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ВВЕДЕНИЕ
Ускорение процессов регенерации повреждений долгое время волновало учёных и врачей. С открытием тромбоцитов в 1842 году начинается активное изучение свойств данных форменных клеток крови. В 20 веке возрастает интерес к ускорению заживления повреждённой ткани и учёные начинают опыты в сфере введения собственной плазмы крови пациентам, чтобы ускорить процесс заживления повреждений. В 1987 году Джеймсом Л. Коксом   была проведена операция на открытое сердце, где он впервые опробовал метод введения аутологичной плазмы крови пациента. Данная операция дала положительные результаты, что послужило толчком для исследования области использования тромбоцитов в регенеративных технологиях.
В настоящее время, использование плазмы, обогащённой тромбоцитами, всё больше набирает популярность.  Зарекомендовавшая себя в ускорении регенеративных свойств организма, богатая тромбоцитами плазма  всё больше расширяет спектр своего действия в медицине.
Целью данной работы явилось изучение возможности использования тромбоцитов в медицинских регенеративных технологиях.

В задачи исследования входило:

1. Изучить строение, свойства и функции тромбоцитов.
2. Познакомиться с PRP–методом – методом использования плазмы, обогащенной тромбоцитами.

3. Рассмотреть примеры использования плазмы, обогащенной тромбоцитами, в медицине, косметологии, спорте и т.д.
ГЛАВА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА ТРОМБОЦИТОВ
1.1. Строение тромбоцитов
Тромбоциты представляют собой кровяные пластинки не имеющие ядра. Они имеют форму двояковыпуклых дисков диаметром от 2 до 5 мкм. По своим размерам являются самыми маленькими клетками крови. Состоящая из полярных фосфолипидов и белков, плазматическая мембрана имеет толщину от 7 до 8 нм. У тромбоцитов имеется две зоны:
1) Гранула – центр, где находится гликоген, факторы свёртывания крови и т.д.

2) Гиаломер – периферическая часть, которая состоит из эндоплазматического ретикулума и ионов кальция. 
 В составе тромбоцитов имеется специфические органеллы, которые разделяются на три типа гранул: α – гранулы, лизосомы и плотные гранулы, так же сюда входят митохондрии, вакуоли, пероксисомы и аппарат Гольджи. 
Лизосомы и α – гранулы имеют одномембранную структуру, а митохондрии – двухмембранную. Плотные гранулы включают в свой состав аденозинтрифосфат, аденозиндифосфат, пирофосфат, ионы кальция и серотонин; α – гранулы включают фактор роста и В – тромбоглобулин, фактор VIII, антиген фактора Виллебранда, фактор V, фибриноген, тромбоспондин, фибронектин; лизосомы – фосфатазы, арилсульфатазы и кислые гидролазы (Вишкинель, Петров, 2010).  
У большинства кровяных пластинок имеются две разновидности дискретной системы мембран; плотная тубулярная и система открытых каналов. Первая представляет собой узкие трубочки диаметром примерно 50 нм, которые на поперечном сечении имеют форму пузырьков. Некоторое количество данных канальцев может быть расположена по экватору кровяной пластинки, а другие находятся между органеллами. Они не поддерживают контакт с плазматической мембраной, системой открытых каналов и органеллами. Плотная тубулярная система имеет сходство с эндоплазматическим ретикулом скелетной мышцы (Абрахамс, 2009).
 Через систему открытых каналов происходит секреция содержимого гранул тромбоцитов. В цитозоле имеются безмембранные структуры – микрофиламенты, микротрубочки и гранулы гликогена. Микротрубочки и микрофиламенты являются основой цитоскелета. Цитоскелет, в свою очередь, является определяющим фактором формы, а также объёма клеток. Он так же определяет способность прикрепления клеток к разным поверхностям, транспортирует органеллы в разные части клетки и образовывает псевдоподии. Микротрубочки представлены в виде цилиндрической формы и имеют диаметр от 25 до 30 нм. Их структурообразующим компонент – тубулин.  в тромбоците, которой имеет форму диска, периферический пучок микротрубочек формирует концентрическую систему из 5-30 микротрубочек, которые находятся под плазматической мембраной вдоль экватора (Шиффман, 2000). 
 Находясь в кровотоке в состоянии покоя, кровяные пластинки приобретают форму диска, когда наступает период активация, то форма тромбоцита меняется на сферическую, с образованием специальных выростов – псевдоподий. Благодаря данным выростам происходит соединение тромбоцитов между собой (агрегирование) и прилипание к сосудистой стенке, имеющей повреждение (способность к адгезии). 

Образование тромбоцитов наблюдается в костном мозге из огромных полиплоидных костномозговых клеток – мегакариоцитов. В костном мозге мегакариоциты, находясь между фибробластами и эндотелиальными клетками, плотно прижаты друг к промежуткам, образующимися между этими клетками. Через данные промежутки цитоплазма мегакариоцитов выходит наружу и является расходным материалом при образовании тромбоцитов. После выделения из костного мозга около трети тромбоцитов будет секвестироваться селезёнке, а остальные две трети – будут циркулировать в кровотоке от 7 до 10 дней. Местом утилизации будут являться ретикулоэндотелиальные клетки селезёнки. 

 Регулируют тромбоцитопоэз тромбоцитопоэтины, которые оказывают кратковременное и длительное воздействие. Местом их синтеза является костный мозг, селезёнка, печень. Тромбоцитопоэтины, оказывающие кратковременное воздействие, вызывают усиление отшнуровывания тромбоцитов от мегакариоцитов и увеличивают скорость их поступления в кровь; тромбоцитопоэтины, оказывающие длительное воздействие, помогают в переходе гигантских клеток костного мозга в мегакариоциты. В свою очередь на активность тромбопоэтина оказывает воздействие интерлейкин – 6 и интерлейкин – 11 (Покровский, Коротько, 2003).
1.2. Свойства тромбоцитов
Так как тромбоциты – важные клетки крови, которые отвечают за свёртываемость крови, то они обладают рядом специфичных свойств, помогающих осуществлять данный процесс: фагоцитоз, амёбовидная подвижность, адгезия, агрегация и вязкий метаморфоз.
Способность к фагоцитозу. Имеются данные, что тромбоциты способны поглощать вещества, растворённые в плазме крови. Возможно, что они могут осуществлять фагоцитоз неживых чужеродных частиц, антител и вирусов. Однако роль кровяных пластинок в неспецифической защитной системе организма мала (Шмидт, Тевс, 1996).
Адгезия –  способность тромбоцитов прилипать к чужеродной поверхности, в том числе к деформированной сосудистой стенке. Чтобы осуществить адгезию необходимы: аденозиндифосфат, поступающий в кровь из разрушенных и гемолизированных эритроцитов, коллаген, фибриноген, ионы кальция и обнажённая базальная мембрана сосуда. В осуществлении механизма адгезии важную роль играет значение электрофизиологической закономерности: снаружи мембрана несёт отрицательный заряд, а заряд повреждённой интимы кровеносного сосуда – положительный.
Немаловажную роль в данном механизме играет содержание фактора Виллебранда, который локализуется как в плазме крови, так и в α–гранулах пластинок, и фибронектин. Фибронектин находится в стенках сосудов и в α–гранулах тромбоцитов. сосудистой стенке, так и в α–гранулах тромбоцитов. Адгезия усиливается при высвобождении тромбоцитов, при выходе фибронектина и фактора Виллебранда из тромбоцитов и попадания их в кровь. 

Агрегация –  процесс, сопровождающийся склеиванием кровяных пластинок друг с другом. Первоначально происходит развитие обратимой агрегации. Когда в кровь поступает активный фермент тромбин – агрегация приобретает необратимый эффект. Появление агрегации регулируют ряд веществ: аденозиндифосфат, тромбин, адреналин, коллаген, серотонин, тромбоксан А2, простагландины Е2 и F2α, ионы кальция. Главную роль в агрегации тромбоцитов играет фактор, активирующий тромбоциты. Он образуется в лейкоцитах, стенках сосудов, макрофагах, тромбоцитах. Первый этап адгезии и агрегации тромбоцитов обусловлен взаимодействием фактора со специфическими рецепторами кровяных пластинок. К ним относятся гликопротеиды разной молекулярной массы. Они локализованы на поверхности мембраны и в открытой канальцевой системе.

Так же в процессах адгезии и агрегации особую роль занимает специальный белок – тромбоспондину, который связывается с фибронектином с участием ионов кальция или магния, и служит рецептором фибриногена. На поверхности кровяных пластинок может взаимодействовать с гликопротеидами, которые содержат много гистидина.
Вязкий метаморфоз – комплекс морфологических, функциональных и биохимических преобразований в кровяных пластинках, который ведет к истончению мембраны и их разрушению. Конечной стадией метаморфоза является процесс «освобождения» – выход из кровяных пластинок тромбоцитарных факторов свёртывания крови. Процесс «освобождения» обусловлен с внутриклеточным увеличением ионов кальция и активацией контрактильных белков (Смирнов, 2002).
1.3. Функции тромбоцитов
В организме человека тромбоциты выполняют ряд определённых функций:
1. Гемостатическая функция обусловлена образованием тромба в сосудах микроциркуляции.
2. Ангиотрофическая функция характеризуется влиянием кровяных пластинок на структуру и функцию сосудов микроциркуляторного русла, подпитывая эндотелиальные клетки капилляров. 
3. Регулируют тонус стенок сосуда с помощью серотонина, локализованного в гранулах кровяных клеток, и тромбоксана А2, синтезируемого их араховидной кислоты в результате агрегации тромбоцитов. 
4.  Участвуют в процессе свёртывания крови с помощью тромбоцитарных факторов свёртывания крови (Шитикова, 2000).

Тромбоцитарные факторы свёртывания крови дифференцируют на собственные, которые локализованы в гранулах кровяных пластинок, и адсорбированные, находящиеся на поверхности мембраны. Согласно международной номенклатуре тромбоцитарные свёртывания крови принято обозначать арабской цифрой и латинской буквой P (от лова platelet – пластинка). Наибольшую значимость в свёртывания крови имеют следующие факторы: 
Р1 – тромбоцитарный акселератор – глобулин; сходен с фактором V плазмы, является адсорбированным из плазмы фактором. 
Р2 – акселератор тромбина; влияет на ускорение перехода фибриногена в фибрин. 
Р3 – тромбопластический фактор, или фосфолипид; находится в мембранной фракции, используется при образовании протромбиназы по внутреннему пути. 
Р4  – антигепариновый фактор. 
Р5 – фибриноген тромбоцитов; расположен на поверхности и внутри клетки, важен при агрегации кровяных пластинок.
Р6 – тромбостенин – контрактильный белок, сходен с мышечным актомиозином; участвует в обеспечении передвижения тромбоцитов и образовании псевдоподий, участвует в процессах ретракции, агрегации и адгезии. 
Р7 – антифибринолитический фактор, принимает участие в связывании плазмина. 
Р8 – активатор фибринолиза, активируется в присутствии стрептокиназы. 
Р9 – фибринстабилизирующий фактор, по своему действию схож с   фактором XIII плазмы (фибриназой).
Р10 – вазоконстрикторный фактор (серотонин); участвует в процессе образования спазма сосудов, оказывает стимуляцию агрегации кровяных клеток.
Р11 – АДФ – является эндогенным фактором агрегации.
Помимо этого, в кровяных пластинках так же имеет тромбоксан А2, который является производным арахидоновой кислоты. Он вызывает склеивание кровяных пластинок и спазм кровеносных сосудов. Так же обнаружен тромбоглобулин, но его роль пока не установлена. Фактор проницаемости сосудов и хемотаксический фактор, принимающие участие в усилении двигательной активности лейкоцитов (Смирнов, 2002).
1.4. Механизм сосудисто-тромбоцитарного гемостаза
Сосудисто-тромбоцитарный гемостаз характеризуется процессом образования тромбоцитарной пробки или тромба. Данный механизм разделяется на три фазы: 1) первичный или временный спазм сосудов; 2) образование тромбоцитарной пробки в связи с прикреплением тромбоцитов к деформированной поверхности (процесс адгезии); 3) сокращение и уплотнение тромбоцитарной пробки.  


После получения травмы сразу можно наблюдать первичный спазм кровеносных сосудов. Именно поэтому кровотечение в первые секунды после ранения может не наблюдаться. Первичный спазм сосудов характеризуется поступлением в кровь в ответ на болевое раздражение адреналина и норадреналина. Продолжительность данной фазы составляет 10 – 15 секунд. Далее она переходит во вторичный спазм, который характеризуется активацией кровяных пластинок и поступлением сосудосуживающих факторов – серотонина, адреналина и ТхА2 (Покровский, Коротько, 2003).
Дефект сосудов мгновенно активирует кровяные пластинки, что указывает не только на большую концентрацию аденозиндифосфата, высвобождающегося из погибающих эритроцитов и повреждённых сосудов, но и с открытием эндотелия, фибриллярных и коллагеновых структур. Происходит «раскрытие» вторичных рецепторов и создания оптимальных условий для адгезии, агрегации и формировании тромбоцитарной пробки.

Процесс адгезии характеризуется нахождением в плазме и кровяных пластинках фактора Виллебранда, который имеет три активных центра. Два центра образуют связь с экспрессированными рецепторами тромбоцитов, а один связывается с рецепторами субэндотелия и коллагеновых волокон.  В результате, кровяные пластинки с помощью фактора Виллебранда оказываются «прицепленными» к нарушенной поверхности сосуда.
 В одно время с адгезией проходит процесс склеивания кровяных пластинок, которая контролируется белком – фибриногеном, находящемся в плазме крови и тромбоцитах. Он формирует между ними связующие мостики, которые вызывают образование тромбоцитарной пробки (Вашкинель, Петров, 1982).
Немаловажны, в процессах прилипания тромбоцитов и склеивания их друг с другом, интегрины – комплекс белков и полипептидов, которые являются связующими агентами между отдельными кровяными пластинками и структурой деформированного сосуда.   Склеивание тромбоцитов между собой может быть обратимым (сразу за агрегацией идёт дезагрегация, характеризующаяся дезинтеграцией агрегатов), зависящее от недостатка агрегирующего агента.
Из кровяных пластинок, прошедших путь агрегации и адгезии, в больших количествах выделяются гранулы, в состав которых входят: аденозиндифосфат, адреналин, норадреналин, фактор Р4, ТхА2 и прочие, приводящие к необратимой вторичной агрегации. Попутно происходит формирование тромбина, который усиливает процесс склеивания тромбоцитов. Он активирует появление сети фибрина, в которой задерживаются отдельные кровяные пластинки и лейкоциты.
С помощью тромбостенина происходит приближение тромбоцитов друг к другу, наблюдается сокращение и уплотнение тромбоцитарной пробки, то есть наступает ретракция.

Необходимы в сосудисто – тромбоцитарном гомеостазе производные арахидоновой кислоты – простагландин I2 (PgI2), так же называемые простациклин и ТхА2. Если целостность эндотелиального покрова не нарушена, то действие простациклина преобладает над действием ТхА2, при этом не наблюдается в сосудах прилипания к повреждённому участку и склеивании тромбоцитов друг с другом. Когда целостность эндотелия всё же нарушена, то в месте травмы синтеза простациклина не имеет места быть, но преобладает действие ТхА2, который активирует процесс формирования тромбоцитарной пробки (Смирнов, 2002).
1.5. Тромбоцитарные факторы роста

Наиболее изученным, среди белковых факторов роста кровяных пластинок является тромбоцитарный фактор роста (platelet derived growth factor). Он может модифицировать пролиферативный статус клеток, влияет на интенсивность белкового синтеза, одновременно не влияя на транскрипцию генов раннего ответа. Синтез белка в кровяных пластинках не наблюдается. Данный процесс происходит в мегакариоцитах и запасается в α–гранулах тромбоцитов. Пока тромбоцитарный фактор роста локализован внутри кровяных пластинок, он недоступен для других клеток, но при взаимодействии с тромбином наблюдается активация кровяных пластинок с последующим высвобождением содержимого в плазму. Тромбоциты являются главным поставщиков данного фактора роста, однако существуют клетки мезенхимального происхождения, способные синтезировать и секретировать данный фактор (Каде, Занин, Губарева и др., 2011).

Сосудистый фактор эндотелиального роста (vascular endothelial growth factor) необходим в процессе энхондральной оссификации. Он является ответственным за образование новых кровеносных сосудов в костной мозоли. Имеется несколько изоморфных форм данного фактора. VEGF-А отвечает за ангиогенез и является прототипом всего семейства.  VEGF-C и VEGF-D участвуют в лимфоангиогенезе. Синтез сосудистого фактора эндотелиального роста осуществляется в эндотелии, хондроцитах, макрофагах, фибробластах, гладких мышечных клетках и остеобластах. Данный фактор сохраняет активность на всех этапах срастания перелома, начиная с первых часов в межотломковой гематоме и заканчивая через несколько месяцев на стадии ремоделирования костной мозоли (Костив, Калиниченко, Матвеева, 2017).

Инсулиноподобный фактор (insulin-like growth factor) синтезируется в разнообразных клетках, в том числе в остеобластах. Семейство инсулиноподобного фактора состоит из 2 изоморфных форм. Инсулиноподобный фактор- II наиболее распространён в костях, однако инсулиноподобный фактор I имеет наиболее большую остеогенную активность. Он участвует в стимуляции хемотаксиса и активности остеобластов, в естественных условиях ускоряют образование костной ткани. Инсулиноподобный фактор I проявляет наибольший эффект при взаимодействии с трансформирующим фактором роста (Simpson, Mills, Noble, 2006).

Трансформирующий фактор роста-β (transforming growth factor beta) является представителем цитокинов. Количество данного фактора в костной ткани составляет около 200 мк/кг. В семейство трансформирующего фактора-β входит более 30 дискретных молекул, которые играют основную роль в костном метаболизме, индукции клеточного пула и основного вещества костной ткани. В зависимости от доли секретируемого внеклеточного матрикса трансформирующий фактор-β может подавлять его разрушение в хряще и кости. Данный фактор может находится в трёх изоморфных состояниях: β1, β2 и β3. Они синтезируются остеобластами и остеокластами и всегда находятся в латентной форме в костном матриксе.   При разрушении костной ткани трансформирующий фактор β1 активируется остеокластами и на ранних стадиях срастания перелома. Количество данного фактора повышается при воспалительных процессах, фиброзных изменениях почет, миокарда и печени. Есть данные, что названный фактор имеет способность блокировать сигнальные пути костных белков, замедляя репаративные способности костной ткани (Chen, Deng, Li, 2012).

Эпидермальный фактор роста (epidermal growth factor) синтезируется кератиноцитами кожи и активированными макрофагами. Данный фактор оказывает действие сильного митогена, стимулирует деление клеток кератиноцитов и фибробластов дермы. Участвует в заживлении ран и может вызывать малигнизацию клеток (Кашутин, Дегтяр, 2008).


Фибробластический фактор роста (fibroblast growth factor) участвует в образовании новых сосудов.  Кислый фибробластический фактор 1 и основной фибробластический фактор 2 возбуждают ангиогенез в результате стимуляции роста эндотелиацитов и гладкомышечных клеток. Упомянутый ранее кислый фибробластический фактор 1 экспрессируется в ишемизированном миокарде и участвует в образовании коллатералей (Шурыгин, Шурыгина, 2010).
ГЛАВА 2. МЕТОД ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ПЛАЗМЫ, ОБОГАЩЁННОЙ ТРОМБОЦИТАМИ (PRP – МЕТОД), КАК МЕТОД РЕГЕНЕРАТИВНОЙ МЕДИЦИНЫ
2.1. История возникновения метода

Впервые в 1898 году в США шведские врачи Э. Эльфстрем и Грефстрем ввели пациенту аутологичную кровь в растворе поваренной соли при лечении туберкулёза и пневмонии.
В 1905 году немецкий хирург Август Бир обратил внимание, что при введении в бедро собственной крови пациента, в организме испытуемого наблюдался эффект, подобный раздражителю, который ускорял процесс регенерации переломов. Так же А. Бир заметил, что переломы трубчатых костей, которые сопровождались гематомами и кровоподтёками, сокращают срок заживления. При дальнейших исследованиях немецкий хирург применял инъекции аутологичной крови в различных патологических состояниях (Кребс, 2010). 
В России данный опыт был подхвачен в дореволюционное время. Наибольший вклад внёс В.Ф. Войно–Ясенецкий, который применил аутогемотерапию при лечении воспалительных заболеваний. В 1934 г. им была опубликована работа «Очерки гнойной хирургии», в которой он описал метод введения цельной аутологичной крови в эпицентр воспалительных процессов мягких тканей (Войно–Ясенецкий, 2010).
Благоприятные результаты и минимальные побочные эффекты на долгое время сделали аутогемотерапию постоянно применяемым вспомогательным методом лечения, вплоть до начала применения антибиотиков. Так же необходимо отметить болезненность ввода аутологичной крови в мягкие ткани. Для того, чтобы уменьшить болевосприятие пациента применяли оглушающий наркоз, популярный в начале ХХ века. После стали применять схему Реккевега – метод, основанный на ступенчатой аутогемотерапии с потенцированием по системе Ханемана (Кребс, 2010).
Эпоха антибиотиков, которая наступила в 40 – х годах, сдвинула применение аутологичной крови при лечении хронических заболеваний. Как подсобный метод лечения аутогемотерапия плотно закрепилась в СССР и Германии при лечении хронических воспалительных заболеваний.
Дальнейшим этапом развития гемотерапии являлось использование плазмы – одного из компонентов крови, в которой не имеется эритроцитов, а только большое количество тромбоцитов. Следствием использования аутологичной плазмы с большим количеством тромбоцитов стало открытие того, что в кровяных пластинках содержатся белковые факторы, дающие импульс для клеточного регенеративного процесса. В конце 80 – х годов ХХ века R.E. Marx с соавторами впервые стали применять плазму в формате геля. Методика приготовления геля с богатым содержанием кровяных пластинок была предложена компанией «Harvest Technologist» (Соединённые штаты Америки) и была рекомендована в основном для применения в стоматологии. 
В 2003 году российские учёные Р.Ф. Зарудий и Р.Р. Ахмеров впервые в мире разработали инъекционную форму богатой кровяными пластинками плазмы для использования в челюстно–лицевой хирургии и при лечении атрофических и воспалительных заболеваний в реабилитационный период. Данный метод получил название «Плазмолифтинг». В 2004 году начинаются клинические испытания данного метода. Действенность технологии проверяется на учёных и добровольцах. Были получены первые результаты в области косметологии: при лечении фотодерматоза, угревой сыпи и выпадения волос. Наблюдалось явление омоложения кожи (Зарудий, Ахмеров, 2005).  
Предпочтения в использовании инъекционной формы аутологичной плазмы, содержащей кровяные пластинки, заключается в удобном использовании и возможности расширения диапазона клинического использования не только в хирургической, но и терапевтической практике.

2.2. Механизм действия обогащенной тромбоцитами аутоплазмы

Совершенствование ускорения восстановлений тканей – одна из животрепещущих задач современной медицины. В 80-х годах ХХ века во время стимуляции процесса восстановления основное внимание уделяли насыщению тканей кислородом (Hussan, La Van, Hunt, 1991). В наше время основной целью процессов регенерации является распознавание факторов роста, раскрытие механизма действия и возможностей применения для ускорения заживления ран (Fennis, Stoelinga, Jansen, 2002). Переходом от одной эпохи к другой служит открытие того, что воздействие на макрофаги кислорода и парциального давления, осуществляется через факторы ангиогенеза и прочие факторы, стимулирующие заживление и противостоящие инфицированию (Johnson, Hunt, Mathes, 1988).
Тактика использования аутологичной плазмы заключается в улучшении и ускорении процессов, которые вызываются содержащимися в кровяных пластинках факторов роста. Данная плазма не токсична и не наносит вред иммунитету. Она катализирует естественные механизмы восстановления из–за содержащихся в тромбоцитах факторов роста, которые управляют естественными механизмами регенерации. Помимо вышесказанного аутологичная плазма модулирует и координирует функцию первичных факторов роста: тромбоцитарного, трансформирующего, фактора роста эндотелия сосудов, инсулиноподобного, эпидермального и фибробластического факторов роста. Данное свойство несёт отличие факторов роста богатой кровяными пластинками аутологичной плазмы от рекомбинантных факторов роста, каждый из которых несёт ответственность за отдельный механизм регенерации (Ахмеров, Зарудий, Рычкова, 2011).
Доставка факторов роста в ткань осуществляется в инъекционной форме аутоплазмы и концентрируется с помощью введения большего количества плазмы, которая стимулирует формирование фибробластов. Дальнейшим шагом является усиление активности фибробластов. Фибробласты синтезируют эластин, коллаген и гиалуроновую кислоту. Данный процесс стимулирует формирование молодой соединительной ткани, росту капилляров. В результате наблюдается регенерация обменных процессов, улучшение метаболизма в клетках тканей и микроциркуляции, нормализуется тканевое дыхание, активируется местный иммунитет. Во время запуска звеньев естественного процесса восстановления аутологичная плазма является практичным и безопасным биологическим «инструментом». Она является естественной для собственных тканей человека, биологически доступной в том биохимическом соотношении компонентов, которые свойственны данному организму.

2.3. Технология получения обогащённой тромбоцитами аутоплазмы

Существуют различные методы получения богатой тромбоцитами плазмы. В наиболее общем виде метод получения аутологичной плазмы выглядит так: в венозную кровь пациента, взятую натощак, вливают антикоагулянт. Наиболее удобно использовать в качестве антикоагулянта цитрат натрия, в связи с тем, что данный компонент не влияет на изменение морфологических свойств кровяных пластинок: не наблюдается адгезии тромбоцитов, не изменяется сферическая форма на дискоидную. Далее происходит центрифугирование крови при разных скоростях, пока не будет наблюдаться её разделение на три слоя: бедная тромбоцитами плазма, богатая тромбоцитами плазма и «красные» кровяные клетки.  

Обычно проводятся 2 вращения. Первое «тяжёлое» вращение отделяет бедную кровяными пластинками от эритроцитов и богатой тромбоцитами плазмы. Второе «мягкое» вращение отделяет эритроциты от богатой тромбоцитами плазмы. Полученный материл, имеющий наибольшую плотность богатой тромбоцитами плазмы, располагается на дне пробирки. Но в настоящее время данная методика не популярна в использовании, потому что она сложна в применении и способна вызывать химические и механические повреждения красных кровяных пластинок (Mirsha, Woodal, Viera, 2008).
Другая методика по изготовлению богатой тромбоцитами плазмы подразумевает использование однократного медленного центрифугирования, которое позволяет кровяным пластинкам оставаться взвешенными в плазме крови, а лейкоцитам и эритроцитам оседать на дно пробирки. Этим отличается данная методика от быстрого центрифугирования, которое приводит к механической деформации тромбоцитов и повышению температуры плазмы, а следовательно, к изменению микроструктуры клеток и частичной иннервации факторов роста, в связи с чем часть из них теряется.

Методика приготовления плазмы в результате однократного медленного центрифугирует выглядит так: из периферической вены испытуемого кровь отбирают в 4 специальные вакуумные пробирки, объёмом по 9 мл каждая, содержащие раствор тринатрия цитрата 3,8%. Чтобы смешать кровь с цитратом, пробирки необходимо перевернуть 4-5 раз. Центрифугирование крови осуществляется в течение 8 минут с силой вращения центрифуги 1500 оборотов в минуту. В ходе вращения наблюдается разделение крови на три фракции: нижняя – эритроциты, средняя – лейкоциты, верхняя – плазма, богатая кровяными пластинками, которая также делится на три фракции: верхняя – 2 мл – плазма, с концентрацией тромбоцитов равной их концентрации взятой крови, средняя – 1 мл  – в 2-3 раза превышающая физиологическую концентрацию обогащённая кровяными пластинками плазма,  нижняя – 1 мл – плазма, наиболее богатая тромбоцитами.
С 2003 года в России запатентовали другой способ получения аутологичной плазмы с применением специальных пробирок, которые содержат в роли антикоагулянта гепаринат натрия и разделительный олефиновый гель. Забор крови осуществляется в объёме 18-36 мл с использованием периферического венозного катетера диаметром не меньше 1,1 мм в зависимости от области введения в 2-4 специализированные пробирки Plasmolifting.
Пробирки помещаются в центрифугу, с параметрами вращения 4000 оборотов в минуту в течение 5 минут. В процессе центрифугирования наблюдается разделение на два основных слоя: эритроцитарно–лейкоцитарный сгусток и плазму крови, обогащённую кровяными пластинками. Шприцем набирается супернатант – это аутоплазма, содержащая кровяные пластинки и располагающаяся над разделительным гелем. Данная методика актуальна в использовании в связи с тем, что разделительный гель не даёт смешиваться слоям крови. Остаётся неизвестным действие высокой скорости центрифугирования на морфофизиологические свойства кровяных пластинок и какое их количество остаётся в плазме над разделительным гелем (Просянникова, 2004).
2.4. Классификация PRP–препаратов

В руководстве, которое издано Американской ассоциацией банков крови, говорится, что «обогащённая кровяными пластинками плазма крови получается из цельной крови при помощи низкоскоростного центрифугирования, а после тромбоциты концентрируют с помощью высокоскоростного центрифугирования, с дальнейшим изъятием супернатанта, который состоит из плазмы крови» (Arshdeep, Kumarana, 2014).
На сегодняшний день PRP – препараты получают с помощью различных методик и оборудования. Соответственно они носят разное название, в зависимости от биохимической структуры препарата: PRP (Platelet-Rich Plasma – обогащенная тромбоцитами плазма крови, суспензия), PRG (Platelet-Rich Gel – обогащенный тромбоцитами гель), PRF (Platelet-Rich Fibrin – обогащенный тромбоцитами фибрин), PRFM (Platelet-Rich Fibrin Matrix – обогащенный тромбоцитами фибриновый матрикс) (Ахмеров, Зарудий, Рычкова, 2013).
Согласно международной классификации, которая была предложена коллективом специалистов из США, Швейцарии, Италии, Швеции, Польши, Южной Кореи и Голландии (Ehrenfest, Bielecki, Mishra, et all., 2012), все PRP – препараты разделяются на 4 категории в зависимости от содержания в них фибрина и лейкоцитов:
· чистая обогащенная тромбоцитами плазма крови (P-PRP – Pure Platelet–Rich Plasma), полученная в результате сепарирования крови (separator PRP) с помощью методов Vivostat PRF или Anitua’s PRGF;
· обогащенная лейкоцитами и тромбоцитами плазма крови (L-PRP – Leucocyte and Platelet-Rich Plasma), полученная с помощью методов – Curasan, Regen, Plateltex, SmartPReP, PCCS, Magellan и GPS PRP;
· чистый обогащенный тромбоцитами фибрин (P-PRF — Pure Platelet-Rich Fibrin), полученный с помощь метода – Fibrinet;

· обогащенный лейкоцитами и тромбоцитами фибрин (L-PRF – Leucocyte and Platelet-Rich Fibrin), метод получения – Choukroun’s PRF (Choukroun, Diss, Simonpieri, et all., 2006).
Необходимо уточнить, что P-PRP- и L-PRP-суспензии являются неактивированными жидкими формами PRP – продуктов, а P-PRP и L-PRP фибриновые гели – активированные (хлоридом кальция и другими агентами) формы. Неактивированные PRP – препараты не являются неактивными препаратами, так как их полная активация наступает при контакте с тканями организма. (Ehrenfest., Bielecki, Mishra, et all., 2012)
Имеется 3 типа параметров, по которым определяют все имеющиеся методы получения PRP – препаратов (Липова, Покровский, Просянникова, 2013):

· характеристика центрифуги и процессинга препарата (размеры центрифуги, режим/время центрифуги и стоимость расходников/центрифуги);

· показатель эффективности выделения кровяных пластинок и лейкоцитов (их жизнеспособность и конечное содержание/концентрация в продукте);

· качество/плотность фибриновой сетки (низкая/высокая).
Данная классификация, согласно мнению разработчиков, должна помочь стандартизировать получения PRP – препаратов и помочь разобраться в случаях при неуспешном применении PRP – терапии.  

ГЛАВА 3. ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ПЛАЗМЫ, ОБОГАЩЕННОЙ ТРОМБОЦИТАМИ (PRP – МЕТОД), В МЕДИЦИНЕ
3.1. Использование PRP - метода в травматологии

Использование аутологичной плазмы в ускорении процессов репарационного остео- и хондрогенеза позволило улучшить результаты, связанные с хирургическим лечением больных с нарушением хрящевой и костной тканей (Брехов, 2007).  PRP – метод применялся так же при лечении оскольчатых внутрисуставных переломах для соединения свободно находящихся осколков хряща с субхондральной костью. Это позволило обойтись без их изъятия или закрепления имплантатами. В иных исследований применяли факторы роста пациентов, которые перенесли артроскописческое вмешательство в области плечевого сустава в результате повреждения вращательной манжеты и при замещении изъяна манжеты мембраной из аутологичного, насыщенного факторами роста фибрина. В результате проведённых исследований были получены удовлетворительные результаты, которые заключались в уменьшении силы болевого синдрома и заживлении изъяна манжеты плеча через 6 месяцев (Maniscalco, Gambera, Lunati, et all., 2008).  


Другие исследования направлены на изучение эффективности использования тромбоцитарных факторов роста при хронических неисправностях капсульно – связочного аппарата. Были достигнуты положительные результаты при лечении хронического тендиноза локтевого сустава с выявленным болевым синдромом (Mishra, Woodall, Viera,2009). 

Работа, направленная на многократные инъекции тромбоцитарных факторов роста при лечении тендинопатии собственной связки надколенника, дала подтверждение о безопасности и перспективности используемой методики (Kon, Buda, Filardo, et all., 2010). В исследовании, где принимали участие 15 пациентов, страдающие от хронического синдрома «колена прыгуна», было замечено, что стандартное или хирургическое лечение не давало желаемых результатов. При использовании многократных инъекций плазмы, обогащённой тромбоцитами, было отмечено значительное улучшение и восстановление прежней повседневной активности (Filardo, Kon, Della Villa, et all., 2010). Данное лечение так же имеет большой потенциал при лечении боковых и крестообразных связок коленных суставов (Lee, Harwood, Akeson, et all., 1998).

Повреждения медиальной коллатеральной связки, являющиеся самыми распространёнными среди активного населения. Неадекватное лечение может привести к раннему проявлению остеоартроза (Lopez – Vidriero, Goulding, Simon, 2010).

Наибольший эффект наблюдался в результате лечения гонартроза в сравнении с иными локализациями остеоартрозов.  В ходе проведённого лечения удалось в ускоренном времени снизить болевой синдром, улучшить функцию суставов, уменьшить продолжительность болевого синдрома и увеличить срок ремиссии. Использование инъекций аутологичной плазмы при лечении остеоартрита коленного сустава, с применением в качестве контроля внедрение гиалуроновой кислота. В ходе данного опыта были замечены обезболивающие и физические улучшение функций при использовании тромбоцитарных факторов роста (Sanches, Anitua, Azofra, et all., 2008)

3.2. Применение плазмы, обогащённой тромбоцитами, в гинекологии

Инъекционный метод введения плазмы, обогащённой тромбоцитами, часто используется в практике акушеров–гинекологов при заболеваниях шейки матки, эндоцервиците, лейкоплакии, эрозии шейки матки, крауроз вульвы. В ходе лечения заметны следующие результаты:

– восстанавливается слизистая оболочка шейки матки;
– восстанавливается менструальный цикл;

– усиливается тонус мышц тазового дна;

– устраняется дискомфорт в интимной жизни;

–снижается риск возникновения рецидивов, уменьшвются послеоперационные рубцы, в том числе после эпизиотомии, эпизиорафии,

– уменьшаются послеродовые растяжки.

В акушерско- гинекологической практике аутологичная плазма, богатая кровяными пластинками, используется в следующих процедурах:

– операции по коррекции недержания мочи,

– лечение пролапса гениталий,

– формирование рубца на матке при кесаревом сечении,

– реконструктивные операции на матке,

– лечение раневого процесса,

– лечение спаечного процесса,

– лечение трубно-перитонеального бесплодия,

– эрозии шейки матки, лейкоплакии.
Данная терапия имеет большую роль при сочетании патологии с синдромом недифференцированной дисплазии соединительной ткани (Железная, Цвяшко, 2016)

3.3. Использование PRP – технологии в стоматологии и комбустиологии


Особое внимание следует уделить работе по применению раневой повязки, которая состоит из тонкой коллагеновой губки во взаимодействии с тромбоцитарным фактором PDGF–BB на процедуру регенерации ран, полученных в результате ожога, III А степени (Войно – Ясенецкий, 2000). Местная профилактика ожоговых ран с использованием данной биологической повязки на базе коллагена типа I с PDGF – BB вызывает уменьшение сроков образования эпителия до 5 – 7 суток и предостерегает от развития местных гнойно – некротических осложнений, позволяющий уменьшить в 2 – 3 раза процесс восстановления эпителия ожоговых ран III А степени и сокращает время пребывания на стационарном лечении.


В стоматологии аутологичная плазма в форме геля используется в месте лунок зубов, подвергшихся удалению. Было обнаружено, что в лунках, которые были заполнены аутологичной плазмой в форме геля, наблюдался больший объём лучше организованной кости. Всё это проходило в более короткие сроки и образование эпителия на месте раны так же протекала гораздо быстрее (Froum, Wallace, Tarnow, et all., 2002).

3.4. Использование плазмы, обогащённой тромбоцитами, в пластической хирургии

В настоящее время имеется огромный клинический опыт, который даёт подтверждение, что использование PRP – технологии в пластической хирургии даёт положительную результативность. При проведении в комплексе с PRP – терапией рино- и блефаропластики, фейслифтинга отмечают ускорение регенерации тканей. Аутологичная плазма ускоряет приживаемость костного имплантата при челюстно-лицевых операциях. Наблюдаются редукция отёков, гематом и экхимозов. Уменьшаются выраженности болевой реакции. Быстрее происходят реабилитации при применении PRP – метода после хирургических операций. Данные эффекты взаимосвязаны, по предположению, с индукцией биологически активными компонентами PRP – биологических механизмов, которые лежат в фундаменте восстановления деформированной ткани – ангиогенеза, гемостаза, модуляции воспаления, тканевого анаболизма и гемостаза (Man, Plosker, Winland – Brown, 2001).
3.5. Применение PRP–метода в терапевтической косметологии

 Хроно- и фотостарение является сложным биологическим процессом, на который влияют различные факторы: генетические, эпигенетические, факторы окружающей среды (непосредственно ультрафиолетовое излучение) и прочие (Цепколенко, Суровяк, 2012). 

Независимо от различной этиологии, фото- и хроностарение имеют схожие фундаментальные механизмы, которые ассоциируются с изменением гомеостаза коллагена, являющимся основным структурным компонентом кожи, приводящее к нарушению опорного каркаса кожи и образованию морщин.  Учёными было предложено увеличить концентрацию и синтез фибробластов – клеток, продуцирующих коллаген.

Фибробласты являются источником почти всех составляющих межклеточного матрикса дермы, отвечают за контроль межклеточного взаимодействия между кератиноцитами, эндотнлиоцитами и фибробластими. Они обеспечивают морфофункциональную организацию кожи и гемостаз (Kim, Park, Park, et all., 2009).

Большое внимание современная антивозрастная терапия кожи уделяет активации фибробластов дермы, чтобы увеличить синтез межклеточный матрикс и восстановить гомеостаз коллагена. PRP – технология является источником клеточных митогенов (PDGF, TGF, VEGF и IGF), которые индуцируют пролиферативную и синтетическую активность фибробрастов дермы (Cervelli, Gentile, Scioli, et all., 2009). Данный метод можно на данный момент рассматривать как один из эффективных способов коррекции возрастных изменений кожи.
3.6. Применение PRP–терапии в спортивной медицине
Богатая тромбоцитами плазма впервые была повсеместно использована в 1990-х годах. В наше время аутологичная плазма применяется для стимуляции регенерации при пересадке кости, околоимплантных дефектах, заживления кожного лоскута и мягких тканей. 
Наибольшее количество спортивных и связанных с физическими упражнениями травм воздействует на мягкие ткани и относятся к легким травмам, поэтому хирургическое вмешательство не требуется. Данные травмы со временем заживают сами. Например, обыкновенное растяжение проходит следующие фазы: гемостаз, воспаление, замещение собственной тканью и рубцевание ткани (восстановление).  Необходимо, чтобы лечение протекало в естественном темпе.  Благодаря высокому потенциалу PRP – технологии ускорять регенерацию ткани, данная методика становится популярной среди спортсменов или физкультурников, которые желают сократить сроки заживления острых травм и травматического перенапряжения.
С увеличением числа людей зрелого и молодого возраста, занимающихся физическими упражнениями всю жизнь, дегенеративные повреждения и травматическое напряжение становятся наиболее распространёнными. PRP – технология помогает при решении данных проблем (Mirsha, Woodal, Viera, 2008). 
Современное применение PRP - технологии в спортивной медицине включает:
· сильные разрывы мышц, например, разрывы межмышечной перегородки в задней части голени или мышц задней поверхности бедра;
· хроническая инсерционная тендопатия или внутрисубстанционная тендопатия с разрывом или без, например, эпикондилит, тендинит надколенника, инсерционная тендопатия ахиллова сухожилия, подошвенный фасциит, тендинит мышц-вращателей плеча;
· дегенерация хряща и остеоартрит коленного, голеностопного и других суставов на ранних стадиях;

· разрывы связок, например, медиальная коллатеральная связка колена, растяжение связок голеностопного сустава;

· послеоперационная аугментация заращения мягких тканей, например, после хирургического восстановления сухожилий: ахиллова сухожилия или капсулы плечевого сустава, восстановление мениска или хирургия хряща при дегенеративном заболевании суставов (Creaney, Hamilton, 2008).
.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Оптимизация и ускорение регенерации тканей – одна из актуальных задач современной медицины. Еще в 80-х годах ХХ века при стимуляции процессов регенерации основное внимание уделяли оксигенации тканей. В настоящее время основная цель исследований процессов регенерации – идентификация факторов роста, раскрытие механизма действия и возможностей их использования для ускорения заживления ран. Именно на этом и основывается PRP-технология, подразумевающая ввод плазмы, богатой тромбоцитами в повреждённые места, для ускорения регенерации. 
Существуют различные методы получения богатой тромбоцитами плазмы. Все они основаны на центрифугировании венозной крови при разных скоростях, пока не будет наблюдаться её разделение на три слоя: бедная тромбоцитами плазма, богатая тромбоцитами плазма и «красные» кровяные клетки.  Тактика использования аутологичной плазмы заключается в улучшении и ускорении процессов, которые вызываются содержащимися в кровяных пластинках факторов роста. Данная плазма не токсична и не наносит вред иммунитету. Она катализирует естественные механизмы восстановления из-за содержащихся в тромбоцитах факторов роста, которые управляют естественными механизмами регенерации.

Эффективное влияние на процессы регенерации повреждений, позволяет использовать богатую тромбоцитами плазму в различных областях медицины: травматологии, гинекологии, стоматологии, а также спортивной медицине и косметологии. И как показывает проведенный анализ спектр применения аутологичной плазмы только расширяется и модифицируется.
БИЛИОГРАФИЧЕСКИЙ СПИСОК
1. Абрахамс П. Физиология. – М.: ЗАО «БММ», 2008. – 192 с.
2. Ахмеров Р.Р., Зарудий Р.Ф., Рычкова И.Н. и др. Аутостимуляция регенеративных процессов в челюстно-лицевой хирургии и косметологии // Сборник тезисов X Международного симпозиума по эстетической медицине. – Москва, 2011. –  С. 16.
3. Ахмеров Р.Р., Зарудий Р.Ф., Рычкова И. Р. и др. Плазмолифтинг (Plasmolifting) – лечение возрастной атрофии кожи богатой тромбоцитами аутоплазмой // Эстет. медицина. –  2011. – № 10(2). – С. 3–9. 
4. Ахмеров Р.Р., Короткова О.И., Овечкина М.В. и др. Применение аутоплазмы содержащей тромбоциты в дерматокосметологии и стоматологии // Пластическая хирургия и косметология. – 2013. – №1. – С. 94–104 
5. Брехов В.Л. Хирургическое лечение больных с дефектами костной и хрящевой тканей с применением богатой тромбоцитами аутоплазмы. –  Диссерт. на соиск. канд. мед. наук. – Курск, 2007. – 20 с.
6. Вашкинель В.К., Петров М.Н. Ультраструктура и функция тромбоцитов человека. – Л.: Наука, 1982. – 88 с.
7.  Войно-Ясенецкий В.Ф. Очерки гнойной хирургии. – М. – СПб.: ЗАО «Издательство БИНОМ», «Невский Диалект», 2000. – 704 с.

8. Железная А.А., Цвяшко Т.И. и др., Применение обогащённой тромбоцитами аутоплазмы в акушерско–гинекологической практике // Медико-социальные проблемы семьи. – 2016. – Т. 21, № 1. –72–78 с.
9. Зарудий Р.Ф., Ахмеров Р.Р. Применение обогащенной тромбоцитами аутоплазмы для лечения фотодерматоза // Регенеративная хирургия. – 2005. – №3. – Режим доступа: http://www.reg-surgery.ru/2_2005/articles_ru/downloads/007.pdf
10. Каде А.Х., Занин С.А., Губарева Е.А. и др. Физиологические функции сосудистого эндотелия // Фундаментальные исследования. – 2011. – №11-3. – 611–617 с.
11. Кашутин С.Л., Дягтер Ю.С. Эпидермальный фактор роста у больных псориазом и атопическим дерматитом // Цитокины и воспаление. – 2008. – Т. 7, №2. – С. 49–51. 
12. Костив Р.Е., Калиниченко С.Г., Матвеева Н.Ю. Трофические факторы роста костной ткани, их морфологическая характеристика и значение // Тихоокеанский медицинский журнал. – 2017. – №1 –  10–16 с.
13. Кребс Х. Аутогемотерапия. ‒ М.: Эксмо, 2010. ‒ 384 с.
14. Липова Е.В., Покровский К.А., Просянникова Н.В. Аутологичная тромбоцитами плазма в лечении эрозивно-язвенных поражений кожи. Эксперим клин дерматокосметол. – 2013. – № 4. –  48–52 с.

15. Покровский В.М., Коротько Г.Ф. Физиология человека. – М.: Медицина, 2003. – 656 с.
16. Просянникова Н.В. Аутологичная, богатая тромбоцитами плазма в лечении язвенных поражений кожи нижних конечностей. – Диссерт. канд. мед. наук. –  Москва, 2004. – 124 с.
17. Цепколенко В., Суровяк П. PRP-стимуляция синтеза коллагена I типа в коже человека: плацебо-контролируемое исследование in vivo. Вест эстет мед. –  2012. –  № 11(3). –  17–24 с.
18. Физиология человека / Под ред. В.М. Смирнова. – М.: Медицина, 2002. – 6008 с.
19. Физиология человека. В 3-х томах. Т. 2 /Под ред. Р. Шмидта и Г. Тевса. – М.: Мир, 1996. – 313 с.
20. Шиффман Ф.Дж. Патофизиология крови. – М.: БИНОМ, 2000. – 448 с.

21. Шитикова А.С. Тромбоцитарный гемостаз. – СПб: Изд-во СПбГМУ, 2000. – 227 с.
22.  Шурыгин М.Г., Шурыгина И.А. Фактор роста фибробластов, ангиогенез, инфаркт миокарда // Сибирский научный медицинский журнал. – 2010. – №6.  –  89–92 с.
23. Arshdeep, Kumaran М. Platelet-rich plasma in dermatology: Boon or abane? // Ind J. Dermatol Venereol Leprol. – 2014. – Vol. 80. – P. 5–14.
24.  Cervelli V., Gentile P., Scioli M.G., et all. Application of platelet-rich plasma in plastic surgery: clinical and in vitro evaluation // Tissue Eng Part C Methods. – 2009. – Vol. 15(4). – P. 625–634.
25. Chen G., Deng C., Li Y.P. TGF-β and BMP Signaling in osteoblast differentiation and bone healing // Int. J. Boil. Sci. –  2012. –  Vol. 8. – P. 272–288.

26. Choukroun J., Diss A., Simonpieri A., et all. Platelet-rich fibrin (PRF): Asecond-generation platelet concentrate // Part IV: Clinical effects on tissuehealing. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod – 2006. – Vol. 101. – P. 56.
27. Creaney L, Hamilton B.; Growth Factor Delivery Methods in the Management of Sports Injuries: The State of Play // Br. J Sports Med. – 2008. –  Vol. 42. – P. 314–320.

28. Ehrenfest D.M., Bielecki T., Mishra A., et all. In search of a consensus terminology in the field of platelet concentrates for surgical use: plateletrich plasma (PRP), platelet-rich fibrin (PRF), fibrin gel polymerization and leukocytes // Curr Pharm Biotechnol. – 2012. – Vol. 13(7). – Р. 1131–1137.
29. Fennis J., Stoelinga P., Jansen J. Effects of platelet-reach plasma on bone growth and osseоintegration in human maxillary sinus grafts: Threebilateral case reports // International journal of oral maxillofacial surgery. – 2002. – Vol. 31. – P. 281–286.
30. Filardo G, Kon E, Della Villa S, et all. Use of platelet-rich plasma for the treatment of refractory jumper’s knee // Int Orthop. – 2010. – N 34. – Р. 909–915.
31. Froum S.J., Wallace S.S., Tarnow D.P., et all. Effects of platelet-reach plasma on bone growth and osseоintegration in human maxillary sinus grafts: Threebilateral case reports // Int J Periodontics Restorative Dent. – 2002. – Vol. 22. – Р. 45–53.
32. Hussain M.Z., La Van F., Hunt T.K. Wound microenvironment // Wound Healing: Biochemical and Clinical Aspects. – Philadelphia: Saunders. –  1991. – Р. 162–196. 
33. Johnson K., Hunt T.K., Mathes S.J. Oxygen as an isolated variable influences resistance to infection // Ann Surg. – 1988. – Vol. 208. – P. 783–787.
34. Kim W., Park B., Park S., Kim H., et all. Antiwrinkle effect of adipose-derived stem cell: activation of dermal fibroblast by secretory factors // J. Dermatol Sci. – 2009. – Vol. 53. – P. 96–102.
35. Kon E., Buda R., Filardo G., et all. Platelet-rich plasma: intra-articular knee injections produced favorable results on degenerative cartilage lesions // Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc. – 2010. – Vol. 18. – P. 472–479.
36. Lee J., Harwood F.L., Akeson W.H., et all. Growth factor expression in healing rabbit medial collateral and anterior cruciate ligaments // Iowa Orthop. – 1998. – Vol. 18. – P. 19–25.
37. Lind M., Jakobsen B.W., Lund B., et all. Anatomical reconstruction of the medial collateral ligament and posteromedial corner of the knee in patients with chronic medial collateral ligament instability // Am J Sports Med. – 2009. – Vol. 37. – P. 1116–1122.
38. Lopez-Vidriero E., Goulding K.A., Simon D.A., et all. The use of platelet-rich plasma in arthroscopy and sports medicine: optimizing the healing environment // Arthroscopy. – 2010. – Vol. 26. – P. 269–278.
39. Man D., Plosker H., Winland-Brown J. The use of autologous platelet-richplasma (platelet gel) and autologousplatelet-rich plasma (platelet glue) incosmetic surgery // Plast Reconstr Surg. – 2001. – Vol. 107. – № 3. – P. 229–239.
40. Maniscalco P., Gambera D., Lunati A., et all. The ‘‘Cascade’’ membrane: a new PRP device for tendon ruptures. Description and case report on rotator cuff tendon // Acta Biomed. – 2008. – Vol. 79. – P. 223–226.
41. Mishra A., Woodall J Jr., Vieira A. Treatment of tendon and muscle using platelet-rich plasma // Clin Sports Med. – 2009. – Vol. 28. – P. 113–125.
42. Simpson A.H.R.W., Mills L., Noble B. The role of growth factors and related agents in accelerating fracture healing // JBJS (Br). – 2006. – Vol. 88, N 6. – P. 701–705.
43. Sаnchez M., Anitua E., Azofra J., et all.  Intraarticular injection of an autologous preparation rich in growth factors for the treatment of knee OA: a retrospective cohort study // Clin Exp Rheumatol. – 2008. – Vol. 26. – P. 910–913.
PAGE  
35

