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STRESZCZENIE
Wstep

Entezopatia nadklykcia bocznego kosci ramiennej, powszechnie znana jako ,tokie¢
tenisisty” jest czestym schorzeniem znacznie utrudniajacym codzienne funkcjonowanie. W
przypadku gdy odpoczynek, leki przeciwbolowe, ¢wiczenia i1 fizykoterapia nie przyniosa
oczekiwanej ulgi, choroba moze przeistoczy¢ si¢ w proces przewlekly trwajacy od kilku
miesi¢cy do kilku lat. Aktualnie nie istnieje jedna skuteczna terapia, ktora przyniostaby szybka
pomoc takim pacjentom. Jedng z wielu proponowanych metod leczenia jest iniekcja
autologicznego osocza bogatoptytkowego (PRP). Jej istota jest dostarczenie do zmienionej
chorobowo tkanki wysokiego stezenia czynnikow wzrostu zawartych w ptytkach krwi, ktore
poprzez swoje oddziatywanie parakrynne stymulujace procesy regeneracyjne. Istniejg liczne
kontrowersje zwigzane ze skuteczno$cig tej metody wynikajace czgsto ze sprzecznych
wynikow badan klinicznych. Do przyczyn tego stanu mozna zaliczy¢ zarowno roznice w
sktadzie komérkowym i molekularnym osocza poszczegdlnych pacjentdow jak i réznice w
sposobach przygotowywania PRP, co w konsekwencji moze powodowac uzyskanie preparatow
o zupelie innej zawartosci sktadnikéw biologicznie aktywnych.

Cel pracy

Celem powyzszej pracy doktorskiej byto ustalenie czy istnieje zalezno$¢ pomiedzy
zawartoscig sktadnikéw biologicznie aktywnych w PRP, takich jak sktadniki komorkowe 1
molekularne (czynniki wzrostu, cytokiny zapalne) a skuteczno$cig kliniczng leczenia
iniekcyjnego z jego pomoca pacjentow z entezopatig nadktykcia bocznego kosci ramiennej.
Dodatkowo za cel obrano ocen¢ roznic zawartos$ci sktadnikow biologicznie aktywnych w
preparatach PRP przygotowanych z uzyciem r6znych dostgpnych metod.

Material i metody

W pierwszym etapie wykonano badania poréwnujace zawarto$¢ sktadu komoérkowego
oraz wybranych czynnikow wzrostu i cytokin zapalnych w probkach PRP przygotowanych z
uzyciem czterech réznych metod. Analizy st¢zenia czasteczek parakrynnych dokonano z
wykorzystaniem  immunofluorescencyjnej metody multipleksowej LEGENDplex™
(BioLegend, USA) i cytometrii przeplywowej. Na podstawie badan przedklinicznych
wytypowano najbardziej optymalna metod¢ pozyskiwania PRP. W kolejnym etapie
wykorzystano PRP w ramach iniekcyjnego leczenia 30 pacjentoéw z entezopatia nadklykcia
bocznego kosci ramiennej. Probki krwi kazdego pacjenta oraz uzyskanego z nich PRP poddano
analizie laboratoryjnej na zawarto$¢ sktadnikow biologicznie aktywnych. Skutecznos¢ leczenia
oceniano poprzez okreslenie zmiany nat¢zenia dolegliwosci bolowych w skali VAS 1 badaniem



algometrycznym, zmiang sity wybranych grup mig$niowych konczyny gornej w badaniu
dynamometrycznym jak réwniez zmiany w punktacji uzyskanej w kwestionariuszach
funkcjonalnych (Disability of Arm, Shoulder and Hand (DASH), Patient Rated Tennis Elbow
Evaluation (PRTEE)). W trakcie analizy statystycznej ustalono roznice ilosciowe i jakoSciowe
pomiedzy zawarto$cig sktadnikdéw biologicznie aktywnych we krwi pacjentow oraz uzyskanym
z niej PRP, a takze okre$lono ich zalezno$¢ w stosunku do skutecznosci klinicznej leczenia
pacjentéw w trakcie 3 miesigcznej obserwacji.

Wyniki

W prébkach PRP przygotowanych z uzyciem czterech roznych komercyjnych zestawow
wykazano istotne roznice w zawartosci ptytek krwi, biatych i czerwonych krwinek, czynnikéw
wzrostu, cytokin zapalnych oraz powtarzalnosci uzyskiwanych zageszczen. Sposrod badanych
zestawow do dalszych badan wybrano Mini GPS III Platelet Concentration System (Biomet
Inc., USA) jako zestaw pozwalajacy na pozyskiwanie PRP o powtarzalnie wysokiej zawarto$ci
ptytek krwi (5-krotny wzrost st¢zenia w poréwnaniu do krwi petnej) i czynnikéw wzrostu.
Pomiedzy probkami osocza a przygotowanym z niego PRP stwierdzono wystepowanie
istotnych réznic w zawarto$ci pieciu z sze$ciu badanych czynnikéw wzrostu oraz pigciu z
trzynastu cytokin zapalnych. Stwierdzono rowniez wystepowanie istotnych korelacji pomigdzy
zawartoscig sktadnikow komorkowych a stezeniem czesci z badanych czynnikow wzrostu i
cytokin zapalanych. W badaniu oceniajagcym skuteczno$¢ kliniczng leczenia entezopatii
nadktykcia bocznego kosci ramiennej uzyskano poprawe funkcjonalng oraz redukcje
dolegliwosci bolowych (Minimal Clinically Important Difference) po 3 miesigcach u
wigkszosci badanych pacjentow. Stwierdzono wystgpowanie istotnej dodatniej korelacji
pomiedzy wielkos$cig uzyskanego zmniejszenia dolegliwosci bolowych a zawartosciag w PRP
ptytek krwi, naskorkowego czynnika wzrostu (EGF), naczyniowo-$rédbtonkowego czynnika
wzrostu oraz plytkopochodnych czynnikoéw wzrostu. Stezenie EGF w PRP pozytywnie
korelowatlo réwniez z poprawg funkcjonalng mierzong przy pomocy kwestionariusza PRTEE,
poprawg sity uscisku oraz sity prostownikow nadgarstka.

WhioskKi

Uzyskane wyniki badan przedklinicznych potwierdzity wystgpowanie istotnych roznic
pomiedzy zawarto$cig sktadnikow biologicznie aktywnych w PRP przygotowanym przy uzyciu
czterech roznych protokoldw. Przeprowadzone analizy laboratoryjne wykazaly rowniez, ze
PRP przygotowane z pomoca dostgpnych komercyjnie zestawow moze stanowi¢ efektywne
zrodlo molekul o dziataniu parakrynnym biorgcych udzial w fizjologicznych procesach
naprawczych. W przeprowadzonym badaniu klinicznym iniekcje PRP okazaty si¢ skuteczng i
bezpieczng metoda leczenia pacjentdw z entezopatig nadktykcia bocznego kosci ramiennej.
Wykazano réwniez, iz zawarto$¢ plytek krwi oraz stgzenie czynnikow wzrostu w
zastosowanym do iniekcji PRP pozytywnie koreluje z uzyskang poprawa kliniczna.



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.

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
Il 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.



