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1. WEASCIWOSCI REGENERACYJNE PEYTEK KRWI
I ICH ZASTOSOWANIE W MEDYCYNIE
— PRACA PRZEGLADOWA

Streszczenie

Plytki krwi dzigki swoim zdolno$ciom jako pierwsze docierajg do miejsca uszkodzenia tka-
nek. Biorg tez udzial w poczatkowych etapach procesu zapalnego oraz gojenia. Jest to moz-
liwe miedzy innymi dzigki produkeji plytkowych czynnikéw wzrostu (GF). Czynniki te s3
gléwnymi skfadnikami osocza bogatoplytkowego (PRP) i odgrywajg istotna role w takich
procesach, jak: zwickszenie rekrutacji, proliferacji i réznicowania komérek zaangazowa-
nych w regeneracj¢ tkanek i przebudowe kosci, przebudowe naczyn, angiogeneze, procesy
zapalne oraz koagulacje. Autologiczne PRP, zawierajace co najmniej 1 000 000 plytek
krwi/pL w 5 ml osocza, skutecznie leczy rany, migdzy innymi, takie jak przewlekle owrzo-
dzenia stép u chorych na cukrzyce. Jest réwniez bezpieczne ze wzgledu na autologiczny
charakter i wytwarzane w miar¢ potrzeb z krwi pacjenta. Osocze bogatoplytkowe poprawia
gojenie przez dostarczanie réznych GF i cytokin z plytkowych ziarnistosci alfa. W ostatnich
latach wykorzystanie osocza bogatoplytkowego, w celu poprawy regeneracji kosci i dojrze-
wania tkanek migkkich, znacznie wzrosto w ortopedii, chirurgii szczckowo-twarzowej, uro-
logii i chirurgii plastycznej. Nie jest jednak jednoznaczne, czy stosowanie PRP ma zawsze
dobroczynne znaczenie dla pacjenta. PRP moze bowiem réznié si¢ pod wzgledem zawarto-
$ci wybranych GF nawet kilkaset razy. Ostatnie prace naukowe podkreslaja potrzebe do-
datkowych badari zmierzajacych do scharakteryzowania PRP pod katem zawartosci GF
i ich fizjologicznych rél w gojeniu si¢ ran.

Stowa kluczowe: ptytki krwi, plytkowe czynniki wzrostu, osocze bogatoptytkowe.
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Wprowadzenie

Plytki krwi to pierwsze czasteczki, ktére docieraja do miejsca uszkodzenia
tkanek i aktywnie uczestnicza w poczatkowych etapach procesu zapalnego oraz
gojenia. Dostarczaja one do miejsca uszkodzenia szerokie spektrum plytko-
wych czynnikéw wzrostu — (GF) i innych czasteczek, takich jak: chemokiny,
metabolity kwasu arachidonowego, bialka macierzy zewnatrzkomérkowej
(ECM) nukleotydy czy kwas askorbinowy [1, 2].

Plytkowe czynniki wzrostu uwalniane sg z ziarnistosci zawartych w plytkach
po ich adhezji, a nastepnie aktywacji przez agonistéw. Ziarnistoséci alfa zawie-
rajg wiele GF odpowiedzialnych za inicjacj¢ i utrzymanie odpowiedzi leczniczej
[1, 2]. Wykazano, ze plytkowe czynniki wzrostu odgrywaja wazna role we
wszystkich fazach gojenia. Aktywne wydzielanie tych bialek przez plytki krwi
zaczyna si¢ w ciggu 10 minut po powstaniu skrzepu, przy czym wiecej niz 95%
wstepnie zsyntetyzowanych GF wydzielanych jest w ciggu godziny. Nastepnie
w czasie 5-10 dni, w celu zachowania réwnowagi i swojego przezycia, plytki
wytwarzajg i wydzielaja dodatkowe GF [1, 3].

Matryca fibrynowa utworzona po aktywacji plytek stymuluje réwniez goje-
nie ran. Tworzy si¢ ona przez polimeryzacj¢ fibrynogenu w osoczu po zewnetrz-
nej aktywacji wapniem, trombina lub wewngtrznej aktywacji endoplazmy
tromboplastyny [4]. Matryca ta wychwytuje plytki krwi, umozliwiajac po-
wolne uwalnianie naturalnej kombinacji GF, zapewniajac tymczasowa rame
dla komérek macierzystych i stymulujac migracje fibroblastéw oraz prezentacje
innych mediatoréw biologicznych, takich jak adhezyjne glikoproteiny [1, 5,
6].

GF wydzielane przez plytki krwi obejmujg plytkowe czynniki wzrostu, takie
jak: PDGF (plytkowopochodny czynnik wzrostu), EGF (czynnik wzrostu na-
skérka), IGF-1 (insulinopodobny czynnik wzrostu), TGF (transformujacy
czynnik wzrostu ), VEGF (srédblonkowy czynnik wzrostu naczyri), HGF
(czynnik wzrostu hepatocytéw) i bFGF (podstawowy czynnik wzrostu fibro-
blastéw 9) [6].

Te czynniki wzrostu sa gléwnymi sktadnikami osocza bogatoplytkowego
(PRP) i odgrywaja istotng role w takich procesach, jak: zwickszenie rekrutacji,
proliferacji i réznicowania komoérek zaangazowanych w regeneracje tkanek
i przebudowe kosci, przebudowe naczyn, angiogeneze, procesy zapalne oraz
koagulacje.
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Proces gojenia ran jest ztozonym mechanizmem charakteryzujacym si¢ czte-
rema odrebnymi, ale zachodzacymi na siebie fazami: hemostaza, zapaleniem,
proliferacja i przebudowa [1, 7]. Faza proliferacyjna obejmuje tworzenie na-
czyn krwiono$nych przez komérki srédblonka i synteze kosci przez osteoblasty.
Wszystkie te zdarzenia sa koordynowane przez oddzialywania komérkowe
i przez czynniki wzrostu uwalniane przez rézne typy komoérek. Ostatnie prace
podkreslaja potrzebe dodatkowych badad zmierzajacych do scharakteryzowa-
nia PRP pod katem zawartosci GF i ich fizjologicznych rél w gojeniu si¢ ran

(1,8, 9].

Sposoby uzyskiwania oraz znaczenie osocza bogatoplytkowego (PRP)

Osocze bogatoplytkowe (PRP) pozyskuje si¢ z krwi pobranej na antykoagu-
lant — cytrynian sodu [10]. Nastepnie krew jest wirowana w jednym lub
w dwéch etapach. Pierwszy etap wirowania pozwala na oddzielenie krwinek
bialych i czerwonych od osocza z plytkami krwi. Drugi etap wirowania pozwala
na uzyskanie osocza bogatoplytkowego i osocza ubogoplytkowego (PPP, pla-
telet-poor plasma) [11].
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Rycina 1. Wytwarzanie PRP [12, 14]

Kolejnym istotnym etapem jest aktywacja PRP w celu uzyskania jak naj-
wigkszej ilosci GF. PRP moga by¢ aktywowane przez chlorek wapnia, trom-
bing, chitozan i batroksobine. Najczeéciej wykorzystuje si¢ chlorek wapnia
i trombine. 5-procentowy roztwér chlorku wapnia w ciagu 19 minut wytwarza
najbardziej efektywne PRP, ktére wykazuje zdolnos¢ do adhezji do tkanek
migkkich [12, 13]. Chitosan moze by¢ stosowany zamiast trombiny, poniewaz
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zwicksza agregacje, adhezje i ekspresje glikoproteiny blonowej ziarnistosci alfa.
Ponadto liofilizacja PRP z zelem chitozanu moze powodowad przedtuzone
uwalnianie GF, co jest bardzo istotne, biorac pod uwage, ze 70% GF jest wy-
twarzanych w ciagu pierwszych 10 minut po utworzeniu skrzepu, a 100%
w ciagu godziny [12, 14].

W zaleznosci od stosowanego urzadzenia i techniki, PRP moze zawiera¢
rézne ilosci osocza, erytrocytéw, biatych krwinek i plytek krwi. Stezenie plytek
krwi powinno si¢ zwicksza¢ powyzej wartosci poczatkowej lub stezenia catko-
witego. Przyjmuje si¢, ze PRP powinno zawiera¢ co najmniej 5-krotnos¢ liczby
plytek krwi w poréwnaniu z warto$ciami wyjsciowymi we krwi. Wniosek ten
jest poparty badaniami in vitro, wykazujacymi dodatnia korelacje pomiedzy
stezeniem plytek krwi a proliferacja ludzkich mezenchymalnych komérek ma-
cierzystych, proliferacja fibroblastéw i produkcja kolagenu typu I [4]. To suge-
ruje, jak wykazano w kontrolowanych badaniach na zwierzgtach, ze zastosowa-
nie autologicznego PRP moze poprawié gojenie si¢ ran zaréwno tkanek miegk-
kich, jak i twardych [1, 15, 16]. Wykazano, ze autologiczne PRP zawierajace
co najmniej 1 000 000 plytek krwi/pL w 5 ml osocza skutecznie leczy rany,
miedzy innymi, takie jak przewlekle owrzodzenia stép u chorych na cukrzyce.
Jest réwniez bezpieczne ze wzgledu na autologiczny charakter i wytwarzane
w miar¢ potrzeb z krwi pacjenta [1, 17]. Osocze bogatoplytkowe poprawia go-
jenie przez dostarczanie réznych GF i cytokin z plytkowych ziarnistoéci alfa [1,
18].

Wykorzystanie osocza bogatoplytkowego w celu poprawy regeneracji kosci
i dojrzewania tkanek migkkich w ostatnich latach znacznie wzrosto w ortope-
dii, chirurgii szczgkowo-twarzowej, urologii i chirurgii plastycznej. Jednak,
podczas gdy niektdrzy autorzy zauwazyli poprawe regeneracji kosci i znaczny
wzrost stezenia czynnikéw wzrostu [1, 19], inni nie zaobserwowali poprawy [1,
20].

Plytkowe czynniki wzrostu

Plytkowy czynnik wzrostu — EGF — odkryto w 1962 r. [1, 21]. Jednak do-
piero w 1989 r. wykonano pierwsze badanie kliniczne, w ktérym dazono do
wykazania wplywu EGF na gojenie si¢ ran. Z dwczesnych badan wynikalo, ze
EGF moze przyspieszy¢ regeneracje naskorka i poprawi¢ gojenie ran przewle-

kiych [1, 22].
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PDGEF zostat odkryty w 1974 r. Czynnik ten jest uwalniany w wyniku de-
granulacji ziarnistosci w plytkach krwi podczas gojenia si¢ ran. Stymuluje pro-
liferacje wielu komérek, w tym komérek tkanki facznej. Po uwolnieniu PDGF
jest chemotaktyczny wobec monocytéw, neutrofiléw i fibroblastéw. Komérki
te uwalniaja swéj wlasny PDGF, tworzac pozytywna petle autokrynnego sprze-
zenia zwrotnego [23]. PDGF wplywa takze na wzrost komoérek, migracje ko-
moérkowa, efekty metaboliczne i moduluje receptory blon komérkowych [24].
Wystepuje w czterech izoformach A, B, Ci D i zawiera dwa faficuchy recepto-
rowe (PDGFR-alfa i PDGFR-beta). Wszystkie izoformy zwigkszaja proliferacje
komérek kostnych [25]. Odgrywa wazng role w gojeniu ran, miazdzycy tetnic,
zwléknieniu i nowotworzeniu.

Do ekspresji PDGF zachodzi konstytutywnie, chociaz w wigkszosci komé-
rek nerkowych synteza tego czynnika jest indukowana [24]. Poszczegélne izo-
formy PDGF regulujg procesy patofizjologiczne — proliferacje komérek, mi-
gracje do macierzy zewngtrzkomérkowej, wytwarzanie mediatoréw pro- i prze-
ciwzapalnych, przepuszczalno$é tkanek i regulacje hemodynamiczna [26].

Inaktywacja genéw receptora PDGF-B i PDGF-Beta (PDGFRD) przez re-
kombinacj¢ homologiczng w zarodkowych komérkach macierzystych powo-
duje defekty sercowo-naczyniowe, hematologiczne i nerkowe. Te ostatnie sa
szczegblnie interesujace. Dotycza catkowitej utraty komérek mezangium w kie-
buszkach nerkowych oraz braku gromadzenia moczu w pecherzu moczowym
[26].

Liczne wyniki badai dotyczace genéw kodujacych PDGF wykazuja, ze ich
ekspresja jest zmieniona w wigkszoéci choréb nerek. Dowiedziono, ze PDGEF-
C jest mediatorem zwidknienia srédmiazszowego nerek a PDGF-B i D sa klu-
czowymi czynnikami zwigzanymi z choroba mezangioproliferacyjng i zwlék-
nieniem $rédmiazszowym nerek [26, 27, 28].

Chociaz wiele GF uczestniczy w procesie gojenia ran, PDGF i TGF-B1 wy-
daja si¢ by¢ najbardziej zaangazowanymi modulatorami [29]. W badaniach
in vitro wykazano, ze PDGF odgrywa wazna role we wezesnym gojeniu si¢ ran
w kwasnym pH. W nizszym pH ilos¢ PDGF w osoczu zwigksza si¢, co stymu-
luje proliferacje fibroblastéw [7]. TGF-B zwigksza produkcje kolagenu przez
fibroblasty [30]. Jego uwalnianie in vitro jest zwigkszane przez neutralne lub
alkaliczne pH, co odpowiada pézniejszym etapom gojenia [4].

TGF-P nalezy do rodziny niedawno odkrytych biatek sekrecyjnych. Posiada
trzy izoformy (TGF-B1, TGF-B2 oraz TGF-f33). Jest produkowany gléwnie
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w plytkach krwi i w makrofagach. TGF-B powoduje chemotaksje i aktywacje
monocytéw, makrofagéw i fibroblastéw. Aktywowane fibroblasty zwickszaja
powstawanie macierzy zewnatrzkomérkowej i kolagenu, a takze stymuluja ko-
moérki do utworzenia tymezasowej matrycy na ranie [31].

W pi$miennictwie mozna znalez¢ doniesienia na temat zaleznosci pomiedzy
stezeniem TGF- w osoczu a progresja choroby nerek. Nerki reaguja na urazy
poprzez uwalnianie cytokin prozapalnych i czynnikéw wzrostu, takich jak
transformujacy czynnik wzrostu. Dlugotrwala nadekspresja TGF-f, jaka ma
miejsce u pacjentéw poddawanych dializie w wyniku koniecznoséci utrzymywa-
nia dostgpu naczyniowego, powoduje gromadzenie si¢ macierzy zewnatrzko-
moérkowej w uszkodzonej nerce [32, 33], a ostatecznie prowadzi do zwidknie-
nia klebuszkéw nerkowych i zwléknienia $rédmiazszowego [32, 34, 35, 30,
37]. Dzieje si¢ to w wyniku apoptozy oraz przejscia nablonkowo mezenchy-
malnego (EMT — epithelial mesenchymal transition). Konsekwencja apoptozy
jest utrata zréznicowanych komérek nerkowych (podocytéw, komérek mezan-
gialnych i §rédblonka) oraz zanik naczyni wlosowatych klebuszkéw i kanalikéw
nerkowych. EMT powoduje atrofi¢ rdzeniows i wytwarzanie §rédmigzszowych
miofibroblastéw, ktére z kolei wywoluja zwléknienie srédmiazszowe [38, 39,
40].

Role TGF-f3 w postepujacej niewydolnosci nerek potwierdzaja wyniki ba-
dan, w ktdrych celem bylo podawanie przeciwcial anty-TGF- w réznych mo-
delach zwierzecych. Pod ich wplywem wil6knienie nerek ulega zmniejszeniu.
Ponadto w kilku badaniach klinicznych wykazano zwigkszong ekspresje TGE-
B w nerkach pacjentéw z chorobg kiebuszkéw nerkowych, w tym z nefropatia
cukrzycowy [41, 42, 43] i innymi glomerulopatiami o podlozu zapalnym [41,
44, 45]. Nalezy jednak wzia¢ pod uwage fakt, ze PChN wystepuje najczesciej
u 0s6b starszych i sam proces starzenia si¢ moze powodowaé wtdknienie nerek
[40, 46]. Pomimo istotnej roli TGF-f w progresji choréb nerek stwierdzone;j
na modelach zwierzecych, nie wszystkie wyniki badan klinicznych potwierdzaja
tg tezg. Niektorzy badacze sugeruja, ze zwigkszone stezenie TGF-f moze $wiad-
czy¢ o progresji choroby nerek [40, 47, 48]. Z kolei w innych badaniach nie
wykazano zwiazku miedzy st¢zeniami TGF-f i progresja PChN [40, 49].

Insulinopodobny czynnik wzrostu (IGF-1) po raz pierwszy zostat wyizolo-
wany z osocza w 1978 r. Jego cechg charakterystyczna jest podobieristwo struk-
turalne do insuliny, co thumaczy jego zdolnos$¢ do wigzania sig z jej receptorami
i dzialanie insulinopochodne. IGF-1 jest zbudowany z dwéch ancuchéw A

12
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i B polaczonych mostkiem dwusiarczkowym. Promuje proliferacje osteobla-
stéw i pobudza synteze osteokalcyny. Ponadto, stymuluje proliferacj¢ i rézni-
cowanie mezenchymalnych komérek macierzystych w procesach chondroge-
nezy, adipogenezy, miogenezy, sprzyja réznicowaniu neuronalnemu, Wywo}uje
chemotaksje komérek srédblonka naczyn, a takze jest waznym modulatorem
apoptozy komorki [25].

Wytwarzanie IGF-1 jest zalezna od czynnikéw, takich jak: wiek, pte¢, rytm
dobowy, czynniki genetyczne oraz choroby przewlekle [50, 51, 52]. Produkcja
IGF-1 jest obnizona u 0séb cierpiacych na przewlekle choroby watroby. PChN
prowadzi za$ do zmniejszenia biodostgpnosci IGF-1, mimo prawidtowego lub
nawet podwyzszonego st¢zenia tego biatka we krwi [50, 53, 54]. IGF-1 cha-
rakteryzuje plejotropowos¢ dziatania. Wykazuje on bowiem cechy charaktery-
styczne nie tylko dla klasycznego hormonu, ale takze jako czynnik wzrostu od-
znacza si¢ w wielu tkankach dzialaniem parakrynnym i autokrynnym [50, 51,
55]. Stymuluje uktady enzymatyczne komérek, pobudzajac do ich podzialéw
kariokinetycznych warunkujacych rozrost tkanek miekkich i kosci. IGF-1 sta-
nowi kluczowy czynnik posredniczacy w dziataniu hormonu wzrostu (GH —
growth factor) na komérki docelowe, a przede wszystkim chondrocyty, osteo-
blasty i komérki gruczotéw dokrewnych. Odgrywa wazna role w zwickszeniu
masy kostnej. Produkowany w osteoblastach ma znaczenie w utrzymaniu od-
powiedniej gestosci tkanki kostnej. W kilku badaniach wykazano korzystny
wplyw IGF-1 na osrodkowy uktad nerwowy, obejmujacy mi¢dzy innymi dzia-
fanie neurotroficzne, neuroprotekeyjne i metaboliczne [50, 52, 56]. IGF-1 ma
réwniez istotne znaczenie dla prawidlowego rozwoju nerek zaréwno w okresie
prenatalnym, jak i po urodzeniu. Jest to spowodowane zaleznoscig pomiedzy
stezeniem IGF-1 i dzialaniem hormonu wzrostu. Zaréwno nadmiar, jak i nie-
dobér hormonu wzrostu sg zwiazane z zaburzona czynnoscia nerek. Insulino-
podobne czynniki wzrostu wplywajg takze na hemodynamike nerkowsa za-
réwno bezposrednio, jak i posrednio poprzez interakeje z ukladem renina-an-
giotensyna.

W pismiennictwie mozna znalez¢ doniesienia na temat zaleznosci pomiedzy
stezeniem IGF-1 i zwigkszona $miertelnoscig pacjentéw cierpiacych na PChN.
Moze to by¢ spowodowane opornoscia na dzialanie hormonu wzrostu (GH)
i IGF-1 w tej grupie pacjentéw, co w konsekwencji prowadzi do licznych za-
burzelt metabolicznych. Udowodniono, ze w populacji ogélnej niskie stezenia
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IGF-1 s3 zwiazane ze zwigkszonym ryzykiem wystapienia zastoinowej niewy-
dolnosci serca [57, 58] i niedokrwiennej choroby serca [57, 59], a wysokie
zwigzane s3 z rozwojem nowotworu [57, 60] i wicksza $miertelnoscig wsréd
chorych na nowotwér [57, 61, 62]. Niskie stezenie IGF-1 jest niezaleznie zwia-
zane ze zwigkszonym ryzykiem $miertelnosci z powodu niedokrwiennej cho-
roby serca u 0séb w podeszlym wieku [57, 63].

Jin i wsp. wykazali, ze niskie stezenie IGF-1 stwierdza si¢ u 0séb ze zmniej-
szong gestoscig kosci oraz wyniszczeniem miesni, u pacjentéw w piatym sta-
dium PChN rozpoczynajacych dializ¢ — moze by¢ markerem przezycia w tej
grupie chorych [57]. W innym badaniu wykazano, ze krétkotrwale podanie
rekombinowanego ludzkiego IGF-1 (Rh-IGF-1) moze wplynaé na poprawe
GFR i promowa¢ odpowiedz anaboliczng u pacjentéw dializowanych. U szczu-
réw z ostrym zapaleniem moczowodéw wykazano, ze Rh-IGF-1 przyspiesza
powrét do zdrowia i zmniejsza katabolizm [57, 64]. Jednakze skuteczno$é
i dlugoterminowa przydatno$¢ kliniczna terapii GH lub Rh-IGF-1 u pacjen-
téw z PChN pozostajg niejasne. Mozliwos¢ pozytywnego wplywu IGF-1 na
przezycie pacjenta ze schytkowa niewydolnoscia nerek moze by¢ spowodowana
tym, ze IGF-1 zmniejsza st¢zenie glukozy w surowicy, promuje wewnatrzko-
moérkowy transport glukozy, hamuje lipolize, poprawia syntez¢ biatka oraz
wzrost kodci [57, 65, 66].

Stezenie IGF-1 moze odgrywal istotng role w ocenie przezycia pacjentéw
po przeszczepieniu narzadu. Udowodniono, ze duze stezenie tego czynnika
moze by¢ markerem wskazujacym na odzyskiwanie przez watrobe funkgji syn-
tetycznych [67]. Wykazano réwniez, ze im szybciej po przeszczepieniu watroby
dojdzie do zmniejszenia st¢zenia IGF-1, tym pacjent ma wigksza szans¢ na
3-letnie przezycie [68].

Podsumowanie

Osocze bogatoplytkowe znalazlo zastosowanie w wielu dziedzinach medy-
cyny, miedzy innymi w: chirurgii, stomatologii, medycynie estetycznej czy
sportowej. Coraz wigcej wiemy réwniez o znaczeniu plytkowych czynnikéw
wzrostu jako czynnikéw prognostycznych u pacjentdw cierpiacych na przewle-
kg chorobg nerek (zaréwno dializowanych, jak i po przeszczepieniu narzadu.
Duza zaleta PRP sg rzadko wystepujace efekty niepozadane po infuzji oraz au-
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tologiczny charakter podawanego materiatu. Konieczne sa jednak kolejne ba-

dania, ktdre sprecyzowalyby zalezno$¢ pomiedzy zawartoscia GF w osoczu bo-

gatoplytkowym a efektem terapeutycznym w przypadku wybranych choréb.
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REGENERATIVE PROPERTIES OF PLATELETS AND THEIR USE IN
MEDICINE - A REVIEW

Summary

Platelets, thanks to their abilities, are the first to reach the place of tissue damage. They also
take part in the initial stages of the inflammatory process and healing. This is possible due
to the production of platelet growth factors (GF), among others. These factors are the main
components of platelet rich plasma (PRP) and play an important role in processes such as
increasing recruitment, proliferation and differentiation of cells involved in tissue regener-
ation and bone remodeling, vascular remodeling, angiogenesis, inflammatory processes and
coagulation. Autologous PRP, containing at least 1,000,000 platelets /uL in 5 ml plasma,
effectively heals wounds, including chronic foot ulcers in diabetics. It is also safe due to its
autologous nature and produced as needed from the patient's blood. Platelet rich plasma
improves healing by providing various GFs and cytokines from platelet alpha granules. In
recent years, the use of platelet-rich plasma to improve bone regeneration and soft tissue
maturation has increased significantly in orthopedics, maxillofacial surgery, urology and
plastic surgery. However, it is not clear whether the use of PRP is always beneficial to the
patient. PRP may differ in terms of the content of selected GFs up to several hundred
times. Recent scientific work highlights the need for additional research to characterize
PRP in terms of GF content and their physiological roles in wound healing.

Key words: platelets, platelets growth factors, platelet-rich plasma.
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