wchodzace w sklad niniejszej
rozprawy doktorskiej miaty z zaloZzenia w sposob istotny przyczyni¢ si¢ do poszerzenia
wiedzy na temat tg) metody leczniczej wspomagajac proces decyzji terapeutycznych oraz
wskazujac kierunek dalszych badan dazacych do jej udoskonalenia.

CELE

Do gléwnych celow badawczych pracy doktorskiej nalezaty:

e ustalenie r6znic w zawartosci sktadnikow biologicznie aktywnych takich jak komorki
krwi, czynniki wzrostu 1 cytokiny zapalne w PRP przygotowanym z pomoca réznych
technik,

e ocena ilosciowych i1 jako$ciowych roznic pomiedzy uzyskanym PRP a surowica
pacjentow pod wzgledem zawartosci sktadnikow biologicznie aktywnych,



e ustalenie zalezno$ci pomiedzy zawartoscig skladnikéw biologicznie aktywnych w
PRP a skutecznos$cig leczenia iniekcyjnego pacjentdow z entezopatia nadklykcia
bocznego kosci ramiennej.

Dodatkowo postawione cele pomocnicze:

e wytypowanie do badan klinicznych jednej z powszechnie dostgpnych komercyjnie
metod pozwalajacej w sposob powtarzalny na przygotowanie PRP o najwyzszej
zawartosci ptytek krwi oraz czynnikow wzrostu,

e ocena zalezno$ci pomigdzy zawarto$ciag komoérkowa w PRP a stezeniem wybranych
czynnikow wzrostu oraz cytokin zapalnych,

e ocena zalezno$ci pomigdzy czynnikami populacyjnymi jak pte¢, wiek oraz wskaznik
masy ciala (BMI) na zawarto$¢ wybranych sktadnikow biologicznie aktywnych w
PRP,

e ocena skutecznosci i bezpieczenstwa leczenia iniekcyjnego z uzyciem PRP pacjentow
z entezopatig nadktykcia bocznego ko$ci ramienne;.

METODYKA

Aby osiaggna¢ zalozone cele w pierwszym badaniu poréwnano zawartos¢ sktadnikow
biologicznie aktywnych w PRP przygotowanym z uzyciem czterech r6znych protokotow [19].
Do tego celu wybrano cztery rdézne, powszechnie dostgpne komercyjne zestawy do
przygotowywania autologicznego osocza bogatoptytkowego: 1) Arthrex Autologous
Conditioned Plasma (ACP) Double Syringe System (Arthrex Inc., USA), 2) Mini GPS llI|
Platelet Concentration System (Biomet Inc., USA), 3) Xerthra PRP kit (Biovico Sp. z 0.0.,
Polska), 4) Dr. PRP (Rmedica, Republika Korei). Analize sktadnikow komorkowych w krwi
pelnej oraz w przygotowanych probkach PRP wykonano przy pomocy automatycznego
analizatora laboratoryjnego Mindray BC-5150 (Shenzhen Mindray Bio-Medical Electronics
Co., Chinska Republika Ludowa). Oceniono zawarto$¢ ptytek krwi, erytrocytow oraz biatych
krwinek 1 ich podtypdéw. Stezenie wybranych czynnikow wzrostu w PRP oceniono przy
pomocy immunofluorescencyjng metody multipleksowej LEGENDplex™ (BioLegend,
USA) i cytometrii przeplywowej. Aby otrzyma¢ homogenng grupe do badania pilotazowego
zaproszono szesciu zdrowych ochotnikow ptci meskiej w wieku 27-28 lat. Czynniki wzrostu,
ktorych stezenie oceniono w tym badaniu to TGF-f1, EGF, VEGF oraz ptytkopochodny
czynnik wzrostu AA (PDGF-AA). Przy pomocy analizy statystycznej porownano réznice
zawartosci komorkowej w krwi pelnej oraz probkach PRP. Poroéwnano sktad komoérkowy,
zawartos¢ czynnikow wzrostu oraz efektywnos$¢ wychwytu plytek krwi w PRP uzyskanym
zapomocy analizowanych protokotow. Oszacowano réwniez wystepowanie Kkorelacji
pomiedzy sktadnikami komorkowymi w PRP a stgzeniem wybranych czynnikow wzrostu.



W kolejnym etapie badanie poszerzono grupe do 12 ochotnikow ptci meskiej w wieku
24-35 lat, zwigkszajac rowniez ilos¢ badanych czynnikow wzrostu oraz oceniajac panel
trzynastu cytokin zapalnych: interferon afa-2 i gamma (IFN-a2, IFN-y), czynnik martwicy
nowotworu afa (TNF-a), biatko chemotaktyczne monocytéw (MCP-1) oraz interleukiny (IL-
1B, 1IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-17A, IL-18, IL-23, IL-33) [20]. Sposrdéd czynnikow
wzrostu, wzgledem badania pilotazowego, dodatkowo oceniono zawarto$¢ podstawowego
czynnika wzrostu fibroblastow (FGF-basic), HGF oraz ptytkopochodnego czynnika wzrostu
BB (PDGF-BB). Zbadano réwniez powtarzalno$¢ uzyskiwanego sktadu komorkowego PRP
W roznych metodach jego pozyskiwania.

W kolejnej pracy przeprowadzono analize probek krwi pelnej, surowicy oraz PRP
uzyskanych od 31 pacjentow w wieku 35-60 lat (15 mgzczyzn, 16 kobiet) leczonych z
powodu entezopatii nadktykcia bocznego kosci ramiennej [21]. Poréwnano w zebranym
materiale biologicznym zawarto$¢ skladnikow komorkowych oraz stezenie badanych
wczesniej siedmiu czynnikow wzrostu i trzynastu cytokin zapalnych. Przy pomocy analizy
statystycznej oceniono istotno$¢ wystepujacych roznic w zawartosci sktadnikéw biologicznie
aktywnych pomiedzy PRP a warto$ciami bazowymi w krwi pelnej i surowicy oraz zaleznos¢
pomigdzy nimi awiekiem i BMI pacjentow. Zbadano rowniez wystgpowanie korelacji
pomigdzy sktadnikami komdrkowymi a badanymi cytokinami w PRP.

W badaniu klinicznym przeprowadzono leczenie iniekcyjne 30 pacjentdéw w wieku
35-60 lat z entezopatia nadklykcia bocznego kosci ramiennej [22]. W badaniu oceniono
zaleznosci pomiedzy zawarto$cig komorkowa, stezeniem czynnikow wzrostu oraz cytokin
zapalnych w PRP a skutecznoscig kliniczng leczenia badang w trakcie wizyt kontrolnych po
1i 3 miesigcach od iniekcji. Skuteczno$¢ leczenia oceniano poprzez oszacowanie zmiany
natgzenia dolegliwosci bolowych mierzonych w wizualnej skali analogowej (VAS) jako
srednia na dany dzien oraz podczas wykonywania testow prowokacyjnych (test Cozena,
test Milla, test Maudsley’a, test Thomsona oraz test krzesta). Celem obiektywizacji nat¢zenia
dolegliwosci bolowych wykonano dodatkowo badanie algometrem — Wagner FPIX 25 Pain
Test Algometer (Wagner Instruments, USA) poprzez zmierzenie sity jaka trzeba przytozy¢
W miejscu zmienionym chorobowo aby wywota¢ najmniejsze wrazenie bolowe. Oceniono
rowniez zmiang sity wybranych grup migsniowych konczyny goérnej z uzyciem recznego
dynamometru microFET2 (Hoggan Scientific, USA) oraz zmiang sily u$cisku aparatem BIMS
Digital Grip Dynamometer (Baseline, USA). Badani wypehnili polskie wersje kwestionariuszy
funkcjonalnych dedykowanych schorzeniom konczyny gornej: Disability of Arm, Shoulder
and Hand (DASH) oraz Patient-Rated Tennis Elbow Evaluation (PRTEE). Dodatkowo
poproszono pacjentdow o subiektywng oceng stawu tokciowego (SEV) w skali od O do 100%,
przy zatozeniu ze zupelnie zdrowy staw lokciowy powinien otrzymaé¢ wynik maksymalny.
Leczenie uznano za skuteczne jezeli pacjent osiagnat minimalng klinicznie istotng réznice
(MCID) pomigdzy warto$cig bazowa a otrzymang podczas wizyt kontrolnych wynoszaca 1,5
punktu dla skali VAS, 15,8 punktow dla skali DASH oraz 11 punktéw dla skali PRTEE.

Powyzsze  omowienie  zawiera najwazniejsze  elementy  metodologiczne
przeprowadzonych badan wchodzacych w sktad niniejszej rozprawy doktorskiej. Szczegoty



metodologii poszczegolnych badan opisane sa we wlasciwych czesciach publikacji
zatgczonych w kolejnych rozdziatach.

WYNIKI

W badaniu pilotazowym, poréwnujacym PRP wuzyskane za pomocg czterech
komercyjnych zestawow stwierdzono wystepowanie mi¢dzy nimi istotnych roznic. Stezenie
ptytek krwi byto istotnie wyzsze w PRP uzyskanym z uzyciem Mini GPS III niz Arthrex ACP
lub Xerthra PRP kit (p < 0,05). Podobnie st¢zenie leukocytow byto istotnie wyzsze w PRP
przygotowanym przez Mini GPS III niz Arthrex ACP lub Dr.PRP (p < 0,05). Najwyzsza
zawarto$¢ czerwonych krwinek wystgpowata w PRP Mini GPS III co istotnie r6znito go od
pozostalych badanych systemow (p < 0,05). Najwyzszy wskaznik efektywno$ci wychwytu
ptytek rowniez osiggnat Mini GPS III co istotnie réznito go od Xerthra PRP kit (p = 0,001)
oraz Dr.PRP (p < 0,05), ale nie w sposob istotny od Arthrex ACP (p = 0,061). Poréwnujac
zawarto$¢ czynnikdw wzrostu stwierdzono wystepowanie istotnych réznic pomigdzy dwoma
systemami — Mini GPS Il oraz Arthrex ACP, tylko w zakresie stezenia EGF (p < 0,05) oraz
PDGF-AA (p< 0,05), ktore byly wyzsze w PRP przygotowanym z uzyciem pierwszego
wymienionego. Pod wzgledem powyzszych parametrow pozostale systemy nie roznily si¢
migdzy sobg w sposob istotny. Badajac korelacje pomiedzy zawartos$cig sktadnikéw
komoérkowych w PRP a stezeniem badanych czynnikéw wzrostu stwierdzono wystepowanie
istotnej statystycznie, dodatniej korelacji Spearmana pomigdzy stezeniem plytek krwi a EGF
(r = 0,46) oraz PDGF-AA (r = 0,58), pomigdzy st¢zeniem biatych krwinek a PDGF-AA (r =
0,51), a takze pomiedzy stezeniem czerwonych krwinek a EGF (r = 0,51), VEGF (r = 0,53)
oraz PDGF-AA (r = 0,57).

Po podwojeniu populacji z badania pilotazowego oraz zwigkszeniu ilosci badanych
cytokin parakrynnych ponownie stwierdzono najwyzsze st¢zenie sktadnikow komorkowych
w PRP uzyskanym za pomoca Mini GPS III co w sposob istotny rdéznito go od pozostatych
trzech badanych protokolow. System ten pozwalal na uzyskanie najwigkszego zageszczenia
plytek krwi wzgledem wartosci bazowych (5,05 x), najwyzszego stezenia pigciu z siedmiu
badanych czynnikoéw wzrostu (EGF, VEGF, HGF, PDGF-AA, PDGF-BB), oraz najwyzszego
poziomu PCE (56,15% £7,44%). Najwickszg powtarzalnos¢ uzyskiwanych stezen ptytek krwi
mierzong wspotczynnikiem zmiennosci (CV) wuzyskano systemami Arthrex ACP
(CV =12,18%) oraz Mini GPS III (CV = 13,25%) co istotnie odrozniato te systemy od dwoch
pozostatych — Dr.PRP (CV = 34,05) i Xerthra PRP kit (CV = 95,95%).

Sposrod oznaczonych czynnikow wzrostu oraz cytokin zapalnych istotne statystycznie
roznice (p < 0,05) osiagnigto porownujac PRP przygotowane przez Mini GPS III i Arthrex
ACP w zakresie stezen EGF, VEGF, HGF, PDGF-AA, IL-8, IL-18 a takze pomi¢dzy Mini
GPS 11 i Xerthra PRP kit w zakresie stgzen EGF, PDGF-AA, IL-8, IL-18. St¢zenie IL-18
byto rowniez istotnie wyzsze w PRP przygotowanym z uzyciem Mini GPS III niz Dr.PRP.
Pozostate protokoty nie rdznily si¢ istotnie w zakresie uzyskanych stezen czynnikow wzrostu
oraz cytokin zapalnych. Potwierdzono wyznaczone w badaniu pilotazowym istotne
statystycznie dodatnie korelacje Spearmana pomig¢dzy zawartoscig ptytek krwi, biatych
krwinek i erytrocytow a czynnikow wzrostu takich jak EGF, VEGF, PDGF-AA. Dodatkowo
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wykazano obecno$¢ istotnej dodatniej korelacji pomiedzy stezeniem sktadnikow
komoérkowych a stezeniem HGF, PDGF-BB, IL-15, MCP-1, IL-8, IL-18.

Kolejne badanie oceniajgce roznice pomiedzy wartoSciami bazowymi w krwi pelnej
i osoczu a probkami PRP przygotowanymi z uzyciem systemu Mini GPS III u 31 pacjentow
wykazato wystepowanie istotnego wzrostu zawartosci ptytek krwi (4,41 x), biatych krwinek
(4,59 x), TGF-B1 (3,79 x), EGF (2,5 x), PDGF-AA (6,19 x), PDGF-BB (6,43 x), IFN-a2
(2,4 x), IFN-y (1,39 x), TNF-a (2,12 x), IL-1B (2,99 x), IL-6 (1,52 x), IL-8 (5,89 x), IL-10
(1,46 x), IL-12p70 (1,62 x). W sposob istotny zmniejszyty si¢ w PRP stezenia czerwonych
krwinek (0,19 x), FGF-basic (0,68 x), HGF (0,51 x). Nie wykazano istotnych roéznic w
zawarto$ci VEGF oraz pozostalych cytokin zapalnych pomiedzy PRP a surowicg krwi. W
grupie megzczyzn (w poréwnaniu do grupy kobiet) stwierdzono istotnie wyzsza liczbe
czerwonych krwinek w krwi pelnej (5,15 vs. 4,56; p < 0,001), biatych krwinek w PRP (34,64
vs. 25,83; p < 0,05), atakze wyzsze stezenia wigkszosci z badanych cytokin zapalnych w
PRP. Wiek i BMI nie mialy istotnego wplywu na zawarto$¢ plytek krwi, biatych i
czerwonych krwinek oraz czynnikéw wzrostu w PRP. Sposrod cytokin zapalnych w PRP
stwierdzono istotne ujemne korelacje pomigdzy wiekiem a IL-1p (r = - 0,50; p < 0,05), IFN-
a2 (r=-0,38; p<0,05), oraz TNF-a (r =-0,39; p <0,05). BMI z kolei dodatnio korelowato z
zawartoscig IL-1B (r = 0,40; p < 0,05).

Zgodnie z przewidywaniami potwierdzono dodatnie korelacje pomigdzy zawarto$cia
ptytek krwi 1 leukocytow w krwi pelnej a przygotowanymi z nich probkami PRP. Zawartos¢
ptytek krwi w PRP istotnie dodatnio korelowata ze stezeniem EGF (r = 0,74; p < 0,001),
PDGF-AA (r = 0,77; p < 0,001), PDGF-BB (r = 0,79; p < 0,001) oraz VEGF (r = 0,46;
p <0,05). Zawartos¢ leukocytow w PRP istotnie dodatnio korelowata ze stezeniem VEGF (r
= 0,69; p<0,001), HGF (r = 0,42; p < 0,05), IL-8 (r = 0,45; p <0,05). Nie stwierdzono
wystepowania istotnej korelacji pomigdzy zawartoscig plytek krwi a stezeniem cytokin
zapalnych w PRP.

W badaniu klinicznym po trzech miesigcach od iniekcji leczenie okazato si¢ skuteczne
(osiggnieto MCID) w zakresie redukcji dolegliwosci bolowych u 67%, a w zakresie poprawy
funkcjonalnej u 83% pacjentéw. Jedynym stwierdzonym skutkiem ubocznym zastosowanej
terapii byta intensyfikacja dolegliwosci bolowych u pigciu pacjentow po jednym tygodniu, u
czterech pacjentéw po jednym miesigcu oraz u dwoéch pacjentdw po trzech miesigcach, z
czego jeden wymagal leczenia operacyjnego. Wiek pacjentow, BMI oraz czas trwania
objawéw nie korelowaly w sposob istotny z uzyskana poprawa. Srednie zmniejszenie
natezenia dolegliwo$ci bolowych w dniu ostatniej kontroli wzglgdem warto$ci wyjsciowych
wynosito 2,7 £2,73 pkt w skali VAS (p < 0,001), a podczas roznych testow prowokacyjnych
$rednio od 1,72 do 3,77 pkt (p < 0,05). Po trzech miesigcach sita jakg nalezato przytozyc
algometrem w okolicg przyczepu Sciggien prostownikow do nadklykcia bocznego kosci
ramienne] aby wywota¢ dolegliwosci bolowe zwigkszyta si¢ srednio z 25,38 £11,76 niutona
(N) do 30,44 +£14,28 N (p <0,05). W sposob istotny poprawita si¢ rowniez sita mig$niowa
podczas prostowania nadgarstka (z 116,44 £52,47 N do 140,46 +49,45 N, p < 0,05), pronacji
przedramienia (z 36,64 +18,35 N do 46,44 +20,15 N; p < 0,001) oraz sita uscisku (z 32,45
+14,28 MAX kg do 35,96 £14,46 MAX kg; p < 0,05). W koncowym okresie obserwacji
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stwierdzono rowniez poprawe funkcji mierzong kwestionariuszem DASH o 22,11 £16,52 pkt
(p £0,001) oraz PRTEE o0 27,28 £21,28 (p < 0,001). Powyzsze wyniki odzwierciedla réwniez
subiektywna ocena stawu tokciowego (SEV) przez pacjentow, ktoéra wzrosta z 47,50 17,36
% do 73,77 £21,04 % (p < 0,001).

W  wyniku oceny zaleznos$ci pomigdzy zawartoscig skladnikéw biologicznie
aktywnych w PRP a skuteczno$cig kliniczng leczenia iniekcyjnego entezopatii nadktykcia
bocznego kosci ramiennej stwierdzono wystepowanie kilku istotnych statystycznie korelacji.
Stopien zmniejszenia nat¢zenia dolegliwosci bolowych po trzech miesigcach od iniekcji
dodatnio, na poziomie umiarkowanym, korelowala z zawartosciag w PRP ptytek krwi (r =
0,56; p <0,001), EGF (r=0,51; p <0,05), a takze na stabym poziomie z zawarto$cia VEGF (r
= 0,36; p < 0,05), PDGF-AA (r = 0,37; p < 0,05) oraz PDGF-BB (r = 0,44; p < 0,05). Nie
stwierdzono istotnych korelacji pomiedzy zawarto$cig cytokin zapalnych w PRP a
zmniejszeniem natgzenia dolegliwos$ci bolowych. Stopien poprawy sity uscisku oraz sity
mig$niowe] w zakresie prostowania nadgarstka dodatnio, aczkolwiek na poziomie stabym,
korelowaly z zawarto$cia EGF w PRP (kolejno, r = 0,44, r = 0,41; p < 0,05), podobnie jak
stopien poprawy funkcjonalnej mierzonej kwestionariuszem PRTEE (r = 0,37; p < 0,05).
Interesujagcym wynikiem byto rowniez st¢zenie niektérych cytokin zapalnych (IL-10, IL-33,
IL-17A) ujemnie korelujace z poprawa uzyskang w kwestionariuszu PRTEE (kolejno, r = -
0,37, r=-0,44, - 0,37; p < 0,05).

Powyzsze omowienie zawiera najwazniejsze wyniki przeprowadzonych badan
wchodzacych w sktad niniejszej rozprawy doktorskiej. Ze szczegotowymi wynikami mozna
zapoznac¢ si¢ we wlasciwych czgsciach publikacji zatagczonych w kolejnych rozdziatach.

WNI OSKI

Omawiane publikacje wchodzace w sklad rozprawy doktorskiej pozwolity na
realizacj¢ postawionych celow badawczych. Uzyskane wyniki zwigkszaja w sposob istotny
dotychczasowa wiedze na temat autologicznego osocza bogatoptytkowego oraz jego uzycia
W leczeniu iniekcyjnym entezopatii nadktykcia bocznego kosci ramiennej. Mogg one pomoc
W ukierunkowaniu dalszych prac nad optymalizacjg protokotéw przygotowywania PRP a
takze w poprawieniu algorytmow leczenia pacjentow z lokciem tenisisty”. Do
najwazniejszych wnioskow ptynacych z przeprowadzonych badan naleza:

e Pomigdzy zbadanymi czterema roéznymi komercyjnymi systemami do
przygotowywania PRP wystepuja istotne roznice w zawartos$ci sktadnikow
biologicznie aktywnych w produkcie koncowym, w efektywnosci wychwytu
plytek oraz powtarzalnosci uzyskiwanych stezen plytek krwi.

e Najwicksza ilos¢ istotnych statystycznie roéznic w zawartosci czynnikow
wzrostu 1 cytokin zapalnych zaobserwowano pomiedzy protokotem
Mini GPSIII (pozwalajagcym na powtarzalne uzyskiwanie wysokich (~5 x)
stezen plytek krwi w PRP) a protokotem Arthrex ACP, za pomocg ktérego
uzyskiwano zaggszczenia na statym poziomie ~1,5 x.
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Wystepuja istotne dodatnie korelacje pomiedzy zawartoscig ptytek krwi w PRP
a stezeniem w nim takich czynnikow wzrostu jak EGF, VEGF, PDGF-AA,
PDGF-BB.

Wystepuja istotne statystycznie korelacje pomigdzy zawartoscig leukocytow w
PRP a st¢zeniem takich cytokin jak EGF, VEGF, HGF, PDGF-AA, PDGF-BB,
IL-18, MCP-1, IL-18, IL-8.

PRP i surowica pochodzace od tego samego dawcy roznig si¢ st¢zeniem
poszczegdlnych sktadnikéw aktywnych biologicznie jak réwniez ich
wzajemnymi proporcjami.

W populacji meskiej w porownaniu do kobiecej zaobserwowano w PRP
istotnie wyzsza zawarto$¢ leukocytéw oraz wigkszosci badanych cytokin

zapanych.

Wiek oraz BMI nie mialy istotnego wptywu na zawarto$¢ komodrkowa oraz
czynnikodw wzrostu w PRP.

Wystepuja istotne dodatnie korelacje pomigdzy zawartoscia w PRP ptytek
krwi, EGF, VEGF, PDGF-AA, PDGF-BB a stopniem redukcji dolegliwosci
bolowych pacjentow w 3 miesigcu po iniekcyjnym leczeniu entezopatii
nadktykcia bocznego ko$ci ramienne;.

Wystepuje istotna dodatnia korelacja pomiedzy zawartoscia EGF w PRP a
stopniem poprawy sily uscisku, sity migsniowej prostownikéw nadgarstka oraz
poprawy funkcjonalngj mierzong dedykowanym kwestionariuszem PRTEE u
pacjentow w 3 miesigcu po iniekcyjnym leczeniu entezopatii nadktykcia
bocznego kosci ramienne;.

Wystepuje istotna ujemna korelacja pomigdzy zawartoscig 1L-10, 1L-33 oraz
IL-17A w PRP a stopniem poprawy funkcjonalngj mierzongj dedykowanym
kwestionariuszem PRTEE u pacjentéw w 3 miesigcu po iniekcyjnym leczeniu
entezopatii nadktykcia bocznego kosci ramienne;.

Leczenie pacjentow z entezopatia nadklykcia bocznego ko$ci ramiennej

poprzez lokalng iniekcjg PRP jest skuteczng 1 bezpieczna metoda
terapeutycznag.
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Abstract

Background. Arodpos platebet-rch plasma (PEF) infaction & an atrerna bve buf widely aoepted mehod
fior thie treatmend of degeneniie chandges in endon achments known as emhesopachies, The FRPE con-
siderad & safe soures for hogh concentrations of the growth faciors invetved s the healing process. Despine
Dl promising escmmes, many reoerd studies report conflicting ssuks for thi fresgment. This may be due
iy cifierences in the concentiations of pleselets and gumth factors in FRFsobtained using different methods,

Dbjectives. The aim of tis shady was fo compare FAF preparation sestems i bems of marphotic compo-
nents and seecied growth factors T fnd the maost appropriate procedu re forshe tresm ent of enfhesopathies,

Materials and meethods, Whole blood samples from 6 bealthy malke wlunizers were callected. Using
different commerciy tits (Miri GPS I Systerm, Artheee ACE and Xerthra, Er. PRE) 4 PRPs witse prepased
frov thse Hood of each participast A1 simgles wer anatyzed for the coment of monghak components
and the faliowing growth factors: transforming growth fctnr-f (TGF-R11 epidermal groweh Gcr (E6GF),
wrscular encithetial growih Bacior (VEGE), and platelet-genived growih facior A (POGE-ARL

Results. The Mini &5 I8 produced PRP with e bighest corentration of platelets and white blood cells
(WEL) comsparsd i the other syshems induded i the sy, Signiicant difesence in the leveks of BF and
POGF-A were found only between the Mini GPS I and Aribees A2 There wis posithe corelation bebween
the conent of plaselets.and the livds of POGE-AA and EGF, The red blood cells (RBC) concentration peithely
comelet el with FOGF-AA, EGF and VEGE

Conclusions. The study shewed cilerences between the mombotic components Jnd levels of sekecied
growth ciors in PRF ehtained with the different preparation methodk, [oe toinsufficens dafa, we cannot
3 0 o sga st any of the studied protocods for the treatrnent of enthesopashy. Further studieson a larger
prapulation are negured to vakdate our relts.

Hey words: plateiet-rich plasma, growth factors, padsler-denved growth Tactor, enshesopatty
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Background

Enthe:np:ﬂ'li&ﬁ- are deE,Enerul:iw‘.- chmEEx in Ehe site
of tendon sttachment to the bone. This disease can affect
many different sltes in the human body. The most conunon
and best described are changes in the attachment of wrist
extensors or flexors to humeral epicondyles, the Achilles
tendon, patellar tendon, suprascapular tendon, or plantar
fascia. The maln symptoms reported by patients include
local pain and limitations in sport, work and daily activi-
thes. The cause of the dEsase sUll rermalng unclear. How-
ever, the most widely accepted theory is the accumulation
of microinjurkes resulting from repeated overloads that
exceed the body's compensatory capacity, The change
in the dogma of the inflammatory nature of this dis-
exse was the resull of numerous histopathodogeeal stud-
ies that found disorganized tissue and neovessels within
the involved tendon, but only few inflammatory cells.
In many cases, symptoms resobe spontaneously and prop-
erly pelected exercizes help prevent them in the fufure
Unfortunately, some cases turn into a chronic condition
that iz very difficult to treat, and sometimes only surgleal
excision of the affected tissue can lead to improverment,

Due to the lack of effective therapy, many different
miethods have been proposed, and sutologous platelet-rich
plasma (PEP) is one of the most promising treatments.!
For this procedure, the patient’s blood is collected and
centriluged to isolate the platelet-vich pavt of the plasma.
This plasma is then administered into the affected tissue,
typically by local injection. The a-granubes of platetets con-
tain significant amounts of cytokines invelved in tisue
healing * It is expected that PRP containinga platelet con-
centration above the baseline will contain a skgnificantly
higher concentration of important cytokines, chemokines
and growth Bctors.* Mumerous in viteo studoes have shown
that these biologically active components play a key role
im tissue repair by stimulating proliferation, chemotaxis,
cell differentiation, and angicgenesis #57

The acceleration of natural tissue healing processes
by PRP administration was expected to revolutionize
the treatment of injuries and chronic degenerative diseases
like enthesopathy, (Hher diseases in which the natural bal-
ance between anabodle and catabolie processes ks disrupted
are also candidates for PRP treatment. Positive clinical
outcomes have been reported for various conditions in-
cluding bone nonunions osteonecrosis, difficult-te-heal
wolnds, ostecarthritis, and sports bnjuries,® "

The enthusiastic adoption of this method began to wane
with the increasing appearance of studies showing con-
flicting results,”"* A major problem with this body of re-
search is the lack of a standardized definition for PRE
Many manufacturers have releaged commercially avail-
able kits for the easy preparation of PRE in an outpatient
:.-:I:I.:il'tE.“"i These kits differ (rom each other in varioos
parameters, such as the amount of material collected from
the patlent, the type ol anticoagulant used, the struciurne

M. Desjnek 2 &l Coin parison af FAP preparation spsem

of the separator, the length and speed of centrifegation,
the method of extraction and activation, the assumed con-
centrateon of F[al:e|=!= adid beubkoc :."I:H i Farnal Fl'l:'rd.ul:l:. and
its consistency, '™ These differences have made it almost
Impassible to compare the results of stwdies where PRP was
prepaced according to different protocels.

The answer to the above problem should be a reliable
classification system for PRP. One of the classification sys-
tems designed bo standardize the nomenclature s based
on the content of fibrin and leukocytes in the PRE In this
gyslemm, & main classes of autidogous PRPs are identified
= PRP with o low content of leukocy tes (P-PRP), PRP with
a high content of leukocytes [L-PRP), platelet-rich fibrin
with a low content of lenkocytes (P-PRF), and platefet-
rich fibrin with a high content of leukocytes (L-PRFL*
However, these divisions do nadt [nclude the eoncenteation
or the absolute number of platelets, Another classification
system proposed to improve the comparison of results
from different publizations is the PAYW svstem, This sys-
e is based on the 3 most important component s of PRE:
the absolute number of platelets, the method of their acti-
vation and the loukooyte content.™

The classification syskems mentioned sbove do not solve
all the problems connected with studles on PRE The mul-
tiplicity of variables still makes it almost impossible to pre-
dict the content of different growth factors in FRP

Objectives

The main goal of this study is to compare the PRP
preparation systerns available on the local market in terms
of morphotic companents and selected growth factors.

The results of such an analysis are essentiol for selecting
the most appropriate procedure for daily clinical practice
and for further research on the treatment of degenerative
conditlons, Regarding legal lssues, only those systems that
are officially registered for the treatment of enthesopathy
were included in the study. However, our resulis can be help-
ful in decision-making for all conditions treated with PEP,

Materials and methods
Study design and setting

This controlled abomatos v study was conducted at Wia-
claw Medical University, Poland, In the DNagnostic Labora-
tory for Teaching and Research by clinicians and labora-
tary researchers. All procedures on human participants
wiere conducted in accordance with the ethical standards
ol Wirackaw Medbcal Unbversity {Poland) and with the 1964
Helsinki Declaration and its later amendments. The study
was :up]_:rm'-url |:-:|.' the local binethics coommittee (Ethex
Committees of Wirockw Medical University, 30003, 2020,
approval Mo KB 16520040
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Participants

Sixhealthy male voluntesrs similar in age were asked for
4 whole blood donation. The number of participants in-
duded reflects the prellminary nature of the study. Crdteda
for incluston in the study were an age of 27-28 vears, ab-
sence of significont disease and comditions that could affect
the blood morphotic components, at least 2 weeks with-
oul taking any deug that may interfers with the function
of plateleis, and a non-smaoking status.

Data sources and measurement

Approximabely 75 mL of whole blood was collected from
gach particlpant under aseptic conditions and lmmedi-
ately divided into 5 samples. First, ~2 ml was transferred
tora Lube with ethylensdiaminetetraacetic acid (EDTA) and
then analveed for morphotic components using an auto-
matic laboratory analyzer (Mindray BC-5150; Shenzhen
dindray Bio-Medical Electronics Ca, Ltd, Sheneen, China),
The 4 remaining blood sammples feom each participant were
used to prepare 4 different PRPs according to the proto-
cols provided by the manufacturers, Four commercial PRP
systems that were available on the local medical market
were chosen as they are frequently used for the treatment
of arthepedic conditions. The systems wsed included
the Arthrex Autologous Conditioned Plasma |ACT) Doakbde
syringe system (Arthres [nc., Naples, USA), the Mini GPS
ITI Platelet Concentration system (Biomet Inc. Warsaw,
USA) the Xerthra PRP kit (Biovico Sp. v oo, Gdynia, Po-
land), and Dr. PRP {Rmedica, Secul, South Korea).

The Arthrex ACP Double Syringe system required
13.5 mL of whole blood collected into a specially de-
:i.gned :Iﬂ-ul:[:-::.nnﬁl.- l:-]-':l:m withen 1.5 mL ACD-A added
as an anticoagulant. The samples were spom at 1500 rpm
for Fmin in o dedicated centrifuge provided by the local
distributor. After centrifugation, conditioned plasma in
a volume of 4 mL was transferred to the inner syTinge
in the double-syringe system and was ready Lo use.

The Mini GP5 1T Platelet Concenteatbon system has
o specially designed valve for automatic PRP separation,
After mixing 27 ml of whole blood with 3 mL of ACD-A
anticoagulant, the samples were placed in aseparator and
sptin at 3200 rpim foe 15 foin dn a dedicated centrifuge pro-
vided by the local distributor. The platelet-poor plasma wos
then removed and about 3 mL ol leukocyte-rlch (LE}-PRP
was collected into a mew sterile syringe,

The Xerthra PRP kit required 13.5 mL of whale hiood
that was mixed with 1.5 mL of 3.13% sodium citrate
a% an antlcoagulant. The samples wére spun at 3500 rpm
for 5 min in o dedicated centrifuge provided by the local
distributor, teanslerring plasma bnto the neck of the tube
and removing platelet poor plasma 1.5 mL of leukocyte-
peosar [ LP)-PRP was then collected into o new sterdle syringe.

Whale bood in a velume of 18 ml mixed with 2 mL
of 3.13% sodium citrate was transferred into the Dr. PRP

tube, The samples were then spun for 4 min ab 3100 ¢pm
in 2 dedicated centrifuge provided by the local distributor.
Following this, the piston in the device was used Lo sepa-
rake the plasma from the red blood cells (RBC) by moving
it Into the neclool the tube. After removing platelet poor
plasma, LP-PEP in a volume of 3 mL was collected into
i new sterile syringe.

All 24 samples of prepared plasma were anabyzed for
the content of morphotic components using an awlo-
matic laborzbory analyveer (Mindray BC-51500 The count
and concentration of white blood cells (WEBCL BEC and
platelets were evaloated immediately after collection
of the samples. Platelet capture efficlency {CE) was cal-
culated using the following formuola:

obtained PRP volume [ml] = platelets comoentration
in PEP (/L) whaole Blood colbected volume [ml]
= platelets concentration n whole blood (GL).

Followingeollection, | mLof each PRP samphe was placed
inte an Eppendorf polypropylene tube and went through
the platelet activation process developed by Zimmermann
et al. = The activation procedure involved freesing at -80°C
for 30 enin, followed by thawing to room temperature for
another 30 min and freezing for a second time ag <300,
Thesamples were then stored al ~80°C until further analysis

Before cytokine measurement, the PRE samples were
thawed completely at reom temperature and spon for
& min st 2.5 rpm using o Micoe Star 17 centrifuge (VWE
International Company, ThermoElectvron LED, Langen-
selbold, Germanyl, A custom-designed bead-based multi-
plex iImmunoassay that uses Muorescence-encoded beads
and fow cytometry (LEGEMDplexTM; BioLegend, San
Diego, UUSA) was used to quantify the following platelet
EI'D"H"'.'.'I. factors: tr.:nﬂnrml.nE En:wl:h fal:l:nr-ﬁ-l I:TGF-‘EL
free active), epidermal growth factor (EGF), vascular endo-
thelinl growth fctor (VEGF), and platelst-derived growth
factor-AA (PIMGE-AA) The concentration of a particular
|:]rt|:hk.i:r.|= was deterrmined |:|'|.I means of 2 standard curve
generated during the performance of Lhe test, The analv-
ses were done according to the manufacturer's Instruc-
tions, The samples were acquired on CyFlow SPACE and
a CyFlow CUBE flow cytometer {Svsmex-Partec, Girlite,
Germany) by applying a 488 nm laser with a 53640 (BP}
fileer for the PE fluorechromes, and a 638 nm laser with
o 675/ 20 (BP) filter for the APC fluorochrome, The results
werg analyzed with LEGENDplexTM Data Analysis Soft-
ware v, 8.0 {(Vigene Tech Inc., Carlisle, USA),

All data obtalned and analyeed in this study are quanti-
tativie, To avoid biss in the obtained results, all PRP samples
were made with the same great care

Statistical methods

All data were analyzed using STATISTICA v 13.3 sofi-
ware (Stat5oft Inc, Talsa, USAL Due to the lack of con-
flrmation of to a normal distributlon, as assessed with
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the Shapiro-Wilk test, nonparametric methods were used 1m

(Kruskal-"¥allis one-way analysis of variance (ANOVA) i B '
with Dinn's post hoc test and Spearman's correlation). Sta- |
tistical significance was established at the level of p = 0,05, Tail
1= :
Results g v | [
. 5 w0 8
Study participants J—
b —I— i
Six volunteers, aged 278 L04 vears, mel the criteria for a5 5
inclusion and were enrelled in the study, The average body e 3
mass index (BMI) of the volunteers was 25.82 £2.12 kg/fm®. m =
Each participant signed an informed consent form. i : iﬁm
& L] e 1] [ S P
Main results FIg. 1. Plateker concereration o FRP abtained wsing different spssems
A N A At e AT B W G0 Syseemi: C - ¥erita PRP Kin O - O, PRE
The distribution of the cellular components of whole
bleod samples collected from all participants are included IR
i Table 1. All results were in the range of normal physi- T
olegical values, i
Concentration of platelets L] [
The platelet concentrations for the PRP samples are i st -|_ i
illustrated in Fig. 1. Only 1 single sample of PRP de- o
livered by Xerthra PRIF kit had a lower concentration ek T

of platelets than baseline, The highest platelet con-
centratbon was peoduced with the Mind GPS I System
(V266,33 34796 » 10%LEL and the lowest with Arthrex

ACP (395 £110.15 = 10¥/L). Statistical analysis showed e

a significant difference between the 2 systems mentioned L iy
above (p = 0,003}, and between the Mini GPS 11 and Xer- 148 B 350
thea PRP kits (S13.67 425599 = WYL; p = 0.04), There g 2 £ 7 Lroeasen
was no significant difference when compared to Dr. PRP Flig. 2, Platelat captus eflfiency inTAF Shgpred using dfoent sylems
(504,83 £106,29 = 10°L; p = 0035], - Arthres BCF; 1 - kinl GPS 0 System; L - eribma PRP kiG D - O PAe
PCE

The PCE results are illustrated in Fig. 2. The highest {23.50 +13.13%). The Mini GPS Il System provided a sig-
PCE score was obtained from the Mind GPS [T system nificantly higher PCE then the Xerthea PRP kit (p = 0.001)
(52,76 £6.66%), and the lowest from the Xerthra PRE kit and Dr, PEP (33.68 £3.78%; p = 0.02). Although the PCE

Tabda 1. ¥tale biood characteratios from all participanis (R 1T-B

Participant

HH2 el

AAC (16471 158 | 47 it Rz a3 M 5008 QA5

Mateers [ FOAL 7 188 M4 226 T 264 1595 590G
WHIZ |10%1] A 52 723 L ; &4 £33 £0 55
Meutraptds[10%1] 15 i 1.13 i 437 oy 1.3 056
Lymiafiecytes [1041) I 1.H3 241 244 FEE| 253 Lt 1132
konocytes (1O 134 (B4 (53 {44 {154 045 (4G L0107
Eehsensapi = [1 00 IR H tER N W RE L 0 15 £008
Basopdhils 1004 [IRES (L0 (= 05 a0 03 004 1000

AR — e bRocd colls; WEBLC —wehite Blood osls
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obtalned from the Arthrex ACP kit (44.66 £2.65%) was
lower than that for the Mini GPS 111 and higher than that
for the Xerthra PRP and Dr. PRP kits, the differences were
not statistically significant (p = 0.061, p=022,p = 1,
respectively).

Concentration of WBC

The WBC concentrations for the PRP samples are illus-
trated in Fig. 3. The highest concentrations of WBC were ob-
tained with the Mini GPS [l system (34.81 £9.59 = 10°/L),
and it was the only system that produced a WBC con-
centration above the whole blood baseline level. Statls-
tical analysis showed significant differences when com-
paring Mini GPS 111 to Arthrex ACP (0.78 £0.73 = 10%/1;
p = 0.02) and Dr. PRP (0.50 £0.59 x 10°/L; p = 0.001), but
not to the Xerthra PRP kit (1.91 £1.87 x 10%L; p = 0.16).

.
-0 Woaa 130
A " 3 ] I s

Fig. 3. White bicod cels concantration In FRP obttalned using different
Systems

A~ Arthrex ACF) B - Mird GPS Il Sysrerry € - Xarthra PAP Wit O - Dr PRP

Concentration of RBC

The RBC concentrations for the PRP samples ave il-
lustrated in Fig. 4. One of the goals of producing PRP
is to separate it from plasma containing RBC. Hence,
the RBC concentration in PRP can be treated as a mea-
sure of purification. The Mini GPS [II System de-
livered PRP with the highest concentration of RBC
{148 +0.88 x 10'*/L), which was significantly higher than

Yable 2. Concantration of growsh factors in PRP absadined using difforent systemns

51
R L
s T
1q
" i
g 1o
02
0o o = =
N
23 Nean L
A - c o L Winm

Fig. 4. Rad biood cels concentration In PRP obtained using dfferert
systerny

A - Arthrox A28, # - Minl GPS 8 Systom;, C — Xorthea PRP kit O - Dy, PRP

Arthrex ACP (0.04 £0.06 x 10%/L; p = 0.045), the Xer-
thra PRP kit {0.02 £0.01 x 10%/L; p = 0.04) and Dr. PRP
(0.01 20.01 x 10Y/L; p = 0.004). No significant differences
were found between the other systems,

Concentration of growth factors

All obtained growth factor concentrations are in-
cluded in Table 2, Statistical analysis showed that
the Mini GPS III System compared to Arthrex ACP
delivered PRP with significantly higher levels of EGF
(364.1 £180.16 pg/mL compared to 107.37 £95.12 pg/ml;
p = 0.04) and PDGF-AA (98,698 £23,843.58 pg/mL com-
pared to 33,172.5 £13,266.38 pg/mL; p = 0.02). There were
no significant differences among the other systems and
growth factors.

Correlation between growth factors
and morphotic components

All Spearman's correlations are presented in Fig. 5, There
was a significant positive correlation between platelet
concentration and both EGF and PDFG-AA (Spearman’s
R values 046 and 0.58, respectively). A significant positive
correlation was also observed between the WBC concen-
tration and PDFG-AA (Spearman’s R value 0.51). The RBC
concentration was also significantly positively correlated

Arthrex ACP SK12£0692
MUni GFS 1 Systom NI2AT2
Xerthea PRI kit 4507 £5960
Dv.FP 3015225

107,57 29512

3641 £180.76
161, 20212534
22345417163

13848 15952 331725 213266.28
45606 £30151 656 £2384353
2666] =35454 5456543 £43241.12
16758 £13490 414006 185375

TGF@! - rransforming grawth faciasit BGF — epidermal geowth facton; VEGF - vascular endathedal growth facton, PDGF-AA - placelen-danved growh

factorAN
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Fig. 5 Sprarman o ations betaeen momphatic pomponents and grossth faciory in PRP samples

with the levels of EGF, VEGF and PDGF-AA (Spearman’s
B values 0.51, 0.53 and 0.57, respectively),. Mo signilicant
correlabion was foomd betwesn TG[-ﬁl and any PRF moe-

photic component,

Discussion

As expected, the current study showed differences be-
tween PRP produced with the use of various commercial
kits. These lindings confirm the resulis of other studies
that have been summarized in a recent systemic revies: ™
Herwever, it is bmportant to polnt out that these differences
do not determine the possible dinical superiority of any
of the described systems.

All kits used in the current study produced PRP with
an average platelet concenteatinn above the whole Mood
baseline level, For unexplained reasons, 1 PEP sample
obtained uwsing the Xerthea PREP system had o platelet
concentration below the baseline fevel, The Mini GPS 111
syaten produced the highest platelet concentratlon in rela-
tion to the whele blood baseline level (=484 0.6}, while
the lowest concentration was generated with the Arthrex
ACP system (x1.51 £0.09), These 2 systems are among
the most studied and others have reported similar results

for platelet concentrations. ™ %3 The Xerthra PRP kit
and Do PRP were able to concentrate platelets in similar
manaer [a-c!E.].] +1, 1B and =200 £0.53 L‘-E:Petliit!‘:.r].

Bath too low and too high a platelet concentration can
reduce the chances of o good therapeutic response. Platelhet
levels below the basdine are not sufficient to induce a sig-
nificant CEs peSe and a concentration above =& may glow
dowrn the repair processes 2 Gragiani etal, concluded that
platelet concentrations of approx. 2.5 thmes greater than
native blood achicved a maximum effect on osteoblast
and fibrobdast proliferation in vitro. In addition, higher
dosages 3.5 times abowve baseline could lead to some ad-
verse events.” Various studies have also reported differ-
ent ideal therapeatic platelet concentrations. While some
authors recommend a platelet concentration of about
L0 x 10 mL, others consider a number =200 x IFmL
a5 sl ficient 2% According tothis latter definition of PRP,
all samples included in this study met the criteria. ™

[n the current study, there wers slgnificant correla-
tions observed between platelet concentration and both
BEGF and PDGF-AA, bul no correlations with VEGFE amnd
TGE-BL Thesse results are somewhat different from what
has been reported previously. Por example, Magalon ob-
served significant correlations between platelet dose and
all growth factors examined (VEGFE, EGE, FPDGF-AB, and
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TGE-p1." Simikardy, Sundman also reported positive sig-
nificant correlations between platelets and both TGF-fI
and PDGE-ARS

Significantly higher concentrations of WEC were de-
livered by the Minl GPS 1T svaiem as it s designed for
LE-PEP production. The mean concentration of W B pro-
duced by this system was 5,55 £1.65 times above the base.
line in whaole blood, The mean content of newtrophils and
leubocy tes were distributed almost equally {15.72 =8.11
® W0%L and 15,99 £2.96 = 10%/L, respectively), Similar re-
sults have been observed In previous studies "™ %335 4
threx ACE, Kerthra PRP kit and D, PEP delivered LP-PRP
with a WBC concentration much lower than the baseline
fevel, According to the literstune, the presence of leako-
cytes in PEP could affect the levels of important growth
factors such a5 VEGF and EGF, and may alzo have anti-
bacterial or immune-regulating effects. ¥ While we did
neet observe a correlation betwesn WEC and both VEGF
and EGFE a positive correlation with PG F-A A was fowmnd,
This finding has not been reported ln previous research,
likely becauwse PIMGF-A M is not a frequently analyzed cyio-
kine, In vitro studies have shown a potential negative sffect
on the healing of tendon structures due to the high content
of proteinases and hydrolases in WEBC, especially in neu-
trophils.**"** In vivo studies do not confirm this effect;
however, when planning the therapy for enthesopathies,
one shoubd take into consideration the possitde stimulation
of catabolic processes by a high content of leakocytes =Y

An efficient PRP preparation procedure should remove
RBC as much as possible, as their presence is considered
a5 the sign of impurity, This is likely the reason why the most
studies do not analvee the correlation between RBC and
growth factors. Cur results showed a significant corvelation
between RBC concentration and levels of growth factors
such as EGF, VEGFE and PDGF-AA. The strength of correla-
tion was moderate {(Spearman’s B value between (.51 and
0.57) bt still worthy of furt her analysis in alarger popila-
tion. Among the tested PEP preparation kits, the Mini GPS
I Bystern produced o significantly higher RBC contaming.
tion compared toother systems. This may be one ofthe fic-
tors behind the higher growth factor content in PRI ob-
tained by the Mini GPS 111 System in other studies, '™
Arthrex AT Xerthra PRP kit and De. PRF delivered PRP
with an almost undetectable BBC concentration,

Limitations

To date, numeroas sludies have already shown the di-
versity in the morphotic components and growth factor
content in PRP obtained various using methods. However,
systems such as the Xerthra PRP kit and Dr. PRP were
tested here for the first time. There are many nwore com-
mercially available systems for FRP preparation than those
inclisded in the study. Even if we chose the most popular
systems, it does not allow the resalts to be transferred
tir asther systemns, and they have to be evaluated separately.

Ag this is a preliminary study, we decided o examine
only a few selected growth factors. Many other cytokines,
chemokines and EI:'DWIJ'I factors relewsed |'.|:|.- |_:||al.-e'.|cl'..1 ArE
abeo invedved in tissue healing. The task for futuce research
is ter study all of the cytokines that play a key role In re-
generstive processes. On the other hand, even a precise
determination of the cytokine content does not allow one
to predict clinical effects in vive, Therefore, it will be nec-
essary Lo evaluate how differences in PRP charactesistlcs
affect living tissues:

Doute ey thie lack of confirmatlon e 2 nosmal disteibation
for maost of the data, nenparametric methoeds were used
for statistical analyses. This lack of confirmation was likely
due to the small sample size used, and extension bo a larger
group of participants may provide more reliable results.

Conclusions

The current study showed a wide hetérogeneiry
in the characteristics of autologows PRPs produced by vari-
ous commercial kit Based on the obtained results and
previous studies, the correlation between the concentra-
ton ol desived growth factors and morphotic components
remains unchear. Due to insufficient date, we cannot argue
for or against use of any of the menticned protocols for
the treatment of enthesopathy, Further studies on a larger
propulation that examine a wider variety of cytokines are
reguired to validate cur resulis, Future research shonld
also focus on both the inviteo and in vivo biological efiects
of PRP prosduced by different preparation protocols to es-
tablish the effectsof different concentrations of the variows
geowith factors on tissue healing.
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BACKGROLING

The evaluation of the efficacy of platelet-rich plasma (PRF} in clinical practice
yields conflicting results and raises numerous controversies. This may be due (o
different concentrations of biologically active components in PR obtained with
the wse of different methaods of gravity sepatation,

Al
To compare the comtent, fepeatability and correlations bebween ologically active
components in PRP obtained with four different commercial systems,

AMETHONS

From a whole blood sample of esch of 12 kealthy male volunbeers, 4 PRP samples
were prepared wsing 4 different comimercial kits Jarthres Autologous Condi
tiomed Plasma {(ACH), Mini GPS L, Xerthea, Dre. PRP)] in accordance with the
instrisctions provided by the manufacturers. & comparative analysis of blood cell

SHT fure 18, 2022 | Volmme 13 | lssees |
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components - 13 selected inflammatory cytokines and ¥ growth factors - in the obtained PRP
samples was performed uzing the Kneskal-Wallis test by ranks. The repeatability of results in each
method was evaluated by the estimation of the coefficlent of variation. The Spearman correlation
was used to estimate the relationship between Blood cell content and cyvtokines,

RESLILTS

Significantly higher concentrations of platelets (PLT), white blood cells (WEC) and red blood cells
(RBCY were found in PRP obtained with the use of Mini GPS 111 than in PRI obstained wsing other
evatems, Significant differences in the content of growth factors and cytokines in PRF were found.
A positive correlation of the amount of PLT, RBC and WEC with the concentration of most of the
Emwhh tactors was found bt in :rnl].' three infla mrnah:r}f :_','l-::lk:irrr.-:. The obtained correlations
between blood cell components and cylokines diffeced between the systermns in terms of statistical
signifecanwe, which may be due to insufficient sample size. The repeatability of the obtained PLT
concentration also varied between protocols with the lowest in Xerthra and the highest in Arthrex
ACP,

CONCLIISION
Significant differences in the content of Malagically active components and ther repeatability were
foundd in PRP obtained by various methods, providing new data for further research.

Key Words: Plateles-rich plasma; Cyiokines; Chemokines; Growth factors
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Core Tige The presented study showed important differeces between blood cell companents and levels of
selected prowth factors and inflammatory eytokines in platelet-rich plasma obained with four diffevent
commercial preparution systems in o single-donor model, The mnge of cyiokines analveed far exceeded
the ranges investigated m earlier publications. This was abo the ficst stucy to oy attention o the nepaat-
ability of the quality of the obained platelet-rich plasma (PRPL New positive comelations were found
between platelet content in PRP and several eytokines (Heposocyte growth factor, Interlaukin-1[,
Monocyte chemoatiractant protein-1. Interbeukin-& Inferleakin- 18], The demonstrated positive correlation
between red blood cell comtent in PRP and cytokines has never been described befiore.

CRathiom Dipnek M, Witkowski J, Moreira H. Placekowska 5, Morasicaice I, Reichert P, Kedlikowska A Contleal
ol biloed gell compeneris, infammatory ciokises and growil Beees n aglologous platclel-rich plasna obtalred
by various methods. Woefal F Qevhog M002: 15064 S87-6012
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Autologous platelet-rich plasma (PRF} therapy is & method known for many years used inthe eeatmend
of varlous diseases. Mowadays, desplie numerous controvershes, it s widely used, espectally In aesthetl
medicing, orthopedics and sports redicine] 1-5]. The method involves preparation from the patient's
Blood sample of plasoma with a conoentration of platelets higher than physielogical and then its inpection
i