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Streszczenie

Wstep. Osocze bogatoptytkowe to autogenny koncentrat ptytek krwi wykorzystywany
coraz szerzej w medycynie regeneracyjnej. Plytki krwi stanowig bogate zrédto czynnikdéw
wzrostu, ktére po uwolnieniu w obszarze uszkodzonej tkanki stymulujg procesy gojenia
i regeneraciji.

Cel pracy. Celem pracy byta ocena dynamiki uwalniania czynnika wzrostu $rédbtonka
naczyn przez zaktywowane in vitro ptytki krwi w osoczu bogatoptytkowym.

Materiat i metody. Materiat badany stanowito 15 koncentratow krwinek ptytkowych
pozyskanych od zdrowych dawcéw. Stezenie VEGF oznaczono metodg immunoenzyma-
tyczng ELISA za pomocg testu Human VEGF ELISA EIA-4820 firmy DRG Medtek. Ozna-
czenie wykonano w KKP przed aktywacjg ptytek krwi oraz w trzech punktach czasowych
po dodaniu mieszaniny aktywujacej, tj. t, — po 6 minutach, t,— po 10 minutach, t,- po
30 minutach od aktywaciji ptytek krwi.

Wyniki. W wiekszosci badanych preparatéw zaobserwowano znaczny wzrost steze-
nia czynnika wzrostu $rédbtonka naczyn po 6 minutach od aktywacji ptytek, po czym
w dalszych odstepach czasu (po 10 i 30 minutach od aktywaciji ptytek krwi) jego stezenie
ulegato obnizeniu. Liniowy wzrost stezenia VEGF zaobserwowano jedynie w dwdch pre-
paratach KKP. Wykazano znamienng statystycznie réznice miedzy stezeniem VEGF przed
aktywacja i po aktywacji ptytek krwi in vitro. Nie obserwowano natomiast znamiennosci
statystycznej pomiedzy wartoéciami uwolnionego VEGF z trombocytéw po 6, 10 i 30 mi-
nutach od ich aktywacji.

Whioski. Dynamika uwalniania czynnika wzrostu srédbtonka naczyn przez zaktywowane
in vitro ptytki krwi jest zréznicowana i wymaga dalszych badan naukowych.

Summary

Introduction. Platelet-rich plasma is an autologous concentration of blood plate-
lets, which is increasingly used in regenerative medicine. Platelets are rich source of
growth factors, that stimulate healing and tissue regeneration when applied in dam-
aged tissue area.

Aim. The aim of the study was evaluation of release rate of vascular endothelial growth
factor (VEGF) by activated in vitro platelets in platelet-rich plasma.

Material and methods. In this case study, 15 concentrates of platelets acquired form
healthy donors were used. VEGF was quantified by an immunoenzymatic assay — Human
VEGF ELISA EIA-4820 kit by DRG Medtek was used for this purpose.

The assay was performed before activation of platelets and in 3 timestamps after
adding activation mixture: t, — 6 minutes from activation, t,— 10 minutes from activation,
t,— 30 min after activation.
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Results. In most cases, huge increase in vascular endothelial growth factor was pre-
sent after 6 minutes from platelets activation. In next timestamps (10 and 30 min from
activation) the vascular endothelial growth factor concentration has decreased. The linear
VEGF growth was observed in just 2 concentrates. A significant difference between VEGF
concentration before and after activation of platelets in vitro was shown. On the other
hand, no significant difference between VEGF concentration after 6, 10 and 30 min from
activation was observed.

Conclusions. Release rate of vascular endothelial growth factor (VEGF) by activated
in vitro platelets is diverse and requires further studies.

WSTEP

Osocze bogatoptytkowe (ang. platelet-rich plasma
— PRP) jest to autogenny koncentrat ptytek krwi zawie-
szonych w matej objetosci osocza, ktory otrzymuje sie
w procesie wirowania $wiezej krwi petnej pobranej od
pacjenta tuz przed zabiegiem. Stosowanie PRP jest
stosunkowo tanie, bezpieczne dla pacjenta, proste
w wykonaniu i, jak podaje wiele zrddet literaturowych,
przynosi pozytywne rezultaty klinicznie (1-4). Mimo
tych zalet wcigz brakuje odpowiedzi na istotne dla klini-
cysty pytania. Do tej pory nie ustalono bowiem, ile do-
ktadnie trombocytéw powinno zawiera¢ PRP dla uzy-
skania najlepszych efektéw klinicznych, jakie powinny
by¢ stezenia czynnikdw wzrostu (ang. growth factors
— GF), jaka metoda otrzymywania PRP jest najlepsza
oraz jaki stosowac¢ sposdb aktywacji ptytek. Nie zba-
dano definitywnie, czy lepiej stosowa¢ PRP bogato-
czy ubogoleukocytarne. Nadal nie wiadomo takze, czy
mozna przewidzie¢ efekt kliniczny po zastosowaniu
preparatu o okre$lonym sktadzie. Dla uzyskania odpo-
wiedzi na te pytania konieczne jest przeprowadzenie
licznych badan laboratoryjnych i klinicznych, ktérych
wyniki stanowityby Zrédto wielu cennych informagciji
pozwalajacych na zoptymalizowanie stosowania PRP
w réznych dziedzinach medycyny.

W ostatnich latach PRP znalazto szerokie zasto-
sowanie w medycynie regeneracyjnej jako preparat
przyspieszajacy gojenie sie ran. Na szczegdélng uwa-
ge zastuguje wykorzystywanie PRP w chirurgii szcze-
kowo-twarzowej (5). Wzmozenie regeneracji tkanki
kostnej w przypadku stosowania technik zabiegowych
w potaczeniu z PRP byto przyczyng wiekszego zain-
teresowania specjalistéw z innych dziedzin medycyny,
m.in. chirurgii ortopedycznej i traumatologii (2). Co-
raz czesciej PRP wykorzystuje sie takze w medycynie
sportowej. Kuracje z zastosowaniem osocza bogato-
ptytkowego stosuje sie juz jako zamiennik inwazyjnych
operacji (4). Obiecujace wyniki badan przyczynity sie
do zastosowania PRP réwniez w leczeniu ran przewle-
ktych, m.in. u pacjentéw z objawami stopy cukrzyco-
wej (6-8). Dodatkowym atutem tych preparatow jest
dziatanie antybakteryjne oraz przeciwgrzybicze, ktére
zostato wykazane w badaniach klinicznych (9, 10).

Znaczne zainteresowanie klinicystow PRP wyni-
ka z jego duzego potencjatu regeneracyjnego. Plytki
krwi stanowig Zrodto wielu czynnikdw wzrostu, ktérych
dziatanie w obszarze uszkodzonej tkanki przyspiesza
procesy gojenia i regeneracji. Do czynnikdw wzrostu

wydzielanych przez trombocyty zalicza sie gtéwnie:
ptytkopochodny czynnik wzrostu (ang. platelet derived
growth factor — PDGF), transformujgcy czynnik wzro-
stu (ang. transforming growth factor — TGF), nabtonkowy
czynnik wzrostu (ang. epidermal growth factor — EGF)
oraz czynnik wzrostu $rédbtonka naczyn (ang. vaso-
endothelial growth factor — VEGF) (1, 11-13). Zakty-
wowane osocze bogatoptytkowe przypomina skrzep
wystepujacy w fizjologicznie gojacej sie ranie; rozni
sie od niego jedynie znacznie wiekszg liczbg ptytek
krwi, a w zwigzku z tym wiekszg iloscig wydzielanych
do otoczenia czynnikéw wzrostu. Trombocyty izoluje
sie z krwi wiasnej pacjenta, co wyklucza wzbudzenie
reakcji immunologicznej, a takze minimalizuje ryzyko
zakazenia wirusowego czy bakteryjnego. Bezpieczen-
stwo stosowania PRP zostato wykazane w oparciu
o dtugoterminowe badania kliniczne na tysigcach pa-
cjientow (1, 3, 11,12, 14, 15).

W badaniach wiasnych w osoczu bogatoptytko-
wym oznaczano stezenie uwolnionego z ptytek krwi
czynnika wzrostu $rdédbtonka naczyn (VEGF). Przyj-
muje sie, ze VEGF odgrywa kluczowg role na etapie
inicjacji tworzenia nowych naczyn krwionos$nych.
Poczgwszy od rozwoju embrionalnego jest jednym
z gtéwnych czynnikow wzrostu i proliferacji komo-
rek srodbtonka naczyniowego. VEGF bierze rowniez
czynny udziat w procesach reorganizacji macierzy
zewnatrzkomodrkowej poprzez indukcje ekspresji ak-
tywatoréw plazminogenu i ich inhibitorow oraz meta-
loproteinaz. Zwraca sie takze uwage na ochronngrole
tego czynnika wzrostu poprzez pobudzanie szlakoéw
antyapoptotycznych. Dzieki dziataniu VEGF mozliwe
jest utrzymanie prawidtowej struktury naczyh krwio-
nosnych (16-18). Przeprowadzone w ostatnich latach
badania uwzgledniajg takze inne niz proangiogen-
nosc¢ funkcje VEGF. Przedstawiajg role tego czynnika
w procesach neurogenezy i neuroprotekcji zarow-
no w osrodkowym, jak i obwodowym uktadzie ner-
wowym. Wykazano, iz VEGF m.in. stymuluje wzrost
i przezywalnos¢ komoérek Schwanna narazonych na
hipoksje oraz zwieksza proliferacje i migracje astro-
cytow. Stymuluje takze s$rédbtonek do uwalniania
substancji neurotroficznych (19). Za pomoca technik
biologii molekularnej udowodniono, ze trombocy-
ty wykazujg ekspresje mRNA VEGF121 i VEGF165.
Przeprowadzone dotychczas badania naukowe wy-
kazaty, ze VEGF uwalnia sie z ptytek krwi w czasie
tworzenia skrzepu (20).
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CEL PRACY

Gtéwnym celem przeprowadzonych badan byta
ocena dynamiki uwalniania VEGF przez trombocyty
w osoczu bogatoptytkowym po 6, 10 i 30 minutach od
chwili ich aktywaciji in vitro.

MATERIAL | METODY

Materiat badany stanowito 15 koncentratéw krwinek
ptytkowych (KKP) uzyskanych z Regionalnego Cen-
trum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa (RCKiK) w Po-
znaniu. Krew do otrzymania KKP pobierano zgodnie
z wymogami RCKiK od osob zdrowych, obojga pfci,
w wieku od 18 do 65 lat. Liczba ptytek krwi dawcow, jak
i inne parametry hematologiczne miescity sie w zakre-
sie wartosci referencyjnych.

KKP otrzymywano metodg manualng z wykorzysta-
niem techniki podwdjnego wirowania. Tego samego
dnia preparaty byty dostarczane do Laboratorium nr 2
Szpitala Klinicznego Przemienienia Panskiego Uni-
wersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu, gdzie poddawano je obrébce analitycz-
nej. Kazdy z KKP rozdzielano na mniejsze porcje,
a nastepnie aktywowano ptytki krwi przy uzyciu mie-
szaniny trombiny bydlecej i chlorku wapnia w stosun-
ku objetosciowym 1:1. Po aktywacji materiat wirowano
przy 4000 rpm w czasie 6 minut, a nastepnie zbierano
nadsgcz i zamrazano w temperaturze -20°C. Schemat
postepowania podczas obrébki analitycznej KKP prze-
stawiono na rycinie 1.

Liczbe ptytek krwi oraz liczbe leukocytow we krwi
obwodowej dawcow i w KKP oznaczono w RCKiK
w Poznaniu metoda cytometrii przeptywowej. Stezenie
VEGF oznaczono w Katedrze i Zaktadzie Diagnostyki
Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu metoda immunoenzy-
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aktywacja KKP przy uzyciu trombiny bydlecej i CaCl,
w stosunku objetosciowym 1:1

|

‘ wirowanie przy 4000 rpm w ciggu 6 minut ‘

‘ oddzielenie supernatantu ‘

‘ mrozenie zebranego spernatantu (temp. -20°C) ‘

‘ oznaczanie stgzenia VEGF ‘

Ryc. 1. Schemat obrébki analitycznej koncentratu krwinek
ptytkowych.

matyczng ELISA za pomoca testu Human VEGF ELISA
EIA-4820 firmy DRG Medtek. Oznaczenie wykonano
w KKP przed aktywacjg ptytek krwi oraz w trzech punk-
tach czasowych po dodaniu mieszaniny aktywujacej,
tj. t, — po 6 minutach, t,— po 10 minutach, t,— po 30 mi-
nutach od aktywacji ptytek krwi.

Analize statystyczng uzyskanych wynikéw prze-
prowadzono przy uzyciu programu komputerowego
STATISTICA 10 (StatSoft, Polska). Wszystkie hipotezy
statystyczne przyjmowano na poziomie istotnosci sta-
tystycznej o = 0,05.

WYNIKI

Srednia liczba trombocytéw we krwi obwodowej daw-
céw (n = 15) wynosita 259,13 + 29,79 x 10%/1, natomiast
w koncentracie krwinek ptytkowych (n = 15) 953,13
+ 353,67 x 10%1i réznica ta wykazuje cechy znamienno-
$ci statystycznej. Rdznice statystycznie istotng wykaza-
no tez pomiedzy liczba leukocytéw we krwi obwodowe;j
i w KKP. Srednia liczba leukocytow we krwi obwodowe;j
dawcéw (n = 15) wynosita 6,77 = 1,05 x 1091, nato-
miast w preparacie KKP (n = 15) 0,71 = 0,72 x 109,
co stanowito 10,5% ich pierwotnej liczby. W tabeli 1
przedstawiono $rednie wartosci liczby ptytek krwi i leu-
kocytow we krwi obwodowej dawcow i w KKP.

Tabela 1. Srednia liczba piytek krwi i leukocytéow we krwi
obwodowej i w KKP.

Koncentrat krwinek

Cecha badana

Krew obwodowa
(n =15)

ptytkowych
(n =15)

Plytki krwi (10%/)
Srednia + SD
Mediana

X X

min ““max

259,13 + 29,79
243,00
225,00-311,00

953,13* + 353,67
828,00
502,00-1870,00

Leukocyty (10%/1)

Srednia = SD 6,77 = 1,05 0,71* = 0,72
Mediana 6,80 0,50
X =X 5,20-9,30 0,20-3,10

min ““max

*Roznice statystycznie istotne w poréwnaniu z warto$ciami we krwi
obwodowej (p < 0,05)

Analiza uzyskanych wynikéw stezen VEGF po 6, 10
i 30 minutach po aktywacji KKP wykazata, ze dynamika
uwalniania tego czynnika wzrostu ze zaktywowanych
ptytek krwi jest zréznicowana. Srednie stezenie VEGF
w KKP (n = 15) niepoddanych aktywacji wynosito
72,85 = 52,48 pg/ml. Po 6 minutach od aktywaciji ptytek
krwi in vitro Srednie stezenie uwolnionego VEGF wzro-
sto ponad 7-krotnie i wynosito 542,08 = 720,49 pg/ml.
Nizsze warto$ci uzyskano po 10 i 30 min od aktywacji,
ktére wynosity odpowiednio 259,15 + 232,72 pg/mi
oraz 269,15 * 246,10 pg/ml (tab. 2). Analiza staty-
styczna wykazata znamienne réznice pomiedzy ste-
zeniem VEGF w KKP przed aktywacja ptytek oraz po
6, 10 i 30 min od chwili ich aktywacji. Nie wykazano
natomiast znamiennos$ci statystycznej pomiedzy war-
tosciami uwolnionego VEGF z ptytek krwi po 6, 10
i 30 minutach od aktywacji. Dalsza analiza wynikow
wykazata, ze w 8 preparatach maksymalne stezenie
uwolnionego VEGF przypadato po 6 minucie (t,) od
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aktywaciji ptytek krwi, a w 4 preparatach po 10 minu-
tach (t,). Liniowy wzrost stezenia VEGF zaobserwowa-
no jedynie w 2 preparatach KKP. Rycina 2 stanowi gra-
ficzne przedstawienie stezenia VEGF przed aktywacjq
i po aktywaciji ptytek krwi w 15 preparatach KKP.
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Ryc. 2. Graficzne przestawienie stezenia VEGF przed aktywacjg i po
aktywacji ptytek krwi w 15 preparatach KKP.

1-15 — nr preparatu; t, — stezenie VEGF przed aktywacija ptytek krwi;
t, — 6 min po aktywacji; t, — 10 min po aktywacji; t, — 30 min po
aktywacji

DYSKUSJA

Brak potencjatu autoregeneracyjnego organizmu
ludzkiego stanowi dla medycyny eksperymentalnej
bodziec do poszukiwania innowacyjnych metod po-
szerzajgcych mozliwosci regeneracji uszkodzonych
tkanek. Liczne badania wskazujg, iz bogatym Zrddtem
czynnikéw wzrostu biorgcych udziat w gojeniu sie ran
jest osocze bogatoptytkowe. Jak wykazano w czesci
wstepnej pracy w literaturze znalez¢ mozna wiele przy-
ktadéw doswiadczen klinicznych potwierdzajgcych
terapeutyczne dziatanie PRP wspomagajgce procesy
regeneracyjne organizmu (3).

Jedng z nierozstrzygnietych jak dotad kwestii jest
liczba ptytek krwi, jaka powinna byé zawarta w PRP,
aby zastosowanie preparatu przyniosto maksymalny
efekt kliniczny. Wedtug Marxa i wsp. liczba 1 min pty-
tek krwi w 1 ul PRP zapewnia skuteczno$¢ terapeutycz-
ng przeprowadzanych z jego uzyciem zabiegéw (12).
Z kolei Anitua i wsp. podaja, ze wystarczajaca jest licz-
ba trombocytdéw przekraczajgca 300 tysiecy w 1 ul (21).
Jungbluth i wsp. proponujg uzycie 3-5-krotnej koncen-
tracji ptytek krwi wzgledem krwi obwodowej, natomiast
Cho i wsp. zasugerowali stosowanie osocza bogato-
ptytkowego zageszczonego 3-7-krotnie (2, 22). W ba-
daniach wiasnych $rednia liczba ptytek krwi w KKP
wynosita 953,13 + 353,67 x 10%1. Uzyskano tym sa-
mym 3,7-krotng koncentracje trombocytéw wzgledem
krwi petnej dawcow, u ktérych liczba ptytek we krwi
obwodowej miescita sie w granicach wartosci refe-

rencyjnych. Mozna zatem stwierdzi¢, ze wykorzystane
w badaniach wtasnych preparaty spetniaty kryteria su-
gerowane przez wymienionych wyzej autorow. Prze-
prowadzona analiza statystyczna potwierdzita istnie-
nie réznicy znamiennej statystycznie pomiedzy liczba
trombocytow we krwi obwodowej i w KKP.

Natomiast liczba leukocytéw w KKP ulegta znamien-
nemu, niemal 10-krotnemu zmniejszeniu w poréwna-
niu z liczba tych komérek we krwi obwodowej. Opinie
badaczy na temat funkcji WBC zawartych w PRP na-
dal sg podzielone. Zwraca sie szczegdlnie uwage na
udziat leukocytoéw w procesach zapalnych, a takze na
ich aktywno$¢ antybakteryjna (2, 23). Weibrich i wsp.
zaznaczajg jednak, ze leukocyty zdolne sg do wydzie-
lania pewnych ilosci GF, stad nawet niewielka ich licz-
ba moze zmieni¢ ostateczny skifad otrzymywanego
preparatu (24). Dragoo i wsp. przeprowadzili badania
na modelu zwierzecym, ktérych celem byto m.in. po-
réwnanie dziatania PRP z duza zawartoscia leukocytow
i pozbawionego tych komorek stosowanego w formie
iniekcji do $ciegien. Po 5 dniach od podania prepa-
ratdw zaobserwowano znacznie wiekszg ostrg odpo-
wiedz zapalna w przypadku PRP bogatoleukocytar-
nego. Natomiast po 14 dniach stan zapalny byt w obu
grupach poréwnywalny (25).

Z danych zawartych w pi$miennictwie wynika, ze
$rednie wartosci stezenia VEGF we krwi osob zdro-
wych mieszcza sie w granicach 15-90 pg/ml (26-29).
W badaniach wtasnych stezenie VEGF w 5 preparatach
niepoddanych aktywacji byto wyzsze niz 105 pg/ml.
Z uwagi na brak wyznaczonych wartosci referencyj-
nych stezenia VEGF w osoczu nie mozna jednoznacz-
nie oceni¢ uzyskanych wynikow. Dawcy zgtaszajacy
sie do Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwio-
lecznictwa to osoby potencjalnie zdrowe. Nalezy
jednak zauwazy¢, ze istnieje wiele przyczyn podwyz-
szonego stezenia VEGF we krwi. Niedotlenienie jest
uwazane za najsilniejszy bodziec stymulujgcy synteze
VEGF. Wykazano réwniez, ze podczas odpowiedzi
zapalnej stezenie VEGF ulega szybkiemu wzrostowi,
nieadekwatnemu z nasileniem zjawiska hipoksji. Poza
tym na jego uwalnianie wptywajg tez cytokiny proza-
palne czy hormony. Wykazano, ze estrogeny moga
by¢ przyczyna zaréwno zmniejszenia, jak i zwieksze-
nia transkrypcji genu dla VEGF (30). Istnieje hipoteza,
ze istotne w syntezie GF moga by¢ réwniez inne, nie-
poznane dotad substancje biologicznie czynne (31).
Z danych literaturowych wynika, ze nie tylko trombo-
cyty sg zdolne do uwalniania VEGF, ale takze neutrofi-
le, bazofile, eozynofile, komérki srodbtonka, nabtonek
drég oddechowych, fibroblasty, limfocyty T, monocyty,

Tabela 2. Stezenie VEGF przed aktywacjg i po aktywaciji ptytek krwi.

Cecha badana

t, — przed aktywacija

t, — 6 min po aktywacii

t, — 10 min po aktywacji

t, — 30 min po aktywacii

Stezenie VEGF (pg/ml)
Srednia = SD
Mediana
X X

min ““max

72,85 + 52,48
68,08
9,00-211,13

539,88* + 713,11
304,44
9,00-2767,00

259,30* + 232,72
247,73
9,00-801,27

269,15* + 246,10
238,27
9,00-820,50

*Rdznice statystycznie istotne w poréwnaniu z wartoéciami VEGF w preparacie przed aktywacjag ptytek krwi (p < 0,05)
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keratynocyty, komorki dendrytyczne czy tez komor-
ki nowotworowe (32). Powyzsze informacje dowodzg
duzej zmiennos$ci osobniczej w produkcji i przecho-
wywaniu cytokin komorkowych. Nalezy zatem przyjac,
ze efekt terapeutyczny u kazdego pacjenta zostanie
osiggniety, stosujgc odmienny, indywidualnie dobrany
preparat bogatoptytkowy (33, 34).

Przedmiotem przeprowadzonych badan wtasnych
byto oznaczanie stezenia VEGF w preparatach bogato-
ptytkowych przed aktywacja i po aktywacji ptytek krwi
in vitro. W dostepnych pracach badawczych oznacza-
nie stezenia VEGF przed aktywacjg i po aktywacji pty-
tek krwi in vitro wystepuje stosunkowo rzadko. W bada-
niach wtasnych wykazano istotnie statystyczng réznice
pomiedzy stezeniem tego czynnika wzrostu w prepara-
cie przed aktywacjg i po aktywacji ptytek krwi.

Zasadniczym celem niniejszej pracy byta ocena
dynamiki uwalniania VEGF po aktywacji ptytek krwi
in vitro. W pi$miennictwie brakuje danych literaturo-
wych dotyczgcych dynamiki uwalniania VEGF w czasie
do 30 min od dodania mieszaniny aktywujgcej. W ba-
daniach wtasnych zaobserwowano, ze juz po 6 minu-
tach od aktywacji trombocytow nastepuje istotny staty-
stycznie wzrost stezenia VEGF. W ponad 50% prébek
maksymalne stezenie uwolnionego czynnika wzrostu
zaobserwowano po 6 minutach od aktywacji ptytek,
a w kolejnych czterech preparatach po 10 minutach.
Liniowy wzrost stezenia VEGF zaobserwowano jedynie
w dwoch preparatach. W przypadku pozostatych préb
stezenie VEGF z uptywem czasu ulegato obnizeniu.
Swiadczy to o zréznicowanym tempie degranulacii pty-
tek krwi i uwalnianiu VEGF. Zrozumiate sg zatem zale-
cenia praktykéw o koniecznosci stosowania PRP w jak
najkrotszym czasie od jego aktywaciji (12).

Dokonano préby interpretacji zaobserwowanych
zmian uwalniania czynnika wzrostu $rédbtonka na-
czyniowego, co przy matej liczbie prob nie jest fatwe.
Z pewno$cig nalezy zwréci¢ uwage na zmiennosé bio-
logiczng stezenia VEGF we krwi dawcow. Mozna tez
przypuszczaé, ze przyczyng zmniejszania sie stezenia
VEGF uwolnionego z ptytek krwi moze by¢ wiazanie sie
czgsteczek tego czynnika wzrostu z obecnymi w oso-
czu wolnymi receptorami. W ostatnich latach przedmio-
tem badan naukowcéw staty sie rozpuszczalne postaci
receptoréw VEGF-R1 oraz VEGF-R2. Udowodniono, ze
potaczenie czasteczki VEGF z tego typu receptorem
skutkuje niemal catkowitym (82%) zablokowaniem pro-
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liferacji i migracji komoérek $rodbtonka, a takze spad-
kiem stezenia wolnego VEGF w osoczu (26, 32, 35).
W badaniach wiasnych nie dysponowano informacja
na temat wyjsciowej zawartosci rozpuszczalnych form
receptorow we krwi dawcéw. Mozna jedynie przypusz-
cza¢, ze uwolnione w procesie aktywacji czasteczki
VEGF zostaly przez te receptory zwigzane. Jednak dla
potwierdzenia takiej hipotezy konieczne jest przepro-
wadzenie dalszych badan naukowych.

Potencjat regeneracyjny preparatu niewatpliwie
zalezy od stezenia GF. Informacja o nich wydaje sie
by¢ zatem niezbedna dla zapewnienia uzytecznosci
i powtarzalnosci stosowania osocza bogatoptytko-
wego podczas zabiegéw klinicznych. Jak dotad dla
zadnego czynnika wzrostu nie ustalono progowej
wartosci terapeutycznej (23, 25). Nie poznano réw-
niez mechanizmow dziatania wielu innych substancji
wydzielanych z ptytek pod wptywem ich aktywacji,
ktére takze moga oddziatywaé na komorki w ob-
szarze uszkodzonej tkanki. Badania proteomiczne
wykazuja, ze w trombocytach zawartych jest ponad
800 roznych biatek. Uwzgledniajac posttranslacyjne
modyfikacje liczba biatkowych bioaktywnych cza-
steczek mogacych oddziatywaé na komérki organi-
zmu wynosi okoto 1500 (36, 37). Niezwykle wazne
zatem wydaje sie prowadzenie dalszych badan la-
boratoryjnych i klinicznych w tym kierunku.

WNIOSKI

Dynamika uwalniania VEGF z trombocytéw we krwi
uzyskanej od réznych dawcéw jest zrdéznicowana.
W wiekszosci badanych preparatéw zaobserwowano
znaczny wzrost stezenia tego czynnika wzrostu po
6 minutach od aktywacji ptytek, po czym w dalszych
odstepach czasu (po 10 i 30 minutach od aktywaciji
ptytek krwi) jego stezenie ulegato obnizeniu. Wyka-
zano znamienng statystycznie réznice miedzy steze-
niem VEGF przed aktywacja i po aktywacji ptytek krwi
in vitro. Nie obserwowano natomiast znamiennosci sta-
tystycznej pomiedzy warto$ciami uwolnionego VEGF
z trombocytéw po 6, 10 i 30 minutach od ich aktywaciji.
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