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II. OMÓWIENIE PUBLIKACJI WCHODZĄCYCH W SKŁAD 

ROZPRAWY 
 

WSTĘP 
Entezopatia nadkłykcia bocznego kości ramiennej jest częstym schorzeniem 

objawiającym się poprzez silne dolegliwości po bocznej stronie stawu łokciowego. Dotyka 

ono nawet 1-3% populacji ogólnej, z podobną częstotliwością mężczyzn i kobiet, głównie 

pomiędzy 40. a 60. rokiem życia [1]. Choroba ta, powszechnie znana jako „łokieć tenisisty”, 

dotyka nie tylko sportowców ale przede wszystkim pracowników narażonych na przeciążenia 

kończyny górnej. Najlepiej udokumentowanymi czynnikami ryzyka są wielokrotnie 

powtarzające się w ciągu dnia ruchy zgięcia i wyprostu nadgarstka, ruchy skrętne 

przedramienia oraz dźwiganie ciężkich przedmiotów [2]. Osoby dotknięte tą przypadłością 

mają problemy nie tylko z wykonywaniem aktywności sportowej ale również z 

wykonywaniem pracy, a nawet prostych czynności dnia codziennego. Z histopatologicznego 

punktu widzenia podłożem dolegliwości bólowych jest angiofibroblastyczna degeneracja 

bliższego przyczepu ścięgien prostowników przedramienia do nadkłykcia bocznego kości 

ramiennej. Wielokrotnie powtarzające się mikrouszkodzenia w obrębie zajętej tkanki 

zaburzają procesy naprawcze, a początkowy stan zapalny stopniowo przeistacza się w proces 

degeneracyjny z zaburzeniem architektury włókien przyczepu ścięgna [3]. Choroba ma 

charakter samoograniczający się i u większości pacjentów ustępuje samoistnie w przeciągu 

roku [2]. Podczas tego okresu dolegliwości bólowe mogą być jednak na tyle dokuczliwe, iż 

pacjenci aktywnie poszukują rozwiązań mogących przynieść ulgę w cierpieniu. Leczeniem 

pierwszego rzutu jest oszczędzanie kończyny, zmiana wzorca ruchowego, ćwiczenia 

rozciągające i wzmacniające oraz fizykoterapia [4]. W przypadku, gdy tego typu 

postępowanie nie przyniesie poprawy, powszechną praktyką jest ordynowanie iniekcji 

glikokortykosteroidowych w okolicę przyczepu prostowników do nadkłykcia bocznego kości 

ramiennej. Pomimo początkowej wysokiej skuteczności leczenie to wiąże się ze zwiększonym 

odsetkiem nawrotów oraz ryzykiem licznych powikłań [5]. 

Jako alternatywną metodę terapeutyczną ukierunkowaną na stymulację naturalnych 

procesów regeneracyjnych zaproponowano iniekcje z autologicznego osocza 

bogatopłytkowego (PRP) [6]. PRP można zdefiniować jako osocze o zawartości płytek krwi 

powyżej jednego miliona na mikrolitr (µL) [7]. Nie wszystkie dostępne protokoły 

wytwarzania PRP pozwalają jednak na osiągnięcie takiego zagęszczenia. Amerykańska 

Agencja Żywności i Leków (FDA) pozwala na używanie terminu „PRP” do produktów o 

zawartości płytek krwi przekraczającej 250 tysięcy na µL. Część badaczy dowodzi, że ilość 

płytek krwi powyżej 200 tysięcy na µL jest wystarczająca aby uzyskać efekt terapeutyczny 

[8]. Taka definicja wprowadza jednak pewne  zamieszanie, ponieważ jest to wartość płytek 

krwi znajdująca się w granicach normy dla krwi pełnej w zdrowej populacji. Idea leczenia 
przy pomocy PRP polega na wyizolowaniu z krwi pacjenta frakcji osocza bogatej w płytki 

krwi, które po podaniu w chorobowo zmienione miejsce uwalniają ze swoich ziarnistości typu 

alfa, znaczne ilości czynników wzrostu [6]. Do najważniejszych i najlepiej poznanych należą 

transformujący czynnik wzrostu beta-1 (TGF-β1), naskórkowy czynnik wzrostu (EGF), 
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czynnik wzrostu fibroblastów (FGF), naczyniowo-śródbłonkowy czynnik wzrostu (VEGF), 

czynnik wzrostu hepatocytów (HGF) oraz płytkopochodne czynniki wzrostu (PDGF). 
Cytokiny tego typu są odpowiedzialne za przebieg prawidłowych procesów naprawczych w 

organizmie poprzez regulację metabolizmu komórkowego, odpowiedzi zapalnej, stymulację 

angiogenezy, chemotaksję makrofagów, monocytów czy fibroblastów do miejsca 

uszkodzenia, stymulację proliferacji oraz różnicowania keratynocytów i fibroblastów [9]. 

Zawartość leukocytów w PRP również nie pozostaje bez znaczenia. Z jednej strony leukocyty 

pozytywnie korelują z zawartością pożądanych czynników wzrostu, modulują odpowiedź 

immunologiczną oraz posiadają właściwości zwalczania drobnoustrojów. Z drugiej jednak 

strony mogą wywierać negatywny wpływ na procesy gojenia stymulując procesy kataboliczne 

poprzez lokalne uwalnianie cytokin prozapalnych oraz licznych proteinaz [10, 11].  

Wiele badań potwierdzających skuteczność i bezpieczeństwo PRP w leczeniu trudno 

gojących się ran, opóźnionego zrostu kostnego oraz urazów sportowych zachęciło do jego 

powszechnego stosowania [12, 13]. Niestety wraz ze wzrostem ilości wysokiej jakości badań 

na większych grupach pacjentów pojawiły się liczne kontrowersje co do skuteczności metody 

[14]. PRP przygotowane przy pomocy różnych technik potrafią różnic się znacznie pod 

względem zawartości i koncentracji składników komórkowych a tym samym pożądanych 

cytokin stymulujących procesy naprawcze. Powyższe różnice wynikać mogą z takich 

zmiennych jak ilość pobranej krwi, budowa separatora, prędkość i ilość wirowań, metoda 

ekstrakcji osocza, sposoby aktywacji płytek krwi, zastosowanie dodatkowych substancji 
czynnych (np. środków antykoagulujących lub buforujących) [15]. Kolejnym problemem są 

różnice w wyjściowej zawartości płytek we krwi pacjentów wynikające z szerokiego zakresu 

wartości uznanych jako norma populacyjna. Nie bez znaczenia ma również sama technika 

aplikacji i różnice w zastosowaniu środków znieczulających, objętość podanego PRP, rozmiar 

igły, liczba nakłuć oraz precyzja podania. Wszystkie powyższe czynniki mogą być przyczyną 

znacznych rozbieżności w uzyskiwanych wynikach badań klinicznych.  

Próbując rozwiązać problem heterogeniczności leczenia z użyciem PRP stworzono 

wiele klasyfikacji. Pierwsza z nich dzieliła autologiczne osocze bogatopłytkowe na cztery 

grupy w zależności od zawartości leukocytów oraz fibryny [16]. Z uwagi na to, że nie 

dostarczała ona wystarczającej ilości niezbędnych informacji powstawały kolejne, coraz 

bardziej skomplikowane klasyfikacje. Jedną z nich jest klasyfikacja MARSPILL, 

zaproponowana w 2017 roku, która dzieli preparaty PRP w zależności od sposobu 

przygotowania (ręczny lub mechaniczny), sposobu aktywacji, obecności czerwonych 

krwinek, ilości wirowań, uzyskanego zagęszczenia płytek krwi względem wartości 

wyjściowych, wykorzystania ultrasonografii podczas iniekcji, obecności białych krwinek i 

uzyskanego ich zagęszczenia [17]. Kryteria powyższej klasyfikacji doskonale obrazują 

złożoność aspektów klinicznych i laboratoryjnych branych pod uwagę w zakresie leczenia 

biologicznego w ortopedii z użyciem PRP. 

Występowanie istotnych różnic w składzie PRP przygotowanego różnymi sposobami 

zostało już wcześniej udowodnione przez innych badaczy w licznych publikacjach. 

Większość tych badań opiera się jednak na próbie o niewielkiej liczebności, porównując 

zwykle 2-4 metody z kilkunastu dostępnych na rynku oraz analizując niewielką liczbę 
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parametrów molekularnych [15, 18]. W związku z powyższym istnieje uzasadniona potrzeba 

dalszego poszerzania wiedzy na temat charakteru różnic PRP uzyskanego z pomocą różnych 

technik. Było to jedną z przyczyn przeprowadzenia pierwszego badania porównującego cztery 

z powszechnie stosowanych w Polsce zestawów komercyjnych do przygotowywania PRP 

w warunkach ambulatoryjnych, z czego dwie metody nie były wcześniej badane pod tym 

kątem [19]. Znacznie poszerzono również ilość badanych parametrów w stosunku do 
dotychczas opublikowanych badań, m.in. zwiększając ilość analizowanych czynników 

wzrostu i cytokin zapalnych oraz analizując powtarzalność otrzymywanych stężeń [20]. 

Niewielka ilość publikacji porównujących skład molekularny osocza bogatopłytkowego do 
osocza wyjściowego była przyczyną kontynuacji badań celem poszerzenia analizowanego 

zakresu parametrów [21].  

Najbardziej interesującym aspektem prowadzonych prac była próba ustalenia czy 

zawartość poszczególnych składników biologicznie aktywnych w PRP w sposób istotny 

koreluje ze skutecznością leczenia entezopatii nadkłykcia bocznego kości ramiennej [22]. 

Większość dotychczasowych badań opisujących efekt tkankowy różnych cytokin 

płytkopochodnych to badania przedkliniczne. Zadecydowały one o zasadności prób leczenia 

pacjentów z wykorzystaniem iniekcji PRP. W żywym organizmie ludzkim zachodzi jednak 

znacznie więcej procesów metabolicznych mogących wpływać na ostateczny efekt 

miejscowego podawania złożonego koktajlu czynników wzrostu jakim jest PRP. Do tej pory 
opublikowano tylko kilka prac oceniających zależność pomiędzy stężeniem poszczególnych 

czynników wzrostu w PRP a skutecznością kliniczną leczenia [23-25]. Spośród powyższych 

publikacji tylko jedna oceniała efektywność leczenia entezopatii nadkłykcia bocznego kości 

ramiennej [23]. Do tej pory żadna praca nie oceniała zależności pomiędzy zawartością 

cytokin zapalnych w PRP a jego skutecznością kliniczną.  

Iniekcje PRP są obecnie powszechnie stosowane w leczeniu „łokcia tenisisty” na 

całym świecie, pomimo wciąż niejednoznacznych dowodów, które uzasadniałoby takie 

postępowanie. Zaprojektowane i przeprowadzone badania wchodzące w skład niniejszej 

rozprawy doktorskiej miały z założenia w sposób istotny przyczynić się do poszerzenia 

wiedzy na temat tej metody leczniczej wspomagając proces decyzji terapeutycznych oraz 

wskazując kierunek dalszych badań dążących do jej udoskonalenia.   

 

CELE 
Do głównych celów badawczych pracy doktorskiej należały: 

• ustalenie różnic w zawartości składników biologicznie aktywnych takich jak komórki 

krwi, czynniki wzrostu i cytokiny zapalne w PRP przygotowanym z pomocą różnych 

technik, 
 

• ocena ilościowych i jakościowych różnic pomiędzy uzyskanym PRP a surowicą 

pacjentów pod względem zawartości składników biologicznie aktywnych, 
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• ustalenie zależności pomiędzy zawartością składników biologicznie aktywnych w 

PRP a skutecznością leczenia iniekcyjnego pacjentów z entezopatią nadkłykcia 

bocznego kości ramiennej.  
 

Dodatkowo postawione cele pomocnicze: 

• wytypowanie do badań klinicznych jednej z powszechnie dostępnych komercyjnie 

metod pozwalającej w sposób powtarzalny na przygotowanie PRP o najwyższej 

zawartości płytek krwi oraz czynników wzrostu, 
 

• ocena zależności pomiędzy zawartością komórkową w PRP a stężeniem wybranych 

czynników wzrostu oraz cytokin zapalnych, 
 

• ocena zależności pomiędzy czynnikami populacyjnymi jak płeć, wiek oraz wskaźnik 

masy ciała (BMI)  na zawartość wybranych składników biologicznie aktywnych w 

PRP, 
 

• ocena skuteczności i bezpieczeństwa leczenia iniekcyjnego z użyciem PRP pacjentów 

z entezopatią nadkłykcia bocznego kości ramiennej. 
 

METODYKA 
Aby osiągnąć założone cele w pierwszym badaniu porównano zawartość składników 

biologicznie aktywnych w PRP przygotowanym z użyciem czterech różnych protokołów [19]. 

Do tego celu wybrano cztery różne, powszechnie dostępne komercyjne zestawy do 

przygotowywania autologicznego osocza bogatopłytkowego: 1) Arthrex Autologous 

Conditioned Plasma (ACP) Double Syringe System (Arthrex Inc., USA), 2) Mini GPS III 
Platelet Concentration System (Biomet Inc., USA), 3) Xerthra PRP kit (Biovico Sp. z o.o., 
Polska), 4) Dr. PRP (Rmedica, Republika Korei). Analizę składników komórkowych w krwi 

pełnej oraz w przygotowanych próbkach PRP wykonano przy pomocy automatycznego 

analizatora laboratoryjnego Mindray BC-5150 (Shenzhen Mindray Bio-Medical Electronics 
Co., Chińska Republika Ludowa). Oceniono zawartość płytek krwi, erytrocytów oraz białych 

krwinek i ich podtypów. Stężenie wybranych czynników wzrostu w PRP oceniono przy 

pomocy immunofluorescencyjnej metody multipleksowej LEGENDplex™ (BioLegend, 
USA) i cytometrii przepływowej. Aby otrzymać homogenną grupę do badania pilotażowego 

zaproszono sześciu zdrowych ochotników płci męskiej w wieku 27-28 lat. Czynniki wzrostu, 
których stężenie oceniono w tym badaniu to TGF-β1, EGF, VEGF oraz płytkopochodny 

czynnik wzrostu AA (PDGF-AA). Przy pomocy analizy statystycznej porównano różnice 

zawartości komórkowej w krwi pełnej oraz próbkach PRP. Porównano skład komórkowy, 

zawartość czynników wzrostu oraz efektywność wychwytu płytek krwi w PRP uzyskanym 
za pomocą analizowanych protokołów. Oszacowano również występowanie korelacji 

pomiędzy składnikami komórkowymi w PRP a stężeniem wybranych czynników wzrostu.  
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W kolejnym etapie badanie poszerzono grupę do 12 ochotników płci męskiej w wieku 

24-35 lat, zwiększając również ilość badanych czynników wzrostu oraz oceniając panel 

trzynastu cytokin zapalnych: interferon alfa-2 i gamma (IFN-α2, IFN-γ), czynnik martwicy 

nowotworu alfa (TNF-α), białko chemotaktyczne monocytów (MCP-1) oraz interleukiny (IL-
1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-17A, IL-18, IL-23, IL-33) [20]. Spośród czynników 

wzrostu, względem badania pilotażowego, dodatkowo oceniono zawartość podstawowego 

czynnika wzrostu fibroblastów (FGF-basic), HGF oraz płytkopochodnego czynnika wzrostu 

BB (PDGF-BB). Zbadano również powtarzalność uzyskiwanego składu komórkowego PRP 

w różnych metodach jego pozyskiwania.  

W kolejnej pracy przeprowadzono analizę próbek krwi pełnej, surowicy oraz PRP 

uzyskanych od 31 pacjentów w wieku 35-60 lat (15 mężczyzn, 16 kobiet) leczonych z 

powodu entezopatii nadkłykcia bocznego kości ramiennej [21]. Porównano w zebranym 

materiale biologicznym zawartość składników komórkowych oraz stężenie badanych 

wcześniej siedmiu czynników wzrostu i trzynastu cytokin zapalnych. Przy pomocy analizy 
statystycznej oceniono istotność występujących różnic w zawartości składników biologicznie 

aktywnych pomiędzy PRP a wartościami bazowymi w krwi pełnej i surowicy oraz zależność 

pomiędzy nimi a wiekiem i BMI pacjentów. Zbadano również występowanie korelacji 

pomiędzy składnikami komórkowymi a badanymi cytokinami w PRP.  

W badaniu klinicznym przeprowadzono leczenie iniekcyjne 30 pacjentów w wieku 

35-60 lat z entezopatią nadkłykcia bocznego kości ramiennej [22]. W badaniu oceniono 
zależności pomiędzy zawartością komórkową, stężeniem czynników wzrostu oraz cytokin 

zapalnych w PRP a skutecznością kliniczną leczenia badaną w trakcie wizyt kontrolnych po 

1 i 3 miesiącach od iniekcji. Skuteczność leczenia oceniano poprzez oszacowanie zmiany 
natężenia dolegliwości bólowych mierzonych w wizualnej skali analogowej (VAS) jako 

średnia na dany dzień oraz podczas wykonywania testów prowokacyjnych (test Cozena, 

test Milla, test Maudsley’a, test Thomsona oraz test krzesła). Celem obiektywizacji natężenia 

dolegliwości bólowych wykonano dodatkowo badanie algometrem – Wagner FPIX 25 Pain 
Test Algometer (Wagner Instruments, USA) poprzez zmierzenie siły jaką trzeba przyłożyć 

w miejscu zmienionym chorobowo aby wywołać najmniejsze wrażenie bólowe. Oceniono 

również zmianę siły wybranych grup mięśniowych kończyny górnej z użyciem ręcznego 

dynamometru microFET2 (Hoggan Scientific, USA) oraz zmianę siły uścisku aparatem BIMS 

Digital Grip Dynamometer (Baseline, USA). Badani wypełnili polskie wersje kwestionariuszy 
funkcjonalnych dedykowanych schorzeniom kończyny górnej: Disability of Arm, Shoulder 

and Hand (DASH) oraz Patient-Rated Tennis Elbow Evaluation (PRTEE). Dodatkowo 
poproszono pacjentów o subiektywną ocenę stawu łokciowego (SEV) w skali od 0 do 100%, 
przy założeniu że zupełnie zdrowy staw łokciowy powinien otrzymać wynik maksymalny. 

Leczenie uznano za skuteczne jeżeli pacjent osiągnął minimalną klinicznie istotną różnicę 

(MCID) pomiędzy wartością bazową a otrzymaną podczas wizyt kontrolnych wynoszącą 1,5 

punktu dla skali VAS, 15,8 punktów dla skali DASH oraz 11 punktów dla skali PRTEE.  

Powyższe omówienie zawiera najważniejsze elementy metodologiczne 

przeprowadzonych badań wchodzących w skład niniejszej rozprawy doktorskiej. Szczegóły 
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metodologii poszczególnych badań opisane są we właściwych częściach publikacji 

załączonych w kolejnych rozdziałach.  

 

WYNIKI 
W badaniu pilotażowym, porównującym PRP uzyskane za pomocą czterech 

komercyjnych zestawów stwierdzono występowanie między nimi istotnych różnic. Stężenie 

płytek krwi było istotnie wyższe w PRP uzyskanym z użyciem Mini GPS III niż Arthrex ACP 

lub Xerthra PRP kit (p < 0,05). Podobnie stężenie leukocytów było istotnie wyższe w PRP 

przygotowanym przez Mini GPS III niż Arthrex ACP lub Dr.PRP (p < 0,05). Najwyższa 

zawartość czerwonych krwinek występowała w PRP Mini GPS III co istotnie różniło go od 

pozostałych badanych systemów (p < 0,05). Najwyższy wskaźnik efektywności wychwytu 

płytek również osiągnął Mini GPS III co istotnie różniło go od Xerthra PRP kit (p = 0,001) 
oraz Dr.PRP (p < 0,05), ale nie w sposób istotny od Arthrex ACP (p = 0,061). Porównując 

zawartość czynników wzrostu stwierdzono występowanie istotnych różnic pomiędzy dwoma 

systemami – Mini GPS III oraz Arthrex ACP, tylko w zakresie stężenia EGF (p < 0,05) oraz 

PDGF-AA (p < 0,05), które były wyższe w PRP przygotowanym z użyciem pierwszego 

wymienionego. Pod względem powyższych parametrów pozostałe systemy nie różniły się 

między sobą w sposób istotny. Badając korelacje pomiędzy zawartością składników 

komórkowych w PRP a stężeniem badanych czynników wzrostu stwierdzono występowanie 

istotnej statystycznie, dodatniej korelacji Spearmana pomiędzy stężeniem płytek krwi a EGF 

(r = 0,46) oraz PDGF-AA (r = 0,58), pomiędzy stężeniem białych krwinek a PDGF-AA (r = 
0,51), a także pomiędzy stężeniem czerwonych krwinek a EGF (r = 0,51), VEGF (r = 0,53) 

oraz PDGF-AA (r = 0,57).  

Po podwojeniu populacji z badania pilotażowego oraz zwiększeniu ilości badanych 

cytokin parakrynnych ponownie stwierdzono najwyższe stężenie składników komórkowych 

w PRP uzyskanym za pomocą Mini GPS III co w sposób istotny różniło go od pozostałych 

trzech badanych protokołów. System ten pozwalał na uzyskanie największego zagęszczenia 

płytek krwi względem wartości bazowych (5,05 x), najwyższego stężenia pięciu z siedmiu 

badanych czynników wzrostu (EGF, VEGF, HGF, PDGF-AA, PDGF-BB), oraz najwyższego 

poziomu PCE (56,15% ±7,44%). Największą powtarzalność uzyskiwanych stężeń płytek krwi 

mierzoną współczynnikiem zmienności (CV) uzyskano systemami Arthrex ACP 
(CV = 12,18%) oraz Mini GPS III (CV = 13,25%) co istotnie odróżniało te systemy od dwóch 

pozostałych – Dr.PRP (CV = 34,05) i Xerthra PRP kit (CV = 95,95%).  

Spośród oznaczonych czynników wzrostu oraz cytokin zapalnych istotne statystycznie 
różnice (p < 0,05) osiągnięto porównując PRP przygotowane przez Mini GPS III i Arthrex 

ACP w zakresie stężeń EGF, VEGF, HGF, PDGF-AA, IL-8, IL-18 a także pomiędzy Mini 

GPS III i Xerthra PRP kit w zakresie stężeń EGF, PDGF-AA, IL-8, IL-18. Stężenie IL-18 
było również istotnie wyższe w PRP przygotowanym z użyciem Mini GPS III niż Dr.PRP. 

Pozostałe protokoły nie różniły się istotnie w zakresie uzyskanych stężeń czynników wzrostu 

oraz cytokin zapalnych. Potwierdzono wyznaczone w badaniu pilotażowym istotne 
statystycznie dodatnie korelacje Spearmana pomiędzy zawartością płytek krwi, białych 

krwinek i erytrocytów a czynników wzrostu takich jak EGF, VEGF, PDGF-AA. Dodatkowo 
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wykazano obecność istotnej dodatniej korelacji pomiędzy stężeniem składników 

komórkowych a stężeniem HGF, PDGF-BB, IL-1β, MCP-1, IL-8, IL-18.  

Kolejne badanie oceniające różnice pomiędzy wartościami bazowymi w krwi pełnej 

i osoczu a próbkami PRP przygotowanymi z użyciem systemu Mini GPS III u 31 pacjentów 

wykazało występowanie istotnego wzrostu zawartości płytek krwi (4,41 x), białych krwinek 

(4,59 x), TGF-β1 (3,79 x), EGF (2,5 x), PDGF-AA (6,19 x), PDGF-BB (6,43 x), IFN-α2 

(2,4 x), IFN-γ (1,39 x), TNF-α (2,12 x), IL-1β (2,99 x), IL-6 (1,52 x), IL-8 (5,89 x), IL-10 
(1,46 x), IL-12p70 (1,62 x). W sposób istotny zmniejszyły się w PRP stężenia czerwonych 

krwinek (0,19 x), FGF-basic (0,68 x), HGF (0,51 x). Nie wykazano istotnych różnic w 

zawartości VEGF oraz pozostałych cytokin zapalnych pomiędzy PRP a surowicą krwi. W 

grupie mężczyzn (w porównaniu do grupy kobiet) stwierdzono istotnie wyższą liczbę 

czerwonych krwinek w krwi pełnej (5,15 vs. 4,56; p ≤ 0,001), białych krwinek w PRP (34,64 
vs. 25,83; p < 0,05), a także wyższe stężenia większości z badanych cytokin zapalnych w 

PRP. Wiek i BMI nie miały istotnego wpływu na zawartość płytek krwi, białych i 

czerwonych krwinek oraz czynników wzrostu w PRP. Spośród cytokin zapalnych w PRP 

stwierdzono istotne ujemne korelacje pomiędzy wiekiem a IL-1β (r = - 0,50; p < 0,05), IFN-
α2 (r = - 0,38; p < 0,05), oraz TNF-α (r = - 0,39; p < 0,05). BMI z kolei dodatnio korelowało z 

zawartością IL-1β (r = 0,40; p < 0,05). 

Zgodnie z przewidywaniami potwierdzono dodatnie korelacje pomiędzy zawartością 

płytek krwi i leukocytów w krwi pełnej a przygotowanymi z nich próbkami PRP. Zawartość 

płytek krwi w PRP istotnie dodatnio korelowała ze stężeniem 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). Zawartość leukocytów w PRP istotnie dodatnio korelowała ze stężeniem VEGF (r 

= 0,69; p ≤ 0,001), HGF (r = 0,42; p < 0,05), IL-8 (r = 0,45; p <0,05). Nie stwierdzono 
występowania istotnej korelacji pomiędzy zawartością płytek krwi a stężeniem cytokin 

zapalnych w PRP.  

W badaniu klinicznym po trzech miesiącach od iniekcji leczenie okazało się skuteczne 

(osiągnięto MCID) w zakresie redukcji dolegliwości bólowych u 67%, a w zakresie poprawy 

funkcjonalnej u 83% pacjentów. Jedynym stwierdzonym skutkiem ubocznym zastosowanej 

terapii była intensyfikacja dolegliwości bólowych u pięciu pacjentów po jednym tygodniu, u 

czterech pacjentów po jednym miesiącu oraz u dwóch pacjentów po trzech miesiącach, z 

czego jeden wymagał leczenia operacyjnego. Wiek pacjentów, BMI oraz czas trwania 

objawów nie korelowały w sposób istotny z uzyskaną poprawą. Średnie zmniejszenie 

natężenia dolegliwości bólowych w dniu ostatniej kontroli względem wartości wyjściowych 

wynosiło 2,7 ±2,73 pkt w skali VAS (p ≤ 0,001), a podczas różnych testów prowokacyjnych 

średnio od 1,72 do 3,77 pkt (p < 0,05). Po trzech miesiącach siła jaką należało przyłożyć 

algometrem w okolicę przyczepu ścięgien prostowników do nadkłykcia bocznego kości 

ramiennej aby wywołać dolegliwości bólowe zwiększyła się średnio z 25,38 ±11,76 niutona 

(N) do 30,44 ±14,28 N (p < 0,05). W sposób istotny poprawiła się również siła mięśniowa 

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 siła uścisku (z 32,45 

±14,28 MAX kg do 35,96 ±14,46 MAX kg; p < 0,05). W końcowym okresie obserwacji 
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stwierdzono również poprawę funkcji mierzoną kwestionariuszem DASH o 22,11 ±16,52 pkt 

(p ≤ 0,001) oraz PRTEE o 27,28 ±21,28 (p ≤ 0,001). Powyższe wyniki odzwierciedla również 

subiektywna ocena stawu łokciowego (SEV) przez pacjentów, która wzrosła z 47,50 ±17,36 

% do 73,77 ±21,04 % (p ≤ 0,001). 

W wyniku oceny zależności pomiędzy zawartością składników biologicznie 

aktywnych w PRP a skutecznością kliniczną leczenia iniekcyjnego entezopatii nadkłykcia 

bocznego kości ramiennej stwierdzono występowanie kilku istotnych statystycznie korelacji. 

Stopień zmniejszenia natężenia dolegliwości bólowych po trzech miesiącach od iniekcji 

dodatnio, na poziomie umiarkowanym, korelowała z zawartością w PRP płytek krwi (r = 

0,56; p ≤ 0,001), EGF (r = 0,51; p < 0,05), a także na słabym poziomie z zawartością 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 pomiędzy zawartością cytokin zapalnych w PRP a 

zmniejszeniem natężenia dolegliwości bólowych. Stopień poprawy siły uścisku oraz siły 

mięśniowej w zakresie prostowania nadgarstka dodatnio, aczkolwiek na poziomie słabym, 

korelowały z zawartością EGF w PRP (kolejno, r = 0,44, r = 0,41; p < 0,05), podobnie jak 

stopień poprawy funkcjonalnej mierzonej kwestionariuszem PRTEE (r = 0,37; p < 0,05). 

Interesującym wynikiem było również stężenie niektórych cytokin zapalnych (IL-10, IL-33, 
IL-17A) ujemnie korelujące z poprawą uzyskaną w kwestionariuszu PRTEE (kolejno, r = - 
0,37, r = - 0,44, - 0,37; p < 0,05).  

Powyższe omówienie zawiera najważniejsze wyniki przeprowadzonych badań 

wchodzących w skład niniejszej rozprawy doktorskiej. Ze szczegółowymi wynikami można 

zapoznać się we właściwych częściach publikacji załączonych w kolejnych rozdziałach. 

 

WNIOSKI 
 Omawiane publikacje wchodzące w skład rozprawy doktorskiej pozwoliły na 

realizację postawionych celów badawczych. Uzyskane wyniki zwiększają w sposób istotny 

dotychczasową wiedzę na temat autologicznego osocza bogatopłytkowego oraz jego użycia 

w leczeniu iniekcyjnym entezopatii nadkłykcia bocznego kości ramiennej. Mogą one pomóc 

w ukierunkowaniu dalszych prac nad optymalizacją protokołów przygotowywania PRP a 

także w poprawieniu algorytmów leczenia pacjentów z „łokciem tenisisty”. Do 

najważniejszych wniosków płynących z przeprowadzonych badań należą: 

• Pomiędzy zbadanymi czterema różnymi komercyjnymi systemami do 

przygotowywania PRP występują istotne różnice w zawartości składników 

biologicznie aktywnych w produkcie końcowym, w efektywności wychwytu 

płytek oraz powtarzalności uzyskiwanych stężeń płytek krwi. 
 

• Największą ilość istotnych statystycznie różnic w zawartości czynników 

wzrostu i cytokin zapalnych zaobserwowano pomiędzy protokołem 

Mini GPS III (pozwalającym na powtarzalne uzyskiwanie wysokich (~5 x) 

stężeń płytek krwi w PRP) a protokołem Arthrex ACP, za pomocą którego 

uzyskiwano zagęszczenia na stałym poziomie ~1,5 x. 
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• Występują istotne dodatnie korelacje pomiędzy zawartością płytek krwi w PRP 

a stężeniem w nim takich czynników wzrostu jak EGF, VEGF, PDGF-AA, 
PDGF-BB. 
 

• Występują istotne statystycznie korelacje pomiędzy zawartością leukocytów w 

PRP a stężeniem takich cytokin jak EGF, VEGF, HGF, PDGF-AA, PDGF-BB, 
IL-1β, MCP-1, IL-18, IL-8. 
 

• PRP i surowica pochodzące od tego samego dawcy różnią się stężeniem 

poszczególnych składników aktywnych biologicznie jak również ich 

wzajemnymi proporcjami. 
 

• W populacji męskiej w porównaniu do kobiecej zaobserwowano w PRP 

istotnie wyższą zawartość leukocytów oraz większości badanych cytokin 

zapalnych. 
 

• Wiek oraz BMI nie miały istotnego wpływu na zawartość komórkową oraz 
czynników wzrostu w PRP.  
 

• Występują istotne dodatnie korelacje pomiędzy zawartością w PRP płytek 

krwi, EGF, VEGF, PDGF-AA, PDGF-BB a stopniem redukcji dolegliwości 

bólowych pacjentów w 3 miesiącu po iniekcyjnym leczeniu entezopatii 

nadkłykcia bocznego kości ramiennej. 
 

• Występuje istotna dodatnia korelacja pomiędzy zawartością EGF w PRP a 

stopniem poprawy siły uścisku, siły mięśniowej prostowników nadgarstka oraz 

poprawy funkcjonalnej mierzonej dedykowanym kwestionariuszem PRTEE u 
pacjentów w 3 miesiącu po iniekcyjnym leczeniu entezopatii nadkłykcia 

bocznego kości ramiennej. 
 

• Występuje istotna ujemna korelacja pomiędzy zawartością IL-10, IL-33 oraz 
IL-17A w PRP a stopniem poprawy funkcjonalnej mierzonej dedykowanym 
kwestionariuszem PRTEE u pacjentów w 3 miesiącu po iniekcyjnym leczeniu 

entezopatii nadkłykcia bocznego kości ramiennej. 
 

• Leczenie pacjentów z entezopatią nadkłykcia bocznego kości ramiennej 

poprzez lokalną iniekcję PRP jest skuteczną i bezpieczną metodą 

terapeutyczną.  
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VII. STRESZCZENIE 
 

Wstęp 

Entezopatia nadkłykcia bocznego kości ramiennej, powszechnie znana jako „łokieć 

tenisisty” jest częstym schorzeniem znacznie utrudniającym codzienne funkcjonowanie. W 

przypadku gdy odpoczynek, leki przeciwbólowe, ćwiczenia i fizykoterapia nie przyniosą 

oczekiwanej ulgi, choroba może przeistoczyć się w proces przewlekły trwający od kilku 

miesięcy do kilku lat. Aktualnie nie istnieje jedna skuteczna terapia, która przyniosłaby 

szybką pomoc takim pacjentom. Jedną z wielu proponowanych metod leczenia jest iniekcja 
autologicznego osocza bogatopłytkowego (PRP). Jej istotą jest dostarczenie do zmienionej 

chorobowo tkanki wysokiego stężenia czynników wzrostu zawartych w płytkach krwi, które 

poprzez swoje oddziaływanie parakrynne stymulujące procesy regeneracyjne. Istnieją liczne 

kontrowersje związane ze skutecznością tej metody wynikające często ze sprzecznych 

wyników badań klinicznych. Do przyczyn tego stanu można zaliczyć zarówno różnice w 

składzie komórkowym i molekularnym osocza poszczególnych pacjentów jak i różnice w 
sposobach przygotowywania PRP, co w konsekwencji może powodować uzyskanie 

preparatów o zupełnie innej zawartości składników biologicznie aktywnych.  
 

Cel pracy 

Celem powyższej pracy doktorskiej było ustalenie czy istnieje zależność pomiędzy 

zawartością składników biologicznie aktywnych w PRP, takich jak składniki komórkowe i 

molekularne (czynniki wzrostu, cytokiny zapalne) a skutecznością kliniczną leczenia 

iniekcyjnego z jego pomocą pacjentów z entezopatią nadkłykcia bocznego kości ramiennej. 
Dodatkowo za cel obrano ocenę różnic zawartości składników biologicznie aktywnych w 

preparatach PRP przygotowanych z użyciem różnych dostępnych metod. 
 

Materiał i metody 

W pierwszym etapie wykonano badania porównujące zawartość składu komórkowego 

oraz wybranych czynników wzrostu i cytokin zapalnych w próbkach PRP przygotowanych z 

użyciem czterech różnych metod. Analizy stężenia cząsteczek parakrynnych dokonano z 

wykorzystaniem immunofluorescencyjnej metody multipleksowej LEGENDplex™ 
(BioLegend, USA) i cytometrii przepływowej. Na podstawie badań przedklinicznych 

wytypowano najbardziej optymalną metodę pozyskiwania PRP. W kolejnym etapie 

wykorzystano PRP w ramach iniekcyjnego leczenia 30 pacjentów z entezopatią nadkłykcia 

bocznego kości ramiennej. Próbki krwi każdego pacjenta oraz uzyskanego z nich PRP 

poddano analizie laboratoryjnej na zawartość składników biologicznie aktywnych. 

Skuteczność leczenia oceniano poprzez określenie zmiany natężenia dolegliwości bólowych 

w skali VAS i badaniem algometrycznym, zmianę siły wybranych grup mięśniowych 

kończyny górnej w badaniu dynamometrycznym jak również zmiany w punktacji uzyskanej 

w kwestionariuszach funkcjonalnych (Disability of Arm, Shoulder and Hand (DASH), Patient 
Rated Tennis Elbow Evaluation (PRTEE)). W trakcie analizy statystycznej ustalono różnice 

ilościowe i jakościowe pomiędzy zawartością składników biologicznie aktywnych we krwi 

pacjentów oraz uzyskanym z niej PRP, a także określono ich zależność w stosunku do 

skuteczności klinicznej leczenia pacjentów w trakcie 3 miesięcznej obserwacji.  
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Wyniki 

W próbkach PRP przygotowanych z użyciem czterech różnych komercyjnych 

zestawów wykazano istotne różnice w zawartości płytek krwi, białych i czerwonych krwinek, 

czynników wzrostu, cytokin zapalnych oraz powtarzalności uzyskiwanych zagęszczeń. 

Spośród badanych zestawów do dalszych badań wybrano Mini GPS III Platelet Concentration 

System (Biomet Inc., USA) jako zestaw pozwalający na pozyskiwanie PRP o powtarzalnie 
wysokiej zawartości płytek krwi (5-krotny wzrost stężenia w porównaniu do krwi pełnej) i 

czynników wzrostu. Pomiędzy próbkami osocza a przygotowanym z niego PRP stwierdzono 

występowanie istotnych różnic w zawartości pięciu z sześciu badanych czynników wzrostu 

oraz pięciu z trzynastu cytokin zapalnych. Stwierdzono również występowanie istotnych 

korelacji pomiędzy zawartością składników komórkowych a stężeniem części z badanych 

czynników wzrostu i cytokin zapalanych. W badaniu oceniającym skuteczność kliniczną 

leczenia entezopatii nadkłykcia bocznego kości ramiennej uzyskano poprawę funkcjonalną 

oraz redukcję dolegliwości bólowych (Minimal Clinically Important Difference) po 3 

miesiącach u większości badanych pacjentów. Stwierdzono występowanie istotnej dodatniej 

korelacji pomiędzy wielkością uzyskanego zmniejszenia dolegliwości bólowych a 

zawartością w PRP płytek krwi, naskórkowego czynnika wzrostu (EGF), naczyniowo-
śródbłonkowego czynnika wzrostu oraz płytkopochodnych czynników wzrostu. Stężenie EGF 

w PRP pozytywnie korelowało również z poprawą funkcjonalną mierzoną przy pomocy 

kwestionariusza PRTEE, poprawą siły uścisku oraz siły prostowników nadgarstka.  

 

Wnioski 

Uzyskane wyniki badań przedklinicznych potwierdziły występowanie istotnych różnic 

pomiędzy zawartością składników biologicznie aktywnych w PRP przygotowanym przy 

użyciu czterech różnych protokołów. Przeprowadzone analizy laboratoryjne wykazały 

również, że PRP przygotowane z pomocą dostępnych komercyjnie zestawów może stanowić 

efektywne źródło molekuł o działaniu parakrynnym biorących udział w fizjologicznych 

procesach naprawczych. W przeprowadzonym badaniu klinicznym iniekcje PRP okazały się 

skuteczną i bezpieczną metodą leczenia pacjentów z entezopatią nadkłykcia bocznego kości 

ramiennej. Wykazano również, iż zawartość płytek krwi oraz stężenie czynników wzrostu w 

zastosowanym do iniekcji PRP pozytywnie koreluje z uzyskaną poprawą kliniczną.   
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VIII. ABSTRACT 
 
Introduction  

Lateral humeral enthesopathy, widely known as "tennis elbow," is a common 
condition that significantly impairs daily functioning. When rest, pain medications, exercise, 
and physical therapy fail to bring the expected improvement, the condition can develop into a 
chronic process lasting from several months to several years. Currently, there is no single 
effective therapy that will bring quick relief to such patients. One of the many proposed 
treatment methods is the injection of autologous platelet-rich plasma (PRP). The essence of 
this method is to provide the affected tissue with a high concentration of growth factors 
contained in platelets, which by their paracrine action stimulate local regenerative processes. 
There are numerous controversies related to the effectiveness of this method, often resulting 
from contradictory results of clinical studies. The reasons for this state include differences in 
the cellular and molecular composition of plasma from individual patients and differences in 
the methods of PRP preparation, which may result in the final product with a completely 
different content of biologically active components.  

 
Purpose of the study  

The aim of this dissertation was to determine whether there is any correlation between 
the content of biologically active components in PRP, such as cells and molecules (growth 
factors, inflammatory cytokines), and the clinical efficacy of PRP-based injection treatment of 
patients with lateral humeral enthesopathy. The additional aim was to evaluate the differences 
in the content of biologically active components in PRP samples prepared with the use of 
different available methods. 

 
Material and methods  

In the first stage, we performed studies comparing the content of cellular composition, 
selected growth factors and inflammatory cytokines in PRP samples obtained using four 
different methods. The concentrations of paracrine molecules were analyzed using multiplex 
bead immunoassays that use fluorescence-encoded beads LEGENDplex™ (BioLegend, USA) 
and flow cytometer measurements. Based on preclinical studies, the most optimal method for 
obtaining PRP was selected. In the next step, PRP was used for the injection treatment of 30 
patients with lateral humeral enthesopathy. Blood samples from each patient and the PRP 
obtained from them were analyzed for the content of biologically active components. The 
efficacy of the treatment was evaluated by determining the change in pain intensity according 
to VAS scale and algometric examination, the change in strength of selected muscle groups of 
the upper limb according to dynamometric examination, and the change in scores obtained in 
functional questionnaires ( Disability of Arm, Shoulder and Hand (DASH) and Patient-Rated 
Tennis Elbow Evaluation (PRTEE )). Statistical analysis was performed to determine 
quantitative and qualitative differences between the content of biologically active components 
in the patients' blood and the PRP obtained from it and to determine their relation to the 
clinical efficacy of the patients' treatment during the 3- month follow-up.  
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Results  
PRP samples prepared using four various commercial systems showed significant 

differences in the content of platelets, white and red blood cells, growth factors, inflammatory 
cytokines and repeatability of the obtained concentrations. Among the tested kits, the Mini 
GPS III Platelet Concentration System (Biomet Inc., USA) was selected for further studies as 
a system that allows to obtain PRP with a repetitively high concentration of platelets (5 times 
compared to the baseline of whole blood) and growth factors. Significant differences in the 
content of five out of six growth factors tested and five out of thirteen inflammatory cytokines 
were found between plasma samples and the PRP prepared from them. Significant 
correlations were also found between the content of cellular components and the 
concentration of some of the growth factors and inflammatory cytokines tested. In a study that 
evaluated the clinical efficacy of lateral humeral enthesopathy treatment, functional 
improvement and pain reduction (Minimal Clinically Important Difference) were observed 
after 3 months in the majority of patients. There was a significant positive correlation between 
the amount of pain reduction and the concentration of platelets, epidermal growth factor 
(EGF), vascular endothelial growth factor, and platelet-derived growth factors in PRP. The 
concentration of EGF in PRP was also positively correlated with the functional improvement 
measured by the PRTEE questionnaire, the improvement in grip strength and the strength of 
wrist extensors.  

 
Conclusions  

The results of the preclinical studies confirmed the existence of significant differences 
in the content of biologically active components in PRP prepared using four different 
protocols. Laboratory analyses also demonstrated that PRP prepared with commercially 
available kits may be an effective source of paracrine molecules involved in physiological 
repair processes. In the clinical trial, PRP injections proved to be an effective and safe 
treatment option for patients with lateral humeral enthesopathy. It has also been shown that 
the platelet content and the concentration of growth factors in the injected PRP positively 
correlate with clinical improvement. 
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