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ВПЛИВ ПРЕПАРАТІВ ЗБАГАЧЕНОЇ ТА ЗБІДНЕНОЇ НА 
ТРОМБОЦИТИ ПЛАЗМИ НА МЕТАБОЛІЧНИЙ ПРОФІЛЬ 
МОНОЦИТІВ АУТОЛОГІЧНОЇ ПЕРИФЕРИЧНОЇ КРОВІ 
ЛЮДИНИ IN VITRO

Метою роботи було провести порівняльну оцінку впливу плазми, збагаченої 
(LPRP) та збідненої (PPP) на тромбоцити, на метаболізм аутологічних 
моноцитів периферичної крові здорових донорів in vitro. Дослідження проведені 
з використанням периферичної крові здорових чоловіків віком 35–40 років. 
Для характеристики метаболізму моноцитів визначали внутрішньоклітинну 
продукцію реактивних форм кисню (РФК) та фагоцитарну активність методом 
проточної цитофлюориметрії, продукцію нітритів у реакції Гріса та аргіназну 
активність колориметричним методом. Отримані результати свідчать про те, 
що обробка моноцитів аутологічними препаратами LPRP і PPP спричиняє їх 
протизапальну метаболічну активацію. 

Ключові слова: тромбоцити; збагачена, збіднена плазма; метаболічний 
профіль; моноцити.

Збагачена на тромбоцити плазма (PRP) набуває все більш широкого клініч-
ного застосування. PRP – аутологічний препарат крові, що містить концентрат 
тромбоцитів, ресуспендований у невеликому об’ємі плазми. Результати низки 
клінічних досліджень дозволили рекомендувати концентрати тромбоцитів для 
активації репаративних процесів у щелепнолицевій, серцевій хірургії, орто-
педії, спортивній медицині, стоматології, естетичній медицині тощо [14, 17]. 

Вважають, що стимуляторний ефект PRP проявляється, якщо концентрація 
тромбоцитів у ній становить близько 1*106/мкл [15]. Препарати PRP містять 
фактори згортання, адгезивні білки, можуть утворювати фібриновий згусток. 
Активовані тромбоцити також виділяють низку факторів росту (ФР): епідер-
мальний ФР, трансформований ФР бета, тромбоцитарний ФР, інсуліноподіб-
ний ФР, ФР фібробластів тощо), цитокіни (інтерлейкін1β, інтерлейкін8), 
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ангіогенні фактори (ФР ендотелію судин) [1, 8]. Використання PRP, завдяки 
підвищеній концентрації ФР, які стимулюють проліферацію клітинпопередни-
ків і васкуляризацію локальних ділянок тканини, дозволяє прискорити фізіоло-
гічні процеси репарації [2]. 

Препарати плазми, збідненої на тромбоцити (РРР), тривалий час викорис-
товувалися як контроль при порівняльній оцінці вмісту тромбоцитів у препа-
ратах PRP, отриманих із застосуванням різних методичних підходів, а також 
як основа «фібринового клею» [10]. Однак, останнім часом за результатами 
експериментів кількох дослідницьких груп доведена здатність препаратів РРР 
самостійно стимулювати репаративні процеси [3, 12, 16].

Одними з ключових ефекторних клітин репаративних процесів, що активу-
ються застосуванням препаратів PRP і PPP, є мононуклеарні фагоцити, у тому 
числі моноцити [5]. Однак, вплив концентратів тромбоцитів на метаболічний 
профіль цих клітин досліджений лише фрагментарно, а препаратів РРР – вза-
галі не досліджувався. Відомо, що обробка моноцитів PRP in vitro спричиняє 
зниження антигенпрезентувальної здатності цих клітин [4]. Алогенні препара-
ти PRP гальмують диференціювання моноцитів на дендритні клітини [18]. До-
ведено, що концентрати тромбоцитів, застосовані як самостійно, так і у складі 
комплексної відновлювальної терапії, гальмують сигнальні шляхи мононукле-
арних фагоцитів, що асоційовані з синтезом прозапальних цитокінів та ейко-
заноїдів [6, 9]. 

Зниження продукції прозапальних медіаторів є відмітною характеристикою 
фагоцитів протизапального або альтернативного (М2) метаболічного профілю 
[11], для яких властива посилена продукція протизапальних медіаторів і підви-
щена, у порівнянні з класично активованими (М1) фагоцитами, ендоцитарна 
активність. M2 клітини регулюють активність запальної реакції, сприяють ре-
конструкції і репарації тканин, пошкоджених при запаленні, активують ангіо-
генез [13].

Метою роботи було провести порівняльну оцінку впливу плазми, збагаченої 
(LPRP) та збідненої (PPP) на тромбоцити, на метаболізм аутологічних моно-
цитів периферичної крові здорових донорів in vitro.

Матеріали і методи дослідження

У дослідженні взяли участь 6 здорових донорів, чоловіків віком 35–40 ро-
ків. Критеріями відбору учасників дослідження були: відсутність соматичної 
патології та патології крові, відсутність прийому лікарських засобів упродовж 
1 місяця до проведення досліджень. Матеріалом для досліджень була перифе-
рична кров, взята з антикоагулянтом. Усі донори дали інформовану згоду на 
участь у дослідженні, яке було затверджене Комітетом з біоетики ДУ «Інститут 
травматології та ортопедії НАМН України».
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Виділення моноцитів периферичної крові та їх обробка концентрата-
ми тромбоцитів. Моноцити виділяли у градієнті щільності фіколурографіну 
(ρ=1,068), кількість виділених живих клітин підраховували в камері Горяєва 
із використанням трипанового синього, після цього доводили концентрацію 
живих клітин до 1*106/мл. Обробку виділених клітин концентратами тромбо-
цитів проводили упродовж 30 хв за температури 37 °С для оцінки продукції 
внутрішньоклітинних реактивних форм кисню та фагоцитарної активності, 
а також упродовж 14 год при 37 °С для оцінки продукції NO та аргіназної 
активності.

Виділення концентратів тромбоцитів. У дослідженні застосовували два 
препарати плазми з різним вмістом тромбоцитів: LPRP – плазму з високою 
концентрацією тромбоцитів і лейкоцитами та PPP – плазму збіднену на тром-
боцити.

LPRP – отримували шляхом подвійного центрифугування, проведеного у 
два етапи. На першому – зразок крові центрифугували для розподілу на три 
фракції (еритроцитарну, лейкоцитарну і плазму, яка містить тромбоцити). На 
другому етапі плазму та лейкоцитарний шар відбирали і центрифугували для 
осадження клітин та їх концентрування. PPP отримували з LPRP шляхом від-
бору з поверхневого (безклітинного) шару надосадової рідини [8].

Аналіз клітинного складу концентратів тромбоцитів проводили на автома-
тичному гематологічному аналізаторі PCE200 (ERMA Inc., Японія).

Оцінка продукції внутрішньоклітинних реактивних форм кисню мо-
ноцитами периферичної крові. Рівень продукції внутрішньоклітинних реак-
тивних форм кисню (РФК) визначали методом проточної цитофлюориметрії, 
використовуючи барвник 2’7’дихлордигідрофлюоресцеїндиацетат (ДХФ) 
(carboxyH2DCFDA, Invitrogen, США), який перетворюється внутрішньо-
клітинними естеразами на нефлюоресцентну мембранонепроникну похідну 
карбоксиH2DCF. КарбоксиH2DCF окиснюється до флюоресцентної похідної 
карбоксиDCF внутрішньоклітинними РФК [7]. 

Оцінка фагоцитарної активності моноцитів периферичної крові. Фа-
гоцитарну активність визначали методом проточної цитофлюориметрії, ви-
користовуючи як об’єкт фагоцитозу клітини S. aureus Cowan I (з колекції мі-
кроорганізмів кафедри мікробіології та імунології ННЦ «Інститут біології та 
медицини» Київського національного університету імені Тараса Шевченка), 
які культивували на м’ясопептонному агарі, інактивували нагріванням і мі-
тили флюоресцеїн ізотіоціанатом (FITC). Результати представляли як відсоток 
фагоцитуючих клітин (фагоцитарне число, ФЧ) та інтенсивність фагоцитозу 
(фагоцитарний індекс, ФІ). 

Оцінка продукції NO та аргіназної активності моноцитів периферичної 
крові. Для характеристики продукції NО моноцитами визначали рівень про-
дукції ними нітритів за реакцією Гріса. Для визначення аргіназної активності 
проводили реакцію гідролізу Lаргініну. Облік результатів концентрації нітри-
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тів та сечовини проводили спектрофотометричним методом на мікроплейтфо-
тометрі при довжині хвилі 545 нм та 540 нм відповідно. Рівень нітритів та 
сечовини визначали за калібрувальною кривою, побудованою з використанням 
стандартних розчинів [19]. 

Для кожного варіанту досліду проби ставили у трьох повторах.
Статистичне опрацювання отриманих результатів проводили з використан-

ням методів варіаційної статистики з визначенням M±m. Статистично досто-
вірними вважали відмінності за умов p≤0,05.

Результати дослідження та їх обговорення

Фагоцитарна активність мононуклеарних фагоцитів реалізується із залу-
ченням великої групи рецепторів, у тому числі й рецепторів очищення. Підви-
щення ендоцитарної активності пов’язане, як правило, з посиленням експресії 
цих рецепторів і є ознакою альтернативної (М2) поляризації клітин [13].

Як показали результати досліджень (рис. 1а) обробка моноцитів аутологіч-
ними препаратами LPRP та PPP викликає збільшення кількості ендоцитуючих 
клітин (ФЧ) у 1,4 та 2,1 разів відповідно. 

    (а)     (б)

Рис. 1. Фагоцитарне число (а) та інтенсивність фагоцитозу (б) моноцитів периферичної 
крові здорових донорів (n=6) після впливу PPP та L-PRP in vitro

Примітка: PPP – плазма збіднена на тромбоцити; LPRP – плазма з високою концентрацією 
тромбоцитів та лейкоцитами; * − достовірність відмінності показників клітин, інкубованих з 
PPP та LPRP порівняно з необробленими клітинами, р≤ 0,05.

Інтенсивність фагоцитозу моноцитів, інкубованих з PPP, була більшою в 
2,5  рази порівняно з контролем. На противагу цьому, істотних змін даного по-
казника для клітин, інкубованих з LPRP, не спостерігали (рис. 1б).

Продукція реактивних метаболітів кисню (РФК) та азоту (NO) асоціюєть-
ся з цитотоксичною та антимікробною активністю мононуклеарних фагоци-
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тів. Активація цих метаболічних процесів властива М1 макрофагам. Продук-
ція РФК може спричинятися активацією внутрішньоклітинних естераз або 
НАДФН оксидаз. Застосо-
ваний методичний підхід 
більшою мірою дозволяє 
оцінити продукцію РФК, 
опосередковану естеразами. 
За результатами досліджень 
рівень продукції внутріш-
ньоклітинних РФК в кліти-
нах, культивованих з LPRP 
та PPP, був нижчим у 4,6 та 
3,7 разів відповідно порівня-
но з аналогічним показником 
необроблених клітин (рис. 2)

Зниження оксидативного 
метаболізму після обробки 
моноцитів аутологічними 
препаратами LPRP і PPP 
свідчить на користь зсуву їх 
метаболізму у бік протиза-
пального профілю. 

Спрямованість метаболіз-
му аргініну – один з визна-
них маркерів метаболічного 
профілю мононуклеарних 
фагоцитів. Для альтерна-
тивно поляризованих фаго-
цитів характерна підвище-
на активність аргінази, що 
дозволяє їм конвертувати 
аргінін на орнітин, попере-
дник поліамінів і колагену. 
Це сприяє формуванню по-
заклітинного матриксу. Крім 
того, утворені з орнітину 
поліаміни можуть впливати 
і на продукцію цитокінів, 
пригнічуючи клональну екс-
пансію лімфоцитів [20].

За результатами дослі-
джень (рис. 3) аргіназна 

Рис. 2. Вплив PPP та L-PRP на продукцію 
внутрішньоклітинних реактивних форм кисню 

моноцитами периферичної крові здорових донорів 
(n=6) in vitro

Примітка: всі позначення як на рис. 1.

Рис. 3. Аргіназна активність моноцитів периферичної 
крові здорових донорів (n=6)  

після впливу PPP та L-PRP in vitro

Примітка: всі позначення як на рис. 1.
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активність в клітинах, інкубо-
ваних з LPRP та PPP, була не-
значно підвищена у порівнянні з 
необробленими клітинами.

Метаболізм аргініну фагоци-
тами може також здійснюватися 
за рахунок активації NOсинтази 
(iNOS) з виробленням значної 
кількості NO. Переважання ме-
таболізму аргініну за участю 
iNOS вважається ознакою про-
запального зсуву метаболічного 
профілю цих клітин і властиве 
запальним і деструктивноде-
генеративним процесам у тка-
нинах [21]. Визначення рівня 
продукції нітритів традиційно 
застосовується для оцінки син-

тезу NO фагоцитами. За результатами досліджень рівень нітритів у суперна-
тантах моноцитів, оброблених аутологічними препаратами LPRP та РРР, був 
в 2,4 і 2 рази нижчим, ніж у супернатантах контрольних необроблених клітин 
(рис. 4). 

Отримані дані свідчать на користь переважання в оброблених клітинах ме-
таболізму аргініну аргіназами, що є однією з ознак їх протизапальної поляри-
зації.

Висновки

Сукупність отриманих результатів свідчить про те, що обробка моноцитів 
аутологічними препаратами LPRP і PPP спричиняє їх протизапальну метабо-
лічну активацію. Слід відмітити, що статистично вірогідної різниці між моду-
ляторним ефектом препаратів PPP та LPRP не було зареєстровано. Це дозво-
ляє розглядати препарати РРР як ефективний засіб активації протизапального 
метаболічного профілю фагоцитів, необхідного у процесах реконструкції і ре-
парації тканин.

Перспективи подальших досліджень

Використання препаратів РРР у регенеративній медицині дозволить запо-
бігти інгібіторному впливу тромбоцитів, присутніх у препаратах LPRP, на 
функціональне дозрівання регуляторних Тклітин, необхідних для ефективно-
го перебігу репаративних реакцій. 

Стаття надійшла до редакції 22.03.2017

Рис. 4. Вплив PPP та L-PRP на продукцію NO 
моноцитами периферичної крові здорових донорів 

(n=6) in vitro

Примітка: всі позначення як на рис. 1.
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ВЛИЯНИЕ ПРЕПАРАТОВ ОБОГАЩЕННОЙ И ОБЕДНЕННОЙ 
ТРОМБОЦИТАМИ ПЛАЗМЫ НА МЕТАБОЛИЧЕСКИЙ 
ПРОФИЛЬ МОНОЦИТОВ АУТОЛОГИЧНОЙ 
ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА IN VITRO

Резюме
Целью работы было провести сравнительную оценку влияния плазмы, обо-
гащенной (LPRP) и обедненной (PPP) тромбоцитами, на метаболизм аутоло-
гичных моноцитов периферической крови здоровых доноров in vitro. Исследо-
вания проведены с использованием периферической крови здоровых доноров, 
мужчин в возрасте 35–40 лет. Для характеристики метаболизма моноцитов 
определяли внутриклеточную продукцию реактивных форм кислорода (РФК) 
и фагоцитарную активность методом проточной цитофлюориметрии, продук-
цию нитритов в реакции Гриса и аргиназную активность колориметрическим 
методом. Полученные результаты свидетельствуют о том, что обработка моно-
цитов аутологичными препаратами LPRP и PPP вызывает их противовоспали-
тельную метаболическую активацию.

Ключевые слова: обогащенная и обедненная тромбоцитами плазма, метабо-
лический профиль моноцитов.
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THE EFFECT OF PLATELET-RICH AND PLATALET-POOR 
PLASMA ON METABOLIC PROFILE OF AUTOLOGOUS HUMAN 
MONOCYTES IN VITRO

Abstract
The aim of the study was to perform the comparative investigation of the effect of 
plateletrich (PRP) and plateletpoor (PPP) plasma on autologous human monocyte 
metabolism in vitro. Adult healthy 35–40 year old men were recruited to partici-
pate in the study. To characterize monocyte metabolism intracellular production of 
reactive oxygen species (ROS) and phagocytic activіty were determined by flow 
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cytometry, with nitrite production being determined in Griess reaction and arginase 
activity – in colorimetric assay. 
The obtained results suggest that treatment of monocytes with autologous LPRP 
and PPP preparations causes their antiinflammatory metabolic activation.

Key words: plateletrich and plateletpoor plasma, monocyte metabolic profile.
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