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Περίλθψθ 

Ειςαγωγι: Σο PRP (Platelet rich plasma) To οποίο αποτελεί προϊόν του αίματοσ μπορεί να 

προζρχεται είτε από ομφαλοπλακουντιακό είτε από περιφερικό αίμα και ζχει 

χρθςιμοποιθκεί ςε πολλοφσ τομείσ τθσ αναγεννθτικισ ιατρικισ και ειδικά ςτο κομμάτι τθσ 

αναδόμθςθσ ιςτϊν και τθσ εποφλωςθσ πλθγϊν. Θ λειτουργία του βαςίηεται ςε αυξθτικοφσ 

παράγοντεσ που εκκρίνονται από τα α-κοκκία των αιμοπεταλίων. 

Σκοπόσ: Κφριοσ ςτόχοσ τθσ ςυγκεκριμζνθσ εργαςίασ ιταν να παραςκευαςκεί PRP και γζλθ 

αιμοπεταλίων από περιφερικό και ομφαλοπλακουντιακό αίμα με ςκοπό να μελετθκοφν τα 

χαρακτθριςτικά τουσ. Δευτερογενϊσ, ιταν θ εφαρμογι αυτισ τθσ γζλθσ ςε 

κυτταροκαλλιζργειεσ μεςεγχυματικϊν κυττάρων από βαρτόνειο γζλθ (WJ-MSCs) και να 

διερευνθκεί πωσ επιρεάηεται θ ανάπτυξθ τουσ παρουςία τθσ γζλθσ αιμοπεταλίων 

προερχόμενθ από περιφερικό αίμα (PBGEL) και ομφαλοπλακουντιακό αίμα (UCGEL). 

Μζκοδοσ: Για να πραγματοποιθκοφν τα πειράματα χρθςιμοποιικθκαν 39 μονάδεσ 

ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ οι οποίεσ υποβλικθκαν ςε επεξεργαςία δφο 

φυγοκεντριςεων ϊςτε να προκφψουν ςτο τζλοσ 22 μονάδεσ PRP. Επίςθσ 

χρθςιμοποιικθκαν δφο μονάδεσ από περιφερικό αίμα οι οποίεσ ιταν ιδθ pooled. Οι 

πρϊτεσ 12 μονάδεσ PRP από το ομφαλοπλακουντιακό αίμα ενϊκθκαν μεταξφ τουσ για να 

γίνει ζνα Pool και ςτθ ςυνζχεια, αυτι θ polled μονάδα, υποβλικθκε ςε επεξεργαςία ϊςτε 

να παραςκευαςκεί ζνα προϊόν PRP ςτα 10 με 12 ml, θ ίδια διαδικαςία πραγματοποιικθκε 

και για τισ υπόλοιπεσ 10 μονάδεσ PRP από ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ. Όλεσ οι 

μονάδεσ PRP καταψφχονταν ςτουσ -20οC με αποτζλεςμα οι μεμβράνεσ των αιμοπεταλίων 

να λφονται και να απελευκερϊνουν τα ςυςτατικά τουσ ςτο πλάςμα, το προϊόν που 

προκφπτει λζγεται Platelet Lysate (PL). Σα platelet lysate από το περιφερικό (PBPL) και από 

το ομφαλοπλακουντιακό αίμα (UCPL) μετρικθκαν ωσ προσ τθ ςυγκζντρωςθ τουσ ςε 

πρωτεϊνθ. Σα επόμενα πειράματα αφοροφςαν τθν εφαρμογι του PL ςτισ 

κυτταροκαλλιζργιεσ μεςεγχυματικϊν κυττάρων από βαρτόνειο γζλθ (WJ-MSCs). Σα κφτταρα 

απομονϊκθκαν από ομφάλιο λϊρο και καλλιεργικθκαν ςε κρεπτικό υλικό 20% 

(aMEM/FBS) μζχρι Passage 3 ι 4. Μετά, δθμιουργικθκαν τρείσ ςυνκικεσ 

κυτταροκαλλιζργειασ κατά τισ οποίεσ τα WJ-MSCs αναπτφςςονταν παρουςία του PL και του 

PG από το περιφερικό και ομφαλοπλακουντιακό αίμα. Θ πρϊτθ ςυνκικθ αφοροφςε τθν 

καλλιζργεια των MSCs παρουςία ενόσ medium από PL περιφερικοφ και 

ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ (MSCs + UC/PBPL Medium), θ δεφτερθ ςυνκικθ αφοροφςε 

τθν ανάπτυξθ MSCs πάνω από τθν γζλθ αιμοπεταλίων προερχόμενθ από περιφερικό και 
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ομφαλοπλακουντιακό αίμα (UC/PBGEL + MSCs), το οποίο δθμιουργικθκε μετά τθν 

προςκικθ ίςου όγκου γλυκονικοφ αςβεςτίου ςτο PL και θ Σρίτθ ςυνκικθ αφοροφςε τθν 

ανάπτυξθ MSCs κάτω από το γζλθ αιμοπεταλίων προερχόμενθ από περιφερικό και 

ομφαλοπλακουντιακό αίμα (MSCs + UC/PBGEL). 

Αποτελζςματα: Όλεσ οι μονάδεσ PRP μόλισ καταψφχονται ςτουσ -20οC, τα αιμοπετάλια τουσ 

λφονται και το μίγμα που προκφπτει λζγεται Platelet Lysate. Οι μονάδεσ από 

ομφαλοπλακουντιακό αίμα που μετατρζπονταν ςε PRP είχαν κατά μζςο όρο final recovery 

(%) 33 με 40 %. Αυτι θ τιμι για το PRP από το περιφερικό αίμα είναι αδφνατο να βρεκεί 

εφόςον οι μονάδεσ αυτζσ ιταν ιδθ pooled και δεν ιταν γνωςτι θ αρχικι τουσ ςυγκζντρωςθ 

ςε αιμοπετάλια. Μετρικθκε θ ςυγκζντρωςθ πρωτεΐνθσ ςτο PBPL και ςτο UCPL και βρζκθκε 

ότι ςτο PBPL θ ςυγκζντρωςθ ιταν εϊσ και 25 mg/ml υψθλότερθ από το UCPL. 

Παρατθρικθκε ότι, γενικότερα, τα κφτταρα αναπτυςςόντουςαν καλφτερα ςτο κρεπτικό 

υλικό με PL από το περιφερικό αίμα(MSCs+PB medium) και ότι τα κφτταρα που 

αναπτφςςονταν κάτω από τθν γζλθ αιμοπεταλίων προερχόμενθ από το περιφερικό αίμα 

(MSCs+PBGEL) τα κφτταρα παρουςίαςαν καλφτερθ ανάπτυξθ. Σα κφτταρα που 

αναπτυςςόντουςαν πάνω ςτθν γζλθ αιμοπεταλίων ζδειξαν ότι είχαν καλι ανάπτυξθ και 

ςτισ δφο περιπτϊςεισ (γζλθ αιμοπεταλίων προερχόμενθ από περιφερικό αίμα PBGEL+MSCs 

και γζλθ αιμοπεταλίων από ομφαλοπλακουντιακό αίμα UCGEL+MSCs). 

Συμπεράςματα: Σo PRP από περιφερικό και ομφαλοπλακουντιακό αίμα ζχει ςυγκεκριμζνθ 

διαδικαςία παραςκευισ θ οποία αν ακολουκθκεί όπωσ υποδεικνφουν τα ανάλογα 

πρωτόκολλα το τελικό προϊόν κα είναι το επικυμθτό.  
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Abstract 

Introduction: PRP (Platelet rich plasma), which is a blood product, can be derived from either 

from peripheral blood or umbilical cord blood and has been used in many areas of 

regenerative medicine, especially in the field of tissue reconstruction and wound healing. Its 

function is based on growth factors secreted by platelet α-granules. 

Purpose: The main goal of this study was to prepare PRP and platelet gel from peripheral 

and umbilical cord blood in order to study their characteristics. Secondly, the application of 

this gel in cell cultures of mesenteric cells from walton’s gelly (WJ-MSCs) and to investigate 

how their development is affected in the presence of platelet gel derived from peripheral 

blood (PBGEL) and umbilical cord blood (UCGEL). 

Method: in order to perform the experiments, 39 units of umbilical cord blood were used, 

which underwent two centrifugal treatments to produce 22 units of PRP. Two units of 

peripheral blood that were already pooled were also used to produce PRP. The first 12 units 

of PRP from the umbilical cord blood were joined together to form a pool which then was 

processed to make a PRP product at 10 to 12 ml, the same procedure was performed for the 

remaining 10 PRP units from umbilical cord blood. All PRP units were frozen at -20οC 

resulting in platelet membranes dissolving and releasing their components into the plasma, 

the resulting product is called Platelet Lysate (PL). Platelet lysate from the peripheral (PBPL) 

and umbilical cord blood (UCPL) were measured for protein concentration. Subsequent 

experiments involved the application of PL in cell cultures of mesenchymal stromal cells 

from walton’s gelly (WJ-MSCs). The cells were isolated from umbilical cord and cultured in 

culture medium 20% (aMEM / FBS) until Passage 3 or 4. Subsequently, three cell culture 

conditions were created in which WJ-MSCs developed in the presence of PL and PG from the 

peripheral and umbilical cord blood. The first condition was the culture of MSCs in the 

presence of a medium of PL from peripheral and umbilical cord blood (MSCs + UC / PBPL 

Medium), the second condition was the culture of MSCs above the platelet gel derived from 

peripheral and umbilical cord blood MS. The gel was created after the addition of an equal 

volume of calcium gluconate to the PL. The third condition concerned the development of 

MSCs under the platelet gel derived from peripheral and umbilical cord blood (MSCs + UC / 

PBGEL). 

Results: All PRP units after frozen to -20οC caused the platelets to dissolve and the resulting 

mixture was called Platelet Lysate. Units from umbilical cord blood that were converted to 

PRP had an average final recovery (%) of 33 to 40%. This value for PRP from the peripheral 
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blood is impossible to find with accuracy since these units were already pooled so it is 

impossible to know their initial concentration in platelets. Protein concentration was 

measured in PBPL and UCPL and it was found that in PBPL the concentration was up to 25 

mg/ml higher than UCPL. It was observed that, in general, the cells proliferated better in the 

culture medium derived from peripheral blood PL (MSCs + PB medium) and when the cells 

were cultivated under the platelet gel derived from peripheral blood (MSCs + PBGEL) their 

proliferation was also better compared to that of the cells cultivated under the platelet gel 

derived from umbilical cord blood. WJ-MSCs cultivated on platelet gel showed good 

proliferation in both cases (platelet gel derived from peripheral blood PBGEL + MSCs and 

umbilical cord blood gel UCGEL + MSCs) 

Discussion: PRP from peripheral and umbilical cord blood has specific procedures out of 

witch it can be maintained. These procedures if followed as indicated by the relevant 

protocols the final product will be the desired one.  
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Συντομογραφίεσ 

 

  Αγγλικι ορολογία Ελλθνικι ορολογία 

PRP  Platelet Rich Plasma   Πλάςμα Πλοφςιο ςε Αιμοπετάλια 

PLT Platelet     Aιμοπετάλιο 

PL Platelet Lysate 

PG Platelet Gel    Γζλθ Αιμοπεταλίων 

GF Growth Factor    Αυξθτικόσ Παράγοντασ 

PB Peripheral Blood   Περιφερικό αίμα 

UCB Umbilical Cord Blood   Ομφαλοπλακουντιακό αίμα  

WJ Walton’s Jelly    Βαρτόνειοσ Γζλθ 

MSCs Mesenchymal Stromal Cells  Mεςεγχυματικά ΢τρωματικά Κφτταρα 
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Πρόλογοσ 

Σο Πλάςμα πλοφςιο ςε αιμοπετάλια ι PRP (Platelet Rich Plasma) αποτελεί ζνα προϊόν του 

αίματοσ το οποίο ζχει βρει ευρεία χριςθ τόςο ςτον ερευνθτικό τομζα όςο και ςτθν κλινικι πράξθ 

και κυρίωσ ςτο κομμάτι που αφορά τθν αναγζννθςθ ιςτϊν. Σο PRP πρόκειται για ζναν μικρό όγκο 

πλάςματοσ ςτο οποίο περιζχεται υψθλι ςυγκζντρωςθ αιμοπεταλίων PLTs. Ο μθχανιςμόσ δράςθσ 

του βαςίηεται ςτουσ αυξθτικοφσ παράγοντεσ ι GFs (Growth Factors) οι οποίοι εκκρίνονται από τα 

α κοκκία των αιμοπεταλίων. Σο PRP μπορεί να προζρχεται είτε από περιφερικό είτε από 

ομφαλοπλακουντιακό αίμα.  

 ΢το πρϊτο μζροσ αυτισ τθσ εργαςίασ κα περιγραφεί ποιεσ είναι οι αρχζσ πίςω από τισ διάφορεσ 

διαδικαςίεσ παραςκευισ του PRP κακϊσ κα αναλυκεί ο μθχανιςμόσ δράςθσ του και το πϊσ 

εφαρμόηεται ςτον τομζα τθσ αναγεννθτικισ ιατρικισ. ΢το δεφτερο κομμάτι τθσ εργαςίασ κα 

περιγραφκεί μία ςειρά πειραμάτων κατά τα οποία αναπτφχκθκε γζλθ αιμοπεταλίων ι PG 

(Platelet Gel) από περιφερικό και ομφαλοπλακουντιακό αίμα με ςκοπό να μελετθκοφν τα 

χαρακτθριςτικά τθσ. Δευτερογενϊσ, κα περιγραφεί θ εφαρμογι αυτισ τθσ γζλθσ ςε 

κυτταροκαλλιζργειεσ μεςεγχυματικϊν κυττάρων από βαρτόνειο γζλθ (WJ-MSCs) και το πωσ 

επθρεάηεται θ ανάπτυξθ τουσ παρουςία τθσ γζλθσ αιμοπεταλίων προερχόμενθ από περιφερικό 

και ομφαλοπλακουντιακό αίμα.  
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Ειςαγωγι 

Τπάρχουν εκατοντάδεσ εκφυλιςτικζσ αςκζνειεσ και πακιςεισ οι οποίεσ προκαλοφν τθν νζκρωςθ 

και τθν απϊλεια κυττάρων και ιςτϊν. Θ ιατρικι ζχει αναπτφξει πολλζσ κεραπευτικζσ 

προςεγγίςεισ για τισ περιςςότερεσ από αυτζσ τισ αςκζνειεσ. Αυτζσ οι ςυμβατικζσ κεραπείεσ 

μπορεί να αποτελοφν φαρμακευτικά ςκευάςματα είτε να αποτελοφν μοςχεφματα με ςκοπό να 

αντικαταςτιςουν τον ιςτό που χάκθκε. 

΢τα πλαίςια τθσ ζρευνασ τθσ επιςτιμθσ πάνω ςε αυτζσ τισ αςκζνειεσ, ζχει αναπτυχκεί 

μια νζα κεραπευτικι προςζγγιςθ. Σο πλάςμα πλοφςιο ςε αιμοπετάλια (PRP) πρόκειται για ζνα 

προϊόν του αίματοσ με εξαιρετικζσ ιδιότθτεσ όςο αφορά τθν κεραπεία τζτοιων αςκενειϊν. Σο 

PRP αποτελείται από αιμοπετάλια, τα οποία εκτόσ από τον πρωταρχικό τουσ ρόλο ςτθν 

αιμόςταςθ, ςυμβάλουν ςθμαντικά ςτθν εποφλωςθ και ςτθν αναδόμθςθ των ιςτϊν μετά από ζνα 

τραφμα. Αυτό το καταφζρνουν χάρθ ςτουσ αυξθτικοφσ παράγοντεσ οι οποίοι εκκρίνονται από τα 

α-κοκκία των αιμοπεταλίων και οι οποίοι διεγείρουν τθν κυτταρικι διζγερςθ.  

Σο PRP τα τελευταία χρόνια ζχει τραβιξει το ενδιαφζρον από πολλοφσ επιςτιμονεσ οι 

οποίοι το χρθςιμοποιοφν ςτθν ζρευνα και ςτθν κλινικι πράξθ με ςτόχο να αξιοποιιςουν ςτο 

ζπακρο τθσ δυνατότθτεσ του. Ο τομζασ τθσ ιατρικισ που βρίςκει εφαρμογι το PRP είναι θ 

αναγεννθτικι ιατρικι και υπάρχουν πολλζσ μελζτεσ οι οποίεσ προςπακοφν να προςδιορίςουν το 

εφροσ τθσ εφαρμογισ του ςτον τομζα αυτό. 

Σο PRP μπορεί να προζρκει από αίμα ενιλικα εκελοντι αιμοδότθ (περιφερικό αίμα) και από 

ομφαλοπλακουντιακό αίμα. Δθλαδι, κα μποροφςε να κεωρθκεί, ότι θ πθγι του είναι 

απεριόριςτθ. Οπότε, προκφπτει θ ανάγκθ να μελετθκεί ςτο ζπακρο θ χρθςιμότθτα και ο τρόποσ 

αξιοποίθςθσ ενόσ τζτοιου προϊόντοσ το οποίο ζχει τθν δυνατότθτα να ςϊςει μζχρι και 

εκατομμφρια ηωζσ. 

΢τθν παροφςα εργαςία κα εξθγθκοφν πολλοί όροι ςχετικά με το PRP και με τουσ 

τρόπουσ που χρθςιμεφει ςιμερα ςτθν ιατρικι κακϊσ και τα ερευνθτικά πειράματα που κα 

περιγραφοφν κα εξθγιςουν πωσ ζνα τζτοιο προϊόν μπορεί να παραςκευαςκεί και να 

αξιοποιθκεί. 

  



3 
 

Γενικό Μζροσ  



4 
 

Κεφάλαιο 1: Αίμα και Platelet Rich Plasma 

1.1 Γενικά χαρακτθριςτικά του αίματοσ 

Σο αίμα αποτελεί είδοσ ςυνδετικοφ ιςτοφ με τα διάφορα 

κφτταρα που τον αποτελοφν (τα ζμμορφα ςτοιχεία), 

δθλαδι τα ερυκροκφτταρα, λευκοκφτταρα και τα 

αιμοπετάλια, να περιφζρονται μζςα ςτο πλάςμα. Από όλα 

αυτά τα ςτοιχεία που αποτελοφν το αίμα, τα ερυκρά 

αιμοςφαίρια αποτελοφν περίπου το 45% του ςυνόλου του 

αίματοσ ςε ζναν μζςο ενιλικα. Αυτό το ποςοςτό καλείται 

αιματοκρίτθσ (Εικ. 1). Σο υπόλοιπο 55% αποτελεί το 

πλάςμα. Σα λευκά αιμοςφαίρια αποτελοφν ςχεδόν το 1% 

του αίματοσ και μποροφν να παρατθρθκοφν, μετά από 

φυγοκζντρθςθ, πάνω από τθν ςτοιβάδα των ερυκρϊν, ωσ 

μία λεπτι λευκι ςτοιβάδα γνωςτι ωσ buffy coat (Mescher 

2014). 

1.1.1 Ο μυελόσ των οςτϊν και θ αιμοποίθςθ. 

Θ αιμοποίθςθ (θ παραγωγι των ζμμορφων ςτοιχείων του αίματοσ) αρχίηει από τον μυελό των 

οςτϊν. Σο αρχζγονο αιμοποιθτικό κφτταρο (Hematopoietic stem cell) ι HSC  είναι το κφτταρο 

που κα παράξει όλα τα υπόλοιπα αιμοποιθτικά κφτταρα μζςω τθσ διαφοροποίθςθσ (Εικ. 2). Σο 

Εικόνα 1 - Απεικόνιςθ ενόσ ςωλθναρίου 
αίματοσ με διαχωριςμζνα τα ςυςτατικά 
του. Το ποςοςτό τθσ κόκκινθσ ςτοιβάδασ 
(ερυκρά αιμοςφαίρια) αποτελεί τον 
αιματοκρίτθ του δείγματοσ. Πθγι: 
http://symbion-vip-diagnostics.over-
blog.com/2019/01/hematocrit-pcv-or-
hct-as-a-part-of-complete-blood-count-
cbc.html 

Εικόνα 2 - Στθν εικόνα φαίνεται ζνα διάγραμμα με το αρχαίγονο αιμοποιιτικό κφτταρο ςτθν κορυφι και το πωσ αυτό 
διαφοροποιείται για να παράξει όλα τα κφτταρα του αίματοσ. 
Πθγι: https://www.pngkey.com/detail/u2w7t4o0q8i1o0t4_diagram-showing-how-white-blo 
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ςυγκεκριμζνο κφτταρο ζχει τθν ιδιότθτα να αυτοανανεϊνεται και να κρατά ςτακερό τον 

πλθκυςμό του μζςο τθσ κυτταρικισ διαίρεςθσ (Kindt, Richard και Barbara 2013). 

Σα HSCs μζςα ςτον μυελό των οςτϊν διαφοροποιοφνται και ωριμάηουν ςε ςτενι επαφι 

με ςτρωματικά κφτταρα (stromal cells). Επίςθσ, βρίςκονται ανάμεςα ςε λιπϊδθ κφτταρα, 

ενδοκθλιακά κφτταρα, ινοβλάςτεσ και μακροφάγα. Πιό ςυγκεκριμζνα, ο χϊροσ μεταξφ του 

λίπουσ και των οςτικϊν δοκίδων είναι γεμάτοσ από αιμοποιθτικά κφτταρα ςε διάφορεσ φάςεισ 

τθσ ανάπτυξθσ τουσ (Kindt, Richard and Barbara 2013; Howard and Hamilton 2004). 

Σα άωρα αιμοποιθτικά κφτταρα φζρουν διάφορα μόρια προςκόλλθςθσ τα οποία τουσ 

επιτρζπουν να είναι προςκολλθμζνα ςτα κφτταρα του ςτρϊματοσ. Κακϊσ τα κφτταρα ωριμάηουν, 

οι υποδοχείσ για αυτά τα μόρια μειϊνονται (downregulation) και κατά ςυνζπεια τα αιμοποιθτικά 

κφτταρα να προςκολοφνται αςκενζςτερα ςτα κφτταρα του ςτρϊματοσ με αποτζλεςμα να 

μετακινοφνται διαμζςου του τοιχλωματοσ των κολποειδϊν προσ τθν κυκλοφορία του αίματοσ 

(Howard and Hamilton 2004). 

1.1.2 Το πλάςμα. 

Σο Πλάςμα, ςε pH = 7,4, είναι το υγρό του αίματοσ που αποτελείται κατά κφριο λόγο από νερό 

(92%) και το υπόλοιπο από διάφορεσ άλλεσ ουςίεσ κυρίωσ κρεπτικά ςυςτατικά αναπνευςτικά 

αζρια, θλεκτρολφτεσ, πρωτεϊνεσ και μεταβολικά προϊόντα από τα κφτταρα. Αυτι θ ςφνκεςθ του 

πλάςματοσ πρόκειται και για ζναν καλό δείκτθ των εξωκυττάριων υγρϊν των ιςτϊν (Mescher 

2014). 

΢υνοπτικά, κάποιεσ από τισ κφριεσ ουςίεσ του πλάςματοσ είναι: Λευκοματίνθ (ςυμβάλει 

ςτθ δθμιουργία ιξϊδουσ του πλάςματοσ), α-΢φαιρινεσ και β-ςφαιρίνεσ (λιπίδια), γ-΢φαιρινεσ 

(αντιςϊματα), ινωδογόνο (πρόδρομοσ τθσ ινικισ), ρυκμιςτικζσ πρωτεϊνεσ (ζνηυμα) (Mescher 

2014). 

1.1.3 Τα ερυκρά αιμοςφαίρια. 

Σα ερυκρά αιμοςφαίρια ι ερυκροκφτταρα είναι τα πολυπλθκζςτερα κφτταρα του αίματοσ τα 

οποία βρίςκονται ςτο τελευταίο ςτάδιο τθσ διαφοροποίθςθσ τουσ, είναι κφτταρα απφρθνα και το 

κυτταρόπλαςμα τουσ δεν περιζχει κανζνα οργανίδιο αλλά είναι γεμάτο με τθν πρωτεϊνθ 

αιμοςφαιρίνθ θ οποία χαρίηει το κόκκινο χρϊμα και είναι υπεφκυνθ για τθν μεταφορά οξυγόνου 

ςτουσ ιςτοφσ και ςτα όργανα (Mescher 2014). 

Αυτά τα κφτταρα ζχουν χαρακτθριςτικό ςχιμα αμφίκοιλου δίςκου, το οποίο αυξάνει το εμβαδόν 

τουσ και τουσ προςδίδει ευκαμπτότθτα και τθν ιδιότθτα να παραμορφϊνονται όταν περνάνε 
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μζςα από ςτενά τριχοειδι αγγεία. Ζχουν διάμετρο περίπου 7μm, πάχοσ 2,6μm ςτθν περιφζρεια 

και μόνο 0,75μm ςτο κζντρο του δίςκου (Mescher 2014). 

Οι φυςιολογικζσ τιμζσ τουσ ςε μία γενικι εξζταςθ αίματοσ είναι περίπου 3,9 μζχρι 5,5 

εκατομμφρια ςτο μικρόλιτρο για τισ γυναίκεσ και 4,1 με 6 εκατομμφρια ανά μικρόλιτρο για τουσ 

άντρεσ (Mescher 2014).  

Θ κυτταρικι μεμβράνθ του ερυκροκυττάρου είναι θ πιο πολφ μελετθμζνθ μεμβράνθ 

από κάκε άλλο κφτταρο και αυτό οφείλεται ςτθν εφκολθ διακεςιμότθτα τθσ εξαιτίασ τθσ 

αυκονίασ αυτϊν των κυττάρων. Αποτελείται από 40% λιπίδια, 10% υδατάνκρακεσ, 50% 

πρωτεϊνεσ κυρίωσ διαμεμβρανικζσ (Mescher 2014). 

1.1.4 Τα λευκά αιμοςφαίρια 

Σα λευκά αιμοςφαίρια ι λευκοκφτταρα, είναι τα κφτταρα που ςχετίηονται με τθν ανοςία. Ζχουν 

τθν ιδιότθτα να εγκαταλείπουν τα αγγεία και να κατευκφνονται ςτουσ ιςτοφσ ςτόχουσ. 

Χωρίηονται ςε κοκκιοκφτταρα και άκοκκιοκφτταρα. (Mescher 2014). 

Σα κοκκιοκφτταρα ζχουν πολφμορφουσ πυρινεσ (πολυμορφοπφρθνα) και 

περιλαμβάνουν τα ουδετερόφιλα, τα εωςινόφιλα και τα βαςεόφιλα. Ηοφνε για λίγεσ μόνο 

θμζρεσ με λίγα μόνο μιτοχόνδρια κακϊσ για τισ χαμθλζσ τουσ ενεργιακζσ τουσ ανάγκεσ 

ςτθρίηονται κυρίωσ ςτθν γλυκόλυςθ. Αυτά τα κφτταρα περιζχουν δφο κφριουσ τφπουσ κοκκίων: 

λυςοςϊματα (αηουρόφιλα κοκκία) και ειδικά κοκκία. (Mescher 2014). 

Σα ουδετερόφιλα αποτελοφν τα πολυπλθκζςτερα λευκοκφτταρα του αίματοσ ςε 

ποςοςτό 54% - 62%. Ζχουν διάμετρο 12 με 15μm. Ζχουν ςφαιρικό ςχιμα όταν κυκλοφοροφν ςτο 

αίμα και αποκτοφν αμοιβαδοειδι κίνθςθ κατά τθ διαπιδθςθ τουσ. Είναι τα πρϊτα λευκοκφτταρα 

που φτάνουν ςτο ςθμείο τθσ φλεγμονισ και ζχουν δυνατότθτα φαγοκυττάρωςθσ ενάντια ςε 

βακτιρια και μικρά ςωματίδια. Σα πρωτογενι αηουρόφιλα κοκκία περιζχουν πρωτεάςεσ και 

αντιβακτθριακζσ πρωτεΐνεσ, οι οποίεσ είναι οι: μελοχπεροξειδάςθ ι ΜΠΟ, θ λυςοηφμθ και οι 

Ντεφενςίνεσ. Σα δευτερογενι ειδικά κοκκία είναι μικρά ςε μζγεκοσ και βάφονται κυρίωσ 

αςκενζςτερα ροη. Εκκρίνουν κυρίωσ μεταλλοπρωτεϊνάςεσ αποδόμθςθσ τθσ εξωκυττάριασ ουςίασ 

(κολλαγόνο). Σζλοσ, τα ουδετερόφιλα εκκρίνουν τισ χθμειοκίνεσ οι οποίεσ εκκρίνουν άλλα είδθ 

λευκοκυττάρων και τισ κυττοκίνεσ οι οποίεσ κατευκφνουν τισ λειτουργίεσ αυτϊν των κυττάρων 

των ιςτϊν (Mescher 2014). 

Σα εωςινόφιλα αποτελοφν το 1% με 3% των λευκοκκυτάρων. Σο μζγεκοσ τουσ είναι 

περίπου ίδιο ι λίγο μεγαλφτερο από ενόσ ουδετερόφιλου και ζχουν ζναν χαρακτθριςτικό δίλοβο 

πυρινα. Περιζχουν πολλά μεγάλα ειδικά οξεόφιλα κοκκια που χρωματίηονται ροη ι κόκκινα. 
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Επίςθσ περιζχουν τθν μείηον βαςικι πρωτεϊνθ θ οποία μαηί με τθν εωςινοφιλικι υπεροξειδάςθ 

και άλλεσ ουςίεσ ςυμμετζχει ςτθν κανάτωςθ παραςίτων. Σα εωςινόφιλα ρυκμίηουν τθν 

φλεγμονϊδθ απόκριςθ απελευκερϊνοντασ χθμειοκίνεσ, κυτοκκίνεσ και μεςολαβθτζσ λιπιδίων, 

παίηοντασ μεγάλο ρόλο ςτθν φλεγμονϊδθ απόκριςθ που ςυνδζεται με αλεργίεσ (Mescher 2014). 

Σα βαςεόφιλα αποτελοφν λιγότερο από το 1% των κυττάρων του αίματοσ και ζχουν 

διάμετρο 12 με 15 μm. Διακζτουν μεγάλα ειδικά κοκκία, που βάφονται μωβ, τα οποία 

καλφπτουν τον πυρινα τουσ ο οποίοσ δφςκολα διακρίνεται κατά τθ μικροςκόπιςθ. Ο πυρινασ 

τουσ διαιρείται ςε δφο ανϊμαλουσ λοβοφσ. Σα ειδικά αυτά κοκκία περιζχουν πολφ ιςταμίνθ και 

διάφορουσ άλλουσ μεςολαβθτζσ τθσ φλεγμωνισ, όπωσ τον ενερφό παράγωντα των 

αιμοπεταλίων. Θ μεγάλθ βαςεοφιλία των κοκκίων οφείλεται κυρίωσ ςτθν παρουςία θπαρίνθσ και 

ςε άλλεσ κεϊκζσ GAGs. ΢τθν επιφάνεια τουσ ζχουν επιφανειακοφσ κυτταρικοφσ υποδοχείσ για τθν 

ανοςοςφαιρίνθ Ε (IgE) και τα ςυςτατικά των κοκκίων τουσ εκκρίνονται ωσ απάντθςθ ςε 

ςυγκεκριμζνα αντιγόνα και αλλεργιογόνα (Mescher 2014). 

Σα ακοκκιοκφτταρα περιζχουν αηουρόφιλα κοκκία (δεν ζχουν ειδικά κοκκία). Οι 

πυρινεσ τουσ είναι κυρίωσ ςφαιρίκοι και όχι λοβωτοι. Σα ακκοκιοκφτταρα ςυμπεριλαμβάνουν 

κυρίωσ τα λεμφοκφτταρα και τα μονοκφτταρα. (Mescher 2014). 

Σα λεμφοκφτταρα ζχουν ςφαιρικό πυρινα και είναι τα μικρότερα των λευκοκυττάρων 

με τθν χρωματίνθ του πυρινα τουσ να είναι εξαιρετικά ςυμπυκνωμζνθ και το κυτταρόπλαςμα να 

φαίνεται ωσ δακτφλιοσ γφρω από τον πυρινα. Ανάλογα με τα μόρια διαφοροποίθςθσ, τουσ CD 

δείκτεσ, μποροφν να χωριςτοφν ςε διάφορεσ κατθγορίεσ. Σα Β λεμφοκφτταρα τα Τ 

λεμφοκφτταρα (βοθκθτικά κυτταροτοξικά) και τα κφτταρα φυςικοί φονείσ (Natural Killer Cells). 

Θ διάρκεια ηωισ τουσ διαφζρει ανάλογα με τθν διάρκεια τθσ λειτουργείασ τουσ (Mescher 2014). 

Σα μονοκφτταρα τα οποία είναι πρόδρομεσ μορφζσ των μακροφάγων, των 

οςτεοβλαςτϊν και άλλων κυττάρων του μονοπυρθνικοφ φαοκυτταρικοφ ςυςτιματοσ. Ζχουν 

μζγεκοσ περίπου 12 με 15 μm και ο πφρινασ τουσ είναι νεφροειδοφσ ςχιματοσ. ΢το περιφεριακό 

αίμα κυκλοφοροφν για περίπου 8 ϊρεσ πριν εγκαταςτακοφν ςτουσ ιςτοφσ και διαφοροποιθκοφν 

ςτον ανάλογο τφπου μακροφάγα για κάκε ιςτό (Mescher 2014; Kindt, Richard and Barbara 2013). 

1.1.5 Τα αιμοπετάλια. 

Σα αιμοπετάλια ι PLTs (Platelets) είναι μικρά απφρθνα κυτταρικά κραφςματα των 

μεγακαρυοκυττάρων και ζχουν διάμετρο 2 με 4μm. H λειτουργεία των αιμοπεταλίων είναι θ 

πρωτογενισ φάςθ τθσ αιμόςταςθσ. Σα αιμοπετάλια ενεργοποιοφνται κατά τθν ρίξθ του 

τοιχϊματοσ των αγγείων. Προςκολοφνται ςτο εκτεκιμζνο κολλαγόνο το οποίο γίνεται διαμζςου 
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ειδικοφ υποδοχζα ςτθν επιφάνεια των αιμοπεταλίων (VWF). ΢το αίμα βρίςκονται ςε 

ςυγκζντρωςθ περίπου 150000 με 400000/μl και ηοφν περίπου δζκα θμζρεσ. (Mescher 2014; 

Σςεβρενθ and Κοντοποφλου - Γρίβα 2013). Σα αιμοπετάλια ζχουν τριϊν ειδϊν κοκκία: τα α-

κοκκία, τα δ-κοκκία και τα λυςοςϊματα. Σα δ-κοκκία περιζχουν κυρίωσ ADP, ATP, αςβζςτιο και 

ςεροτονίνθ ενϊ τα α-κοκκία περιζχουν τισ περιςςότερεσ πρωτεϊνεσ που εκκρίνουν ( Chen, Yuan 

and Li 2018). Σζλοσ τα αιμοπετάλια περιζχουν το ςφςτθμα πυκνϊν ςωλθναρίων και το ςφςτθμα 

ανοικτϊν ςωλθναρίων (Mescher 2014; Bain, et al. 2015). 

1.1.6 H αιμόςταςθ. 

H αιμόςταςθ και θ πιξθ του αίματοσ ζχουν ωσ κεντρικό γεγονόσ τθν παραγωγι κρομβίνθσ ϊςτε 

να ςχθματιςτεί ο ινϊδθσ κρόμβοσ. Σα αιμοπετάλια ςτθν αίμόςταςθ διαδραματίηουν τρείσ 

ρόλουσ: Πρϊτον, προςκολοφνται και ςυςςωρεφονται και δθμιουργοφν τον πρωτογενι 

αιμοςτατικό κρόμβο. Δεφτερον, απελευκερϊνουν παράγοντεσ που ενεργοποιοφν τα 

αιμοπετάλια και τρίτον, παροχι μιασ προπθκτικισ επιφάνειασ για τισ αντιδράςεισ του 

ςυςτιματοσ τθσ πιξθσ. (Bain, et al. 2015) 

Μόλισ αποκαταςτακεί θ βλάβθ του τοιχϊματοσ του αγγείου, το ινωδολυτικό ςφςτθμα 

είναι υπεφκυνο για τθν αποδόμθςθ του κρόμβου όπου δθμιουργικθκε. (Bain, et al. 2015). 

1.1.7 Οι ομάδεσ αίματοσ. 

Οι ομάδεσ αίματοσ είναι αντιγόνα ςτθν επιφάνεια των ερυκροκυττάρων πρωτεϊνικισ φφςεωσ 

(Σςεβρενθ and Κοντοποφλου - Γρίβα 2013). 

Οι ομάδεσ ΑΒΟ είναι το πρϊτο ςφςτθμα ομάδων αίματοσ που ανακαλφφκθκε το 1900. 

Περιλαμβάνει τισ ομάδεσ Α, Β, Ο και τθν ΑΒ, θ οποία περιγράφθκε δφο χρόνια αργότερα. Θ 

ομάδα Α είναι ςυνζπια τθσ παρουςίασ του αντιγόνου Α και απουςία του Β πάνω ςτθν επιφάνεια 

των κυττάρων, Θ ομάδα Β είναι ςυνζπια τθσ παρουςίασ του αντιγόνου Β και απουςία του 

αντιγόνου Α, θ ομάδα ΑΒ είναι θ παρουςία των αντιγόνων Α και Β και θ ομάδα Ο ςυνεπάγεται 

τθν απουςία και των δφο αντιγόνων (Σςεβρενθ and Κοντοποφλου - Γρίβα 2013). 

Ζνα αξιοςθμείωτο χαρακτθριςτικό αυτοφ του ςυςτιματοσ ομάδων αίματοσ είναι θ 

παρουςία φυςικϊν αντιςωμάτων ςτον ορό των αςκενϊν anti-A και anti-B που μποροφν να 

βρεκοφν ανάλογα εάν ζνα άτομο είναι Β ι Α ομάδα αίματοσ αντίςτοιχα. (Σςεβρενθ and 

Κοντοποφλου - Γρίβα 2013). 

Σο ςφςτθμα Rhesus ανακαλφφκθκε το 1940. Όπωσ υποςτθρίηει θ κεωρία του Fisher, τα 

αντιγόνα του ςυςτιματοσ Rhesus αποτελοφν 6 ςυγκολλθτινογόνα τα οποία μπορουν να 
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ςχθματίςουν τρία ηεφγθ: Cc, Dd, Ee και μποροφν να ςυνδυαςτοφν με 8 διαφορετικοφσ τρόπουσ: 

CDe, cDE, cDe, cdE, CDE, και CdE (Σςεβρενθ and Κοντοποφλου - Γρίβα 2013). 

΢το αίμα το κάκε ανκρϊπου υπάρχουν δφο ςυγκολλθτινογόνα από κάκε ηεφγοσ. Θ 

ζλλειψθ του ενόσ ςυνεπάγεται τθν παρουςία του άλλου. Να ςθμειωκεί ότι ο προςδιοριςμόσ τθσ 

ομάδασ Rhesus γίνεται με τουσ ανάλογουσ αντιοροφσ. Δεν υπάρχει αντιορόσ anti-D εφόςον δεν 

υπάρχει και αντιγόνο d (Σςεβρενθ and Κοντοποφλου - Γρίβα 2013). 

1.2 Πλάςμα Πλοφςιο ςε Αιμοπετάλια - PRP  

Πριν περιγραφεί το PRP, κα περιγραφοφν λίγα πράγματα για τον διαχωριςμό των προϊόντων του 

αίματοσ. Σο αίμα αποτελείται από όλα τα κυτταρικά ςτοιχεία που αναφζρκθκαν νωρίτερα και το 

πλάςμα. Για να διαχωριςτοφν τα προϊόντα του αίματοσ πρζπει το δείγμα με το αίμα να 

υποβλθκεί ςε φυγοκζντρθςθ. Δθλαδι να τοποκετθκεί το δείγμα με το αίμα ςε μία φυγόκεντρο θ 

οποία κα γυρίςει το δείγμα χιλιάδεσ φορζσ μζςα ςε λίγα λεπτά με αποτζλεςμα τα ςτοιχεία του 

αίματοσ να χωριςτοφν ςε ςτοιβάδεσ εξαιτίασ του διαφορετικοφ τουσ βάρουσ. Σα ερυκρά 

αιμοςφαίρια είναι αυτά που κάκονται ςτο κάτω μζροσ του δείγματοσ με κόκκινο χρϊμα, τα 

λευκά αιμοςφαίρια (buffy coat) βρίςκονται ακριβϊσ από πάνω ωσ μία λεπτι λευκι ςτοιβάδα και 

το πλάςμα βρίςκεται ςτο πάνω μζροσ του δείγματοσ (Basu and Kulkarni 2014).  

1.2.1 Τι είναι το PRP. 

Θ χριςθ προϊόντων αίματοσ ςε άλλουσ ρόλουσ εκτόσ από τθ μετάγγιςθ άρχιςε πριν από περίπου 

μιςό αιϊνα, όταν το ινωδογόνο χρθςιμοποιικθκε ωσ τφποσ κόλλασ για να ενϊςει μαηί ιςτοφσ 

(Dinerstein 2019). Tό πλάςμα πλοφςιο ςε αιμοπετάλια ι PRP (Platelet Rich Plasma) εμφανίςτικε 

πρϊτθ φορά ωσ όροσ τθ δεκαετία του 1970. Με αυτό τον όρο περιγράφκθκε αρχικά το πλάςμα 

με ςυγκζντρωςθ αιμοπεταλίων μεγαλφτερθ από αυτιν ςτο περιφεριακό αίμα. Αρχικά 

χρθςιμοποιικθκε ωσ προϊόν για μετάγγιςθ ςε αςκενείσ με κρομβοκυτταροπενία, όμωσ μερικά 

χρόνια αργότερα χρθςιμοποιικθκε ςτον τομζα τθσ γνακοπροςωπικισ χειρουργικισ και βρικε 

ευρεία χριςθ ςτθν μυοςκελετικι κεραπευτικι ακλθτϊν. Άλλα πεδία που χρθςιμοποιοφν το PRP 

είναι θ καρδιοχειρουργικι, θ παιδιατρικι χειρουργικι, θ γυναικολογία, θ ουρολογία, θ πλαςτικι 

χειρουργικι και θ οφκαλμολογία και φυςικά το κομμάτι τθσ αναγζννθςθσ ιςτϊν (Alves and 

Grimalt 2018). 
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Σο πλοφςιο ςε αιμοπετάλια πλάςμα (PRP) είναι μια αυξανόμενθ και ιςχυρι 

κεραπευτικι επιλογι τθσ μυοςκελετικισ ιατρικισ. Σο PRP είναι ζνα παραςκεφαςμα αυτόλογου 

πλάςματοσ το οποίο γενικά παραςκευάηεται από μία διαδικαςία δφο φυγοκεντριςεων, θ πρϊτθ 

για να διαχωριςτοφν τα ερυκροκφτταρα από το πλάςμα και θ δζυτερθ για να ςυγκεντρωκοφν τα 

αιμοπετάλια ςτον τελικό ελάχιςτο όγκο πλάςματοσ (Εικ. 3) (Dhurat and Sukesh 2014; Wu, Diaz 

and Borg-Stein 2016). Φυςικά υπάρχουν και μζκοδοι οι οποίοι ακολουκοφν πρωτόκολλο με μία 

φυγοκζντρθςθ για τθν Παραςκευι του PRP (Zimmer Biomet n.d.; Nagata, et al. 2010).  

1.2.2 PRP και Εφαρμογζσ 

Θ χρθςιμότθτα και το κεραπευτικό δυναμικό μιασ υψθλισ ςυγκζντρωςθσ αιμοπεταλίων 

βαςίηεται ςτθν ικανότθτά τουσ να παρζχουν εξαιρετικά υψθλζσ ποςότθτεσ βαςικϊν αυξθτικϊν 

παραγόντων ι GFs (Growth Factors) οι οποίοι είναι ικανοί να προκαλζςουν ζνα ιςτοειδικι 

Εικόνα 3 - Στισ εικόνεσ φαίνονται ςυνοπτικά τα ςτάδια παραςκευισ PRP απο περιφερικό αίμα με μία μζκοδο δφο 
φυγοκεντριςεων. Πθγι: doi: 10.4103/0974-2077.150734 
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αναγζννθςθ που διεγείρει τθν αποκατάςταςθ ιςτϊν με χαμθλζσ προοπτικζσ φυςικισ 

αποκατάςταςθσ (Wu, Diaz and Borg-Stein 2016).  

Tο PRP αποτελείται από πολυάρικμουσ αυξθτικοφσ παράγοντεσ (GF), οι οποίοι 

εκκρίνονται από μεγάλο αρικμό «ενεργοποιθμζνων» αιμοπεταλίων, που διευκολφνουν και 

ενιςχφουν τθ φυςιολογικι εποφλωςθ των πλθγϊν μζςω τθσ ταχείασ αναγζννθςθσ ιςτϊν (Mei-

Dan, et al. 2011).  

Λδιαίτερα το PRP αποτελεί μια πθγι προζλευςθσ του πθκτϊματοσ ινικισ, δθλαδι τθσ 

γζλθσ αιμοπεταλίων ι PG (Platelet Gel), το οποίο επίςθσ μπορεί να χρθςιμοποιθκεί ςτθ κλινικι 

πράξθ, όπωσ ςτον τομζα τθσ ιατρικισ αναγεννθτικισ και ςτα υπόλοιπα πεδία που αναφζρκθκαν 

νωρίτερα. Θ γζλθ αιμοπεταλίων μπορεί να δθμιουργθκεί μετά από προςκικθ 10% γλυκονικοφ 

αςβεςτίου ςε αναλογία 3:1 ςτουσ 37οC. (Mallis, et al. 2019; Parazzi , Lazzari and Rebulla 2010). Σο 

PG, ανάλογα με τα επίπεδα ςυγκεντρϊςεων διαφόρων βαςικϊν παραγόντων, όπωσ το γλυκονικό 

αςβζςτιο και το χλωριοφχο νάτριο, μπορεί να παραςκευαςκεί με διάφορουσ βακμοφσ ακαμψίασ, 

αποδϊμθςθσ και ιξϊδουσ (Mallis, et al. 2019). Αν και τα παραςκευάςματα PG είναι γνωςτό ότι 

περιζχουν υψθλι ςυγκζντρωςθ μεγάλου αρικμοφ βιολογικϊν παραγόντων που εμπλζκονται ςτθ 

φλεγμονι και ςτθν αποκατάςταςθ των ιςτϊν, εξακολουκεί να λείπει ο πλιρθσ χαρακτθριςμόσ 

τουσ (Longo, et al. 2016) 

Σο αυτόλογο PG είναι ζνα νζο μζςο το οποίο μπορεί να χρθςιμοποιθκεί από τθν 

αναγεννθτικι ιατρικι κακϊσ περιζχει μεγάλθ ςυγκζντρωςθ ςε βιολογικά ενεργζσ ουςίεσ οι 

οποίεσ πρωτίςτωσ είναι πρωτεΐνεσ που ςυμμετζχουν ςε πολφπλοκεσ ςειρζσ μθχανιςμϊν τθσ 

φλεγμονισ και τθσ εποφλωςθσ πλθγϊν (Stammers, et al. 2009).  

Εκτόσ από το περιφερικό αίμα, το PG μπορεί να παραςκευαςκεί και από αίμα 

ομφαλοπλακουντιακισ προζλευςθσ ι CB (Cord Blood). ΢φμφωνα με μελζτεσ που ζχουν 

πραγματοποιθκεί, το Cord Blood Platelet Gel ι CBPG περιζχει πολφ υψθλά επίπεδα αυξθτικϊν 

παραγόντων όπωσ ο αγγειακόσ αυξθτικόσ παράγοντασ (VGEF), ο αυξθτικόσ παράγοντασ 

προερχόμενοσ από αιμοπετάλια (PDGF) οι οποίοι μαηί με αρκετοφσ ακόμα αυξθτικοφσ 

παράγοντεσ ςυμμετζχουν ςτισ διαδικαςίεσ εποφλωςθσ πλθγϊν και αποκατάςταςθσ ιςτϊν. Από 

αυτό ςυμπεραίνουμε ότι το PG από ομφαλοπλακουντιακό αίμα μπορεί να αξιοποιθκεί από 

αρκετοφσ τομείσ τθσ ιατρικισ οι οποίοι πραγματεφονται να κεραπεφςουν ζνα μεγάλο φάςμα 

αςκενειϊν οι οποίεσ ζχουν ανάγκθ από τθν αποκατάςταςθ κυττάρων και ιςτϊν. (Parazzi , Lazzari 

and Rebulla 2010). 

H εφαρμογι του PRP ζχει δϊςει πολλά υποςχόμενα αποτελζςματα ςε διάφορεσ 

πακιςεισ (πχ. Χρόνιεσ και οξείεσ βλάβεσ οςτϊν). Επίςθσ, το PRP ζχει μελετθκεί ευρζωσ in vitrο. 



12 
 

Για παράδειγμα ςε ζρευνεσ όπου το PRP ζχει προςτεκεί ςε καλλιζργειεσ μεςεγχυματικϊν 

κυττάρων, παρατθρικθκε ότι αυτά τα κφτταρα είχαν τθν ικανότθτα να αναπτυχκοφν με 

ταχφτερουσ ρυκμοφσ ςε ςχζςθ με τα κφτταρα που αναπτφςςονταν ςε κοινά καλλιεργθτικά υλικά. 

Επιπροςκζτωσ, ανάλογα με τον τρόπο όπου είχε παραςκευαςκεί το PRP και ανάλογα με τθν 

ςφςταςι του (πχ. ζνα περιείχε κλάςματα λευκοκυττάρων ι όχι), οι αυξθτικοί παράγοντεσ 

μποροφςαν να βρεκοφν ςε διαφορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ κάκε φορά, οπότε και παρατθρικθκαν 

διαφορζσ ςτθν ικανότθτα τθσ διαφοροποίθςθσ αυτϊν των κυττάρων. Δθλαδι κάποιοι πλθκυςμοί 

αυτϊν των κυττάρων κα είχαν μεγαλφτερθ διαφοροποίθςθ προσ οςτεοκφτταρα και άλλοι προσ 

χονδροκφτταρα. Με τθν ςωςτι αξιοποίθςθ αυτϊν των δεδομζνων ςε κλινικζσ εφαρμογζσ, το PRP 

κα μπορεί να χρθςιμοποιθκεί ςτθν ανάπτυξθ καλφτερων και πιο ανκεκτικϊν μοςχευμάτων από 

ςτελεχιαία κφτταρα με αποτζλεςμα να υπάρχει καλφτερθ ανταπόκριςθ των αςκενϊν ςε μια 

δφςκολθ κεραπεία. (Harmon and Rao 2013).  

Θ περιεκτικότθτα ςε λευκοκφτταρα ςτο PRP είναι κάτι που προβλθματίηει αρκετά τουσ 

ειδικοφσ ςτο κζμα. Σα λευκοκφτταρα παράγουν παράγοντεσ που επάγουν τθν φλεγμωνι το 

οποίο μπορεί να είναι ανθςυχθτικό όςο αναφορά τθν εφαρμογι του PRP ςτθν κλινικι πράξθ. 

Βζβαια για να ςυμβεί ςωςτά θ διαδικαςία τθσ εποφλωςθσ και τθσ ανάρωςθσ, θ φλεγμωνόδθσ 

αντίδραςθ είναι απαραίτθτθ. Οπότε το PRP κα πρζπει να διαχωρίηεται ανάλογα και με τθσ 

ανάγκεσ τισ οποίεσ το απαιτοφν ςε πλοφςιο ςε λευκοκφτταρα PRP ι LR-PRP (Leukocyte rich PRP) 

και ςε φτωχό ςε λευκοκφτταρα PRP ι LP-PRP (Leukocyte Poor PRP) και ςε PRP για αυτόλογθ ι 

ετερόλογθ χριςθ (Lana, et al. 2019; Lana, et al. 2019). Για παράδειγμα το LP-PRP ζχει αποδειχκεί 

ότι προάγει τθν αναγζννθςθ των ινοβλαςτϊν ςτον άνκρωπο κακϊσ παράγει αυξθτικοφσ 

παραγόντεσ που αναφζραμε παραπάνω (Noh, et al. 208). 

Σζλοσ, είναι κατανοθτό ότι το PRP είναι ζνα πολλά υποςχόμενο προϊόν για τθν 

κεραπεία εκφυλιςτικϊν νοςθμάτων, επειδι όμωσ το PRP πρόκειται για ζνα περίπλοκο βιολογικό 

παράγωγο κα πρζπει να μελετθκοφν πολλά ακόμα χαρακτθριςτικά του. Για παράδειγμα, θ 

ποςοτικοποίθςθ των αιμοπεταλίων και προςδιοριςμόσ των αυξθτικϊν παραγόντων πρζπει να 

κακοριςτοφν προκειμζνου να κατανοθκοφν οι μοριακοί μθχανιςμοί πίςω από τθν αναγεννθτικι 

ιςχφ του PRP (Amable, et al. 2013). 

1.3 Πθγζσ Προζλευςθσ PRP. 

1.3.1 PRP από περιφεριακό αίμα. 

Μια απο τισ πιό κοινζσ πθγζσ PRP είναι το περιφερικό αίμα του ανκρϊπου, αυτό μπορεί να γίνει 

με διάφορουσ τρόπου. Για παράδειγμα με αιμολθψία λίγων ml αίματοσ (π.χ 30 cc) ςε ςωλθνάριο 
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με αντιπθκτικό και ςτθ ςυνζχεια να ακολουκιςει θ υπόλοιπθ διαδικαςία για τθν παραςκευι του. 

(Dhurat and Sukesh 2014). 

Ακόμα και απο ολικό αίμα απο εκελοντζσ αιμοδότεσ, το οποίο ςυλζγεται ςε αςκουσ 

ςυλλογισ ςε όγκο μεγαλφτερο των 200 ml είναι δυνατόν να επεξεργαςκεί και να ετοιμαςκει το 

platelet rich plasma. (Yin, et al. 2017). 

΢ε όλεσ τισ περιπτϊςεισ είναι αναγκαία θ ςυγκατάκεςθ του δότθ, τόςο για τθν ςυλλογι 

του αίματοσ όςο και για τθν επεξεργαςία του  

1.3.2 PRP από ομφαλοπλακουντιακό αίμα 

Μια άλλθ πθγι από τθν οποία μποροφμε να παραςκευάςουμε PRP είναι το 

ομφαλοπλακουντιακό αίμα. Θ διαδικαςία αυτι πραγματοποιείται ςε τράπεηεσ 

ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ όπου το αίμα ςυλλζγεται αμζςωσ μετά τθν γζνα από υγιείσ 

μθτζρεσ ςε πλαςτικοφσ αςκουσ με τθν προςκικθ αντιπθκτικοφ 29 με 30 ml CPDA. To αίμα αυτό 

προορίηεται για απομόνωςθ και καλλιζργεια αρχαίγονων αιμοποιθτικϊν κυττάρων με ςκοπό τθν 

ανάπτυξθ μοςχευμάτων για αςκενείσ με αιματολογικά προβλιματα. Για να μπορζςει μια μονάδα 

με ομφαλοπλακουντιακό αίμα να επεξεργαςκεί με ςκοπό τθν ανάπτυξθ αυτϊν των μοςχευμάτων 

κα πρζπει να τθροφνται κάποια αυςτθρά κριτιρια. Σο PRP από ομφαλοπλακουντιακό αίμα 

μπορεί να παραςκευαςκει από μονάδεσ οι οποίεσ δεν τθροφν αυτά τα κριτιρια, όμωσ μποροφν 

να χρθςιμοποιθκοφν για άλλουσ ςκοποφσ (Rebulla, et al. 2016). 

Γενικά τα κριτιρια για να επιλζξουμε μία μονάδα ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ για 

τθν παραςκευι PRP είναι τα παρακάτω: 

 ΢υγκατάκεςθ τθσ μθτζρασ δότριασ για τθν δωρεά του ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ 

κακϊσ να είναι ςφμφωνθ να χρθςιμοποιθκεί το αίμα για παραςκευι προϊόντων όπωσ το 

PRP και PG εάν θ μονάδα αίματοσ δεν τθρεί τουσ κανόνεσ για μεταμόςχεςυθ ςε 

αιματολογικά νοςιματα. 

 Σο ιατρικό ιςτορικό τθσ μθτζρασ δότριασ του ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ πρζπει να 

είναι αρνθτικό. 

 Ο απόλυτοσ αρικμόσ εμπφρθνων κυττάρων να είναι μικροτεροσ από 1,5 διςεκατομμφρια 

(<1,5*109/CB unit) 

 Ολικόσ όγκοσ δείγματοσ, ςυμπεριλαμβανομζνου το αντιπθκτικο, μεγαλφτεροσ από 50ml. 

 ΢υγκζντρωςθ αιμοπεταλίων μεγαλφτερθ από 150*103 ςτο μικρόλιτρο (>150*103 PLTs/μl). 

 Αρνθτικά αποτελζςματα εξετάςεων του αίματοσ για αιματογενόσ μεταδιδόμενα 

πακογόνα (θπατίτθδα Β, θπαττίτθδα C, ΢φφιλλθ, ΘIV, HTLV I/II). (Rebulla, et al. 2016) 
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1.3.3 PRP από αίμα ηωικισ προζλευςθσ 

 Όπωσ και από το ανκρϊπινο αίμα, το PRP μπορεί να παραςκευαςκεί και από αίμα ηϊων. Ο 

λόγοσ που κάποια εργαςτιρια επιλζγουν να παραςκευάςουν PRP από αίμα ηϊων μπορεί να είναι 

επειδι κζλουν να μελετιςουν τθν κεραπευτικι και αναγεννθτικι ικανότθτα του PRP ςε 

διάφορουσ ιςτοφσ (π.χ χόνδρουσ) (Kon, et al. 2010; Manafi, et al. 2012)ι επειδι κζλουν να 

τυποποιιςουν μία μζκοδο PRP ςε ηωικό μοντζλο (Beheshtiha, Abarkar and Anvar 2015; Messora, 

et al. 2011).  

 Ζχουν περιγραφεί πολλζσ μζκοδοι για τθν Παραςκευι PRP από αίμα ηϊων οι οποίεσ 

δεν διαφζρουν ιδιαίτερα από τισ μεκόδουσ που χρθςιμοποιοφνται για τθν Παραςκευι PRP από 

περιφερικό αίμα ανκρϊπου, ενϊ ςε κάποιεσ περιπτϊςεισ ζχει αναφερκεί ότι χρθςιμοποιοφνται 

μζκοδοι παραςκευισ PRP ςε ηωικά μοντζλα οι οποίεσ χρθςιμοποιοφνται ιδθ για τθν παραγωγι 

PRP από περιφερικό αίμα ανκρϊπου (οι Kon et al χρθςιμοποίθςαν το ςφςτθμα “PCCS ® , Biomet-

Merck, Bridgend, UK” το οποίο κυκλοφορεί ςτθν αγορά και χρθςιμοποιείται για τθν Παραςκευι 

PRP προερχόμενο από ανκρϊπινο αίμα) (Kon, et al. 2010). Γενικά υπάρχουν πολλζσ ζρευνεσ κατά 

τισ οποίεσ ςτόχοσ τουσ ι κάποιο κομμάτι αυτϊν αποτελοφςε τθν παραςκευι PRP από αίμα ηϊων, 

όπωσ για παράδειγμα: αίμα από κουνζλια (Manafi, et al. 2012; Beheshtiha, Abarkar and Anvar 

2015), επιμφεσ (Messora, et al. 2011) και πρόβατα (Kon, et al. 2010). 

1.4 Tεχνικζσ Παραςκευισ PRP. 

Τπάρχει μεγάλοσ αρικμόσ πρωτοκόλλων και τεχνικϊν για τθν Παραςκευι του PRP τα οποία είναι 

αδφνατο να καλφψουμε ςε αυτιν τθν εργαςία. H αρχι μεκόδου πίςω από τισ τεχνικζσ 

παραςκευισ PRP βαςίηονται ςτισ φυγοκεντριςεισ (μία ι δφο ανάλογα με το πρωτόκολο που 

χρθςιμοποιοφμε), ςτισ οποίεσ υποβάλεται το αίμα με ςκοπό να διαχωριςτοφν τα ςυςτατικά του 

με βάςθ το βάροσ τουσ. Σα ερυκροκφτταρα που κάκονται ςτο κάτω μζροσ, το buffy coat με τα 

λευκοκφτταρα και ακριβϊσ από επάνω τα αιμοπετάλια και το πλάςμα. Σο PRP προκφπτει από τθν 

απομόνωςθ των αιμοπεταλίων ςε μικρό όγκο πλάςματοσ. (Dhurat and Sukesh 2014). 

Mποροφμε να χωρίςουμε το προϊόν που παραςκευάηουμε με βάςθ το επίπεδο των 

λευκοκυττάρων και τθν πυκνότθτα τθσ ινικισ που περιζχεται ςτο PRP. 

1. Pure Platelet-Rich Plasma (P-PRP) ι PRP φτωχό ςε λευκοκφτταρα είναι το PRP το οποίο 

δεν περιζχει λευκοκφτταρα και το δίκτυο τθσ ινικισ ςε χαμθλι πυκνότθτα μετά τθν 

ενεργοποίθςθ. 

2. Leucocyte and PRP (L-PRP) είναι το PRP το οποίο περιζχει λευκοκφτταρα και δίκτυο ινικισ 

ςε χαμθλι πυκνότθτα μετά τθν ενεργοποίθςθ. 
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3. Pure platelet-rich fibrin (P-PRF) ι leucocyte-poor platelet-rich fibrin. Αυτό αποτελεί ζνα 

προϊόν χωρίσ λευκοκφτταρα με μεγάλθσ πυκνότθτασ δίκτυο ινικισ και υπάρχει μόνο ςε 

μορφι gel το οποίο χρθςιμοποιείται ωσ κόλλα μεταξφ ιςτϊν. 

4. Leucocyte and platelet-rich fibrin (L-PRF) ι second-generation είναι προϊόντα με 

λευκοκφτταρα με μεγάλθσ πυκνότθτασ δικτυοφ ινικισ. 

 Από τισ παραπάνω κατθγορίεσ, θ δεφτερθ είναι θ ποιο κοινι ανάμεςα ςτα δίαφορα 

πρωτόκολλα που χρθςιμοποιοφνται ( Dohan, Rasmusson and Albrektsson 2009; Dohan Ehrenfest, 

Bielecki, et al. 2012). 

 Tα χαρακτθριςτικά και θ ποιότθτα ενόσ προϊόντοσ PRP επειρεάηεται κατά πολφ από το 

πρωτόκολλο και τα βιματα κάκε διαδικαςίασ για παράδειγμα οι ςυνκικεσ και ο αρικμόσ των 

φυγοκεντριςεων, θ απόςταςθ του αίματοσ από το κζντρο τθσ φυγόκεντρου, ό όγκοσ του 

ςυνολικοφ αίματοσ που επεξεργάηεται, θ κερμοκραςία και πολλά άλλα. Παρακάτω κα 

αναλυκοφν μερικοφσ από τουσ παράγοντεσ που επθρεάηουν τθν ποιότθτα του PRP. (Dhurat and 

Sukesh 2014). 

 H αιμολθψία: θ λάκοσ τεχνικι τθσ αιμολθψίασ μπορεί να επειρεάςει το αίμα που 

ςυλλζγεται. Δθλαδι μπορεί το αίμα να αιμολθκεί ι να κρομβϊςει. Ζνα μζτρο που μπορεί να 

λθφκεί είναι θ χριςθ βελόνασ με μεγαλφτερθ διάμετρο ϊςτε να μειωκεί θ καταςτροφι των 

κυττάρων από τθν αιχμι και τα τοιχϊματα τθσ βελϊνασ (Dhurat and Sukesh 2014). 

Φυγοκζντρθςθ: Εάν παραμείνει το αίμα ςτο ςωλθνάριο πάνω ςτον πάγκο, μετά από 

κάποιο χρονικό διάςτθμα τα ςυςτατικά του κα χωριςτοφν, όπωσ περιγράφθκε παραπάνω, 

εξαιτίασ τθσ βαρφτθτασ τθσ Γισ. Όμωσ, με αυτόν τον τρόπο διακινδυνεφεται να αλλοιωκοφν 

πολλά από τα ςτοιχεία του αίματοσ με το πζραςμα του χρόνου. Όπότε, το να πραγματοποιθκεί 

φυγοκζντρθςθ ςτο αίμα αποτελεί ζναν γριγορο τρόπο να διαχωριςτοφν τα ςυςτατικά του. Θ 

ςυνκικεσ τθσ φυγοκζντρθςθσ πρζπει να λαμβάνουν υπόψθν τα κυτταρικά ςυςτατικά που κα 

διαχωριςτοφν και το είδοσ τθσ φυγόκεντρου με βάςθ το οποίο κα ρυκμιςτεί το πρόγραμμα 

φυγοκζντρθςθσ. Θ δφναμθ RCF είναι υπζυκυνθ για τον διαχωριςμό των ςυςτατικϊν κατά τθν 

φυγοκζντρθςθ θ οποία ρυκμίηεται ανάλογα με τθν απόςταςθ του δείγματοσ από το κζντρο τθσ 

φυγόκεντρου και τον αρικμό των ςτροφϊν ανα λεπτό (τα δείγματα ςε φυγόκεντρουσ 

διαφορετικου μεγζκουσ οι οποίεσ δουλεφουν ςτισ ίδιεσ ςτροφζσ κα δζχονται διαφορετικά RCFs) 

(Dhurat and Sukesh 2014). 

Κερμοκραςία: Οι τιμζσ τθσ κερμοκραςίασ είναι ςυμαντικζσ κακ’ όλθ τθν διαδικαςία και 

κυρίωσ κατά τισ φυγοκεντριςεισ. Θ κερμοκραςία μπορεί να επθρεάηει τθν κατάςταςθ τον 

αιμοπεταλίων (π.χ να ενεργοποιθκοφν) κακϊσ και τθν ανάκτθςθ τουσ (Dhurat and Sukesh 2014). 
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Αντιπθκτικά: Σα αντιπθκτικά που χρθςιμοποιοφνται για τθν διατιρθςθ του αίματοσ κα 

πρζπει να επιλζγονται με βάςθ ποιο ζχει μικρότερθ επίδραςθ ςτα αιμοπετάλια. Για παράδειγμα 

το EDTA αποφεφγεται επειδι αλλοιϊνει τθν μεμβράνθ των αιμοπεταλίων, οπότε προτιμοφνται 

κιτρικά αντιπθκτικά (ACD-A, CPD-A) (Dhurat and Sukesh 2014). 

Eνεργοποίθςθ του PRP: Όταν ενεργοποιείται το PRP, δθλαδι τα αιμοπετάλια, 

δθμιουργείται ζνα δίκτυο ινικισ το οποίο φαίνεται ωσ θ δθμιουργία πιγματοσ. Θ ενεργοποίθςθ 

πραγματοποιιται με τθν προςκικθ κρομβίνθσ ι αςβεςτίου. εάν θ εφαρμογι του PRP γίνει ςε 

μαλακοφσ ιςτοφσ, όπου το PRP ζρχεται ςε επαφι με κολλαγόνο, τότε δεν χρειάηεται να 

ενεργοποιθκεί από πριν εφόςον, όπωσ ςυμβαίνει και ςτα τραφματα του δζρματοσ, τα 

αιμοπετάλια ενεργοποιοφνται όταν ζρχονται ςε επαφι με το κολλαγόνο (Dhurat and Sukesh 

2014). 

1.4.1 Διάφορα πρωτόκολλα και τεχνικζσ παραςκευισ PRP 

1.4.1.1 Πρωτόκολλα και τεχνικζσ που βαςίηονται ςτο περιφερικό αίμα: 

 To πρωτόκολλο που ανζπτυξαν οι Paola et al. Πρόκειται για μία διαςικαςία δφο 

φυγοκεντριςεων το οποίο χρθςιμοποιεί αίμα ςε ποςότθτα 5ml μετά από αιμολθψία ςε 

ςωλθνάρια με αντιπθκτικό 0,5ml κιτρικό νάτριο 3,2%. Μίκρθ ποςότθτα από αυτό το αίμα, 

εφόςον αναμειχκεί καλά με το αντιπθκτικό, χρθςιμοποιείται για γενικι αίματοσ ϊςτε να 

προςδιοριςτεί θ αρχικι ςυγκζντρωςθ των κυτταρικϊν ςτοιχείων του αίματοσ πριν τθν υπόλοιπθ 

διαδικαςία. Υςτερα ακολουκεί θ πρϊτθ φυγοκζντρθςθ, όπου το αίμα υποβάλεται ςε 

φυγοκεντρθςθ για 5 λεπτά ςε 300g και ςε κερμοκραςία 18οC (κερμοκραςία δωματίου). Μετά 

από αυτι τθν πρϊτθ φυγοκζντρθςθ το αίμα ζχει διαχωριςτεί ςτα επιμζρουσ ςυςτατικά του 

(ερυκρά αιμοςφαίρια, το buffy coat με τα αιμοπεταλια από πάνω και το πλάςμα). ΢ε αυτό το 

ςθμείο ςυλλζγεται το πλάςμα μαηί με τα αιμοπετάλια από το πάνω μζροσ του ςωλθναρίου με 

προςοχι ϊςτε να μθν ςυλλεχκεί μαηί κομμάτι από τθν ςτοιβάδα των λευκοκυττάρων(buffy coat) 

ι των ερυκροκυττάρων. Σο πλάςμα που ζχει απομονωκεί μεταφζρεται ςε νζο ςτείρο ςωλθνάριο 

και χρθςιμοποιείται μικρι ποςότθτα από αυτό για γενικι αίματοσ ϊςτε να προςδιορςκοφν τα 

κυτταρικά ςτοιχεία που ζχουν απομονϊκθκαν μαηί με το πλάςμα. Ο ςτόχοσ είναι να ζχουν 

απομονωκεί όςο το δυνατόν περιςςότερα αιμοπετάλια και όςο το δυνατόν λιγότερα από τα 

υπόλοιπα κφτταρα του αίματοσ. Μετά, το πλάςμα υποβάλλεται ςε δεφτερθ φυγοκζντρθςθ για 17 

λεπτά ςε 700g και ςε κερμοκραςία 18οC. ΢ε αυτό το ςθμείο όλα τα αιμοπετάλια μαηί με όποια 

κυτταρικά ςτοιχεία υπάρχουν ςτο πλάςμα κα ζχουν ςυγκεντρωκεί ςτο κάτω μζροσ του 

ςωλθναρίου. Σο πλάςμα φτωχό ςε αιμοπετάλια ι PPP (Platelet Poor Plasma), το οποίο 

αποτελεί το πλάςμα ςτο πάνω μζροσ του ςωλθναρίου, αφαιρείται και το πλάςμα που απομζνει 
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ςτο κάτω μζροσ του ςωλθναρίου αποτελεί το PRP. Mικρι ποςότθτα από το PRP και από το PPP 

απομονϊνονται για γενικι εξζταςθ αίματοσ για να προςδιοριςτοφν τα κυτταρικά τουσ ςτοιχεία. 

΢τόχοσ είναι θ ςυγκζντρωςθ των αιμοπεταλίων ςτο PRP να είναι αρκετά υψθλι όπωσ και θ 

ανάκτθςθ (recovery%) των αιμοπεταλίων ςτο PRP από τον αρχικό αρικμό των αιμοπεταλίων ςτο 

αίμα να είναι θ μζγιςτθ. Θ ςυγκζντρωςθ των αιμοπεταλίων ςτο PPP πρζπει να είναι ελάχιςτθ αν 

όχι μθδενικι, δθλαδι να μθν ζχουν απομείνει ι χακεί αιμοπετάλια ςτο PPP (Amable, et al. 2013). 

 Σο PRP που παράγεται με τθν παραπάνω τεχνικι μπορεί να χαρακτθριςκεί ωσ PRP 

φτωχό ςε λευκοκφτταρα ι LP-PRP εφόςον λιγότερα από το 0,3% των ερυκρϊν και λευκϊν 

αιμοςφαιρίων απζμεινε ςτο τελικό προϊόν (Amable, et al. 2013).  

 Σο πρωτόκολλο αυτό αποτελεί μία τεχνικι όπου το τελικό προϊόν ζχει πολφ 

ικανοποιθτικι ανάκτθςθ αιμοπεταλίων και πολφ καλι αναπαραγωγθμότθτα. Ζνα τζτοιο 

προτϊκολλο αναπτφςςεται μετά από πολλζσ δοκιμζσ και επαναλιψεισ τθσ τεχνικισ με 

διαφορετικζσ παράμετρουσ κάκε φορά. Για παράδειγμα οι παράμετροι που χρθςιμοποιοφνται 

για τθν πρϊτθ φυγοκζντρθςθ (5 λεπτά ςε 300g και ςε κερμοκραςία 18οC) φάνθκαν ότι είναι οι 

ιδανικζσ ϊςτε θ ανάκτθςθ των αιμοπεταλίων μετά τθν πρϊτθ φυγοκζντρθςθ να είναι θ μζγιςτθ 

(recovery% >60). Όπωσ αναφζρουν ςτθν ςυγκεκριμζνθ ζρευνα, δοκίμαςαν να φυγοκεντριςουν 

το αίμα ςε δίαφορεσ ςυνκικεσ (διάφορουσ χρόνουσ και RCF) και διαπίςτωςαν ότι μικρόσ χρόνοσ 

πρϊτθσ φυγοκζντρθςθσ με υψθλό RCF ιταν οι ιδανικότερεσ παράμετροι για τθν παραπάνω 

ανάκτθςθ. Για να προςδιοριςτοφν οι βζλτιςτεσ ςυνκικεσ για τθν δεφτερθ φυγοκζντρθςθ, το 

πλάςμα που είχε απομονωκεί από τθν πρϊτθ φυγοκζντρθςθ υποβλικθκε ςε διάφορεσ ςυνκικεσ 

όςο αφορά τον χρόνο και το RCF τθσ δζυτερθσ φυγοκζντρθςθσ και διαπιςτϊκθκε ότι θ βζλτιςτεσ 

παράμετροι είναι για 17 λεπτά ςτα 700g. Οι ςυγκεκριμζνεσ παράμετροι επζτρεπαν τθν μικρότερθ 

απϊλεια αιμοπεταλίων ςτο PPP. Όςο αφορά τθν κερμοκραςία, δεν παρατθρικθκαν ςθμαντικζσ 

διαφορζσ ςτθν ανάκτθςθ των αιμοπεταλίων όταν οι φυγοκεντριςεισ δοφλευαν ςτουσ 12 οC ι 

ςτου 18οC (Amable, et al. 2013). 

 Oι Yin et al. ανζπτυξαν επίςθσ μία μζκοδο για να παραςκευάςουν αγνό PRP (P-PRP). ΢ε 

αυτι τθ μζκοδο χρθςιμοποίθςαν ολικό αίμα από εκελοντζσ αιμοδότεσ (216ml αίματοσ ανα 

εκελοντι) το οποίο ςτθ ςυνζχεια αναμείχκθκε με 24 ml ACD-A αντιπθκτικοφ. Επιπλζον 2ml 

ολικοφ αίματοσ ςυλλζχκθκαν από κάκε εκελοντι ςε ςωλθνάρια με αντιπθκτικό Κ2 ETDA για 

γενικι αίματοσ και προςδιοριςμό των αρχικων κυτταρικϊν ςτοιχείων του αίματοσ πριν τθν 

υπόλοιπθ διαδικαςία. Σο αίμα χωρίςτθκε ςε ειδικά ςωλθνάρια φυγοκζντρθςθσ (40ml ςε κάκε 

ςωλθνάριο) τα οποία τοποκετοφνται ςτθ φυγόκεντρο για να ακολουκθκεί θ υπόλοιπθ 

διαδικαςία. Για τθν πρϊτθ φυγοκζντρθςθ για προςδιοριςτοφν οι βζλτιςτεσ παράμετροι για 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yin%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28962125


18 
 

καλφτερθ ανάκτθςθ και τελικι ςυγκζντρωςθ των αιμοπεταλίων ζγιναν δοκιμζσ με διάφορεσ 

ςυνκικεσ και διαπιςτϊκθκε ότι οι βζλτιςτεσ παράμετροι είναι φυγοκζντρθςθ για 10 λεπτά ςε 

160g. Μετά τθν πρϊτθ φυγοκζντρθςθ τα ςυςτατικά του αίματοσ ιταν χωριςμζνα ςε τρείσ 

ςτοιβάδεσ με τα αιμοπετάλια να βρίςκονται πάνω από το buffy coat. Σο πλάςμα από το πάνω 

μζροσ του ςωλθναρίου αναρωφικθκε όλο με προςοχι ϊςτε να μθν γίνει επιμόλυνςθ από τθν 

ςτοιβάδα των ερυκροκυττάρων ι του buffy coat και μεταφζρκθκε ςε νζο ςωλθνάριο για τθν 

επόμενθ φυγοκζντρθςθ. Για τθν δεφτερθ φυγοκζντρθςθ ζγιναν επίςθσ δοκιμζσ για να 

προςδιοριςτοφν οι βζλτιςτεσ παράμετροι για τθν καλφτερθ ανάκτθςθ των αιμοπεταλίων με τισ 

πιο αποτελεςματικζσ να είναι θ φυγοκζντρθςθ για 15 λεπτά ςε 250g (Yin, et al. 2017). 

 Θ παραπάνω μζκοδοσ παραςκευισ PRP αποτελεί μια μζκοδο δφο φυγοκεντριςεων θ 

οποία όχι μόνο αποδίδει ζνα τελικό προϊόν P-PRP με αρκετά ικανοποιθτικι ςυγκζντρωςθ 

αιμοπεταλίων, αλλά και ζνα προϊόν με ικανοποιθτικι περιεκτικότθτα ςε αυξθτικοφσ παράγοντεσ. 

Αυτά τα δφο ςτοιχεία μποροφν να χαρακτθρίςουν αυτι τθ μζκοδο ικανι να χρθςιμοποιθκεί ςτθν 

κλινικι πράξθ (Yin, et al. 2017). 

 Ζνα πρωτόκολλο το οποίο αξίηει να αναφερκεί, είναι αυτό των Machado et al. το οποίο 

πρόκειται μία εφκολθ διαδικαςία με χαμθλό κόςτοσ. Σο ονόμαςαν “Turn down – turn up 

protocol” και πρόκειται για ζνα πρωτόκολλο δφο φυγοκεντριςεων (Machado, et al. 2019). Εν 

ςυντομία τα βιματα: 

 Αίμα ςυλλζγεται από εκελοντζσ ςε ποςότθτα 8,5 ml ςε ςωλθνάρια και αναμθγνείεται 

με το αντιπθκτικό ACD 1,5 ml. 

 Σα ςωλθνάρια τοποκετοφνται ςτθν φυγόκεντρο ανάποδα με το καπάκι προσ τα κάτω 

(Εικ. 4Α) και φυγοκεντροφνται για 15 λεπτά ςε 200g (1θ φυγοκζντρθςθ). 

 Μόλισ τελειϊςει θ φυγοκζντρθςθ και τα ςυςτατικά του αίματοσ ζχουν διαχωριςτεί, 

αφαιρείται το ςωλθνάριο από τθν φυγόκεντρο χωρίσ να το γυρίςουμε ςε όρκια κζςθ 

(δθλαδι το καπάκι προσ τα κάτω) και προςεκτικά αφαιροφμε τθν ςτοιβάδα των 

ερυκρϊν από τθν κάτω μεριά με τθν βοικεια βελόνασ και ςφριγγασ (Εικ. 4Β). 

 Σο ςωλθνάριο τοποκετείται ξανά ςτθν φυγόκεντρο αυτι τθ φορά ςε κανονικι κζςθ (το 

καπάκι προσ τα πάνω) και φυγοκεντρείται για 10 λεπτά ςε 1600g (δεφτερθ 

φυγοκζντρθςθ). 

 Μετά τθν δεφτερθ φυγοκζντρθςθ αφαιρείται από τθν πάνω μεριά το PPP με τθ βοικεια 

ςφριγγασ και απομζνει ςτο ςωλθνάριο ποςότθτα 1 με 2 ml PRP. 

(Machado, et al. 2019). 
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Mε αυτι τθν μζκοδο ζχει διαπιςτωκεί ανάκτθςθ αιμοπεταλίων πάνω από 70%. Αυτό το 

πρωτόκολλο είναι το δεφτερο κομμάτι τθσ ζρευνασ του turn down – turn up protocol. To πρϊτο 

κομμάτι αποτελοφςε τθν Παραςκευι PRP χρθςιμοποιϊντασ δφο μεκόδουσ μίασ φυγοκζντρθςθσ 

και δφο μεκόδων δφο φυγοκεντριςεων. Αυτά χρθςιμοποιικθκαν για να ςυγκρικοφν με το turn 

down – turn up protocol όπου αποδείχκθκε ότι θ τελικι ςυγκζντρωςθ των αιμοπεταλίων ςε αυτό 

το πρωτόκολλο ιταν αρκετά μεγαλφτερθ από ςυγκεντρϊςεισ που πιραν από τισ μεκόδουσ ςτο 

πρϊτο κομμάτι τθσ ζρευνασ (Machado, et al. 2019).  

 Τπάρχουν πολλζσ ακόμα μζκοδοι για το πϊσ ζνα προϊόν PRP μπορεί να 

παραςκευαςκεί, όπωσ και οι παράμετροι τθσ κάκε μεκόδου οι οποίεσ τισ κακιςτοφν ικανζσ να 

δϊςουν ζνα ικανοποιθτικό αποτζλεςμα διαφζρουν από μζκοδο ςε μζκοδο και εξαρτοφνται 

πάντα από τα υλικά και τον εξοπλιςμό του κάκε εργαςτθρίου ακόμα και από τθν εμπειρία του 

ίδιου του προςωπικοφ. Όλα τα παραπάνω πρωτόκολλα αναπτφχκθκαν με ςκοπό να βοθκιςουν 

να βελτιςτοποιθκεί θ τεχνικι για τθν παραςκευι PRP ςε ςχζςθ με τα ιδθ διακζςιμα kits και 

μεκόδουσ που χρθςιμοποιοφνται (για παράδειγμα αναφζρονται το Curasan PRP kit και το 

ςφςτθμα PCCS PRP (Weibrich and Kleis 2002). 

1.4.1.2 Τεχνικζσ παραςκευήσ PRP από ομφαλοπλακουντιακό αίμα:  

 Σο ομφαλοπλακουντιακό αίμα (CB) αποτελεί μία εναλλακτικι πθγι από τθν οποία μπορεί να 

παραςκευαςκεί το PRP και το PG. Σο ομφαλοπλακουντιακό αίμα προζρχεται από ομφάλιο λϊρο 

Α Β 

Εικόνα 4 - Βιματα πρωτοκόλλου turn up - turn down για τθν παραςκευι PRP. Α) το ςωλθνάριο με το αίμα 
τοποκετείται ανάποδα ςτθν φυγόκεντρο για τθν πρϊτθ φυγοκζντρθςθ. Β) αναρρόφθςθ τθσ ςτοιβάδασ των 
ερυκρϊν αιμοςφαιρίων αμζςωσ μετά τθν πρϊτθ φυγοκζντρθςθ. Πθγι: doi: 10.6061/clinics/2019/e1132 

https://dx.doi.org/10.6061%2Fclinics%2F2019%2Fe1132
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και τον πλακοφντα από μθτζρεσ που μόλισ γεννιςουν δζχονται να το δωρίςουν ςε τράπεηεσ 

αίματοσ με ςκοπό τθν επεξεργαςία του και τθν απομόνωςθ και καλλιζργεια αρχαίγονων 

αιμοποιθτικϊν κυττάρων (CD34+) για να χρθςιμοποιθκοφν ωσ μόςχευμα ςε αςκενείσ με 

αιματολογικά νοςιματα (λευχαιμίεσ, λεμφϊματα κλπ.) (Mallis, et al. 2019; Rebulla, et al. 2016). 

 Αυτό που κάνει το ομφαλοπλακουντιακό αίμα κατάλλθλο και εφκολο για τθν 

παραγωγι PRP και PG είναι θ μεγάλθ του περιεκτικότθτα ςε αυξθτικοφσ παράγοντεσ και το 

γεγονόσ ότι πάνω από το 80% των μονάδων ομφαλοπλακουντιακοφ (Cord Blood Units) αίματοσ 

που δωρίηονται δεν ςυμπλθρϊνουν τα κριτιρια (επαρκείσ όγκοσ και ολικά εμπφρθνα κφτταρα 

πάνω από 1,5*109 /CB Unit) για να επεξεργαςκοφν και να χρθςιμοποιθκοφν ωσ πικανά 

μοςχεφματα (Mallis, et al. 2019; Rebulla, et al. 2016).  

 Δθμόςιεσ Λταλικζσ τράπεηεσ αίματοσ ςε ςυνεργαςία με το Italian Cord Blood Network 

(ITCBN) και αργότερα θ Ελλθνικι τράπεηα ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ (ΕΛ.Σ.ΟΠΑ) 

πραγματοποίθςαν ζρευνα κατά τθν οποία τυποποίθςαν τθν διαδικαςία για τθν παραγωγι PRP 

και PG από ομφαλοπλακουντιακό αίμα. Για τθν διαδικαςία αυτι χρθςιμοποιικθκαν μονάδεσ 

αίματοσ από δωρεά οι οποίεσ περιείχαν λιγότερα από 1,5*109 εμπφρθνα κφτταρα και είχαν 

ςυγκζντρωςθ αιμοπεταλίων ίςθ με αυτι που βρίςκεται ςε ζναν φυςιολογικό ενιλικα άνκρωπο 

(150000 – 450000 PLTs/μl) (Mallis, et al. 2019; Rebulla, et al. 2016).  

 Οι μονάδεσ που χρθςιμοποιικθκαν για αυτι τθ μζκοδο είχαν αρχικό όγκο πάνω από 

80ml ςυμπεραλαμβανομζνου αντιπθκτικοφ CPDA 30 ml και ακολοφκθςαν μία διαδικαςία δφο 

φυγοκεντριςεων. Πριν τθν διαδικαςία μικρι ποςότθτα δείγματοσ από τουσ αςκοφσ 

χρθςιμοποιικθκε για γενικι αίματοσ για τον προςδιοριςμό των κυτταρικϊν ςτοιχείων του 

αίματοσ πριν τθν επεξεργαςία. Θ πρϊτθ φυγοκζντρθςθ είχε διάρκεια 15 λεπτά ςε 210g ςε 

κερμοκραςία δωματίου. Μετά τθν φυγοκεντρθςθ όπου είχαν διαχωριςτεί τα ςυςτατικά του 

αίματοσ, ςυλλζχκθκε το πλάςμα από το πάνω μζροσ του αςκοφ και μεταφζρκθκε ςε νζο κακαρό 

αςκό. Μικρι ποςότθτα από αυτό το πλάςμα χρθςιμοποιικθκε για γενικι αίματοσ για να 

προςδιοριςτοφν τα αιμοπετάλια μετά τθν πρϊτθ φυγοκζντρθςθ και ςτθ ςυνζχεια ο νζοσ αςκόσ 

με το πλάςμα ετοιμάςκθκε για τθν δεφτερθ φυγοκζντρθςθ. Θ δεφτερθ φυγοκζντρθςθ κράτθςε 

15 λεπτά ςε 2600g ςε κερμοκραςία δωματίου. Μετά και από τθν δεφτερθ φυγοκζντρθςθ 

αφαιρζκθκε το PPP από το πάνω μζροσ του αςκοφ ϊςτε να μείνει πίςω ο επικυμθτόσ όγκοσ 

πλάςματοσ που κα περιείχε τα αιμοπετάλια και από τελεί τo CBPRP. O επικυμθτόσ όγκοσ για το 

τελικό PRP που κακόριηε πόςθ ποςότθτα κα αφαιρεκεί κάκε φορά από το PPP προςδιοριηόταν 

με τθν βοικεια εξίςωςθσ όπου λάμβανε υπ’ όψιν τα άνω και κάτω όρια του όγκου του PRP και τα 
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άνω και κάτω όρια για τθσ ςυγκζντρωςθσ των αιμοπεταλίων του PRP (Mallis, et al. 2019; Rebulla, 

et al. 2016). 

 Tο πλάςμα από το PPP χρθςιμοποιικθκε για μικροβιακό ζλεγχο, αν και ζχει 

διαπιςτωκεί ότι όταν ο μικροβιακόσ ζλεγχοσ γίνεται από το πλάςμα του PPP και όχι για από το 

πλάςμα του PRP υπάρχει κίνδυνοσ για ψευδόσ αρνθτικά αποτελζςματα (Rebulla, και ςυν. 2016) . 

 Σα αποδεκτά όρια για τθν ςυγκζντρωςθ των αιμοπεταλίων για το CBPRP είναι 800*103 

PLTs/μL εϊσ 1400*103 PLTs/μL. Mετά τθν Παραςκευι των μονάδων CBPRP, αυτζσ 

αποκθκεφονταν ςτου -40οC όπου παρζμειναν εκεί μζχρι να χρθςιμοποιθκοφν για περαιτζρω 

διαδικαςίεσ (ερευνθτικζσ ι κλινικζσ) όπου αποψφχονταν ςε υδατόλουτρο και ενεργοποιοφνταν 

με τθν προςκικθ 10% γλυκονικοφ αςβεςτίου ςε αναλογία 1:3 και ςχθματιηόταν θ γζλθ PG ι 

CBPG (Mallis, et al. 2019; Rebulla, et al. 2016). 

 Μία τελευταία παρατιρθςθ ιταν ότι οι μονάδεσ CBPRP οι οποίεσ χαρακτθρίηονται ωσ 

καλφτερεσ, δθλαδι μεγαλφτερθ ανάκτθςθ αιμοπεταλίων και υψθλότερεσ τιμζσ ςυγκζντρωςθσ 

και απόλυτου αρικμοφ αιμοπεταλίων, προζκυψαν από τισ μονάδεσ ομφαλοπλακουντιακοφ 

αίματοσ όπου ο αρχικόσ τουσ όγκοσ ιταν μεγαλφτεροσ. Επίςθσ με θ παραςκευι PRP από μονάδεσ 

αίματοσ με μικρό αρχικό όγκο, ζδειξαν ότι ςτο τελικό προϊόν PRP είναι πικανότερο να βρεκοφν 

ερυκρά και λευκά αιμοςφαίρια (Mallis, et al. 2019). 
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Κεφάλαιο 2: Αναγεννθτικι Ιατρικι 

2.1 Tι είναι θ αναγεννθτικι ιατρικι 

Θ αναγεννθτικι ιατρικι επικαλείται τθν εφαρμογι και θ εκμετάλευςθ βιολογικϊν αρχϊν και 

τεχνικϊν μζςων με ςκοπό τθν ανάπτυξθ βιολογικϊν υποκατάςτατων τα οποία κα 

χρθςιμοποιθκοφν για τθν ανάπτυξθ νζων ιςτϊν ι για να αποκαταςτιςουν βλαφκζντεσ ιςτοφσ 

(Langer και Vacanti 1993).Θ αναγεννθτικι ιατρικι είναι ζνασ τομζασ που δίνει τθν δυνατότθτα να 

κεραπεφςει όργανα και ιςτοφσ που ζχουν πάκει κάποια βλάβθ είτε λόγο κάποιου τραυματιςμοφ 

είτε λόγο κάποιασ αςκζνειασ. Πιο ςυγκεκριμζνα, δίνει τθν δυνατότθτα να αποκαταςτιςει ι και 

να αντικαταςτιςει τουσ βλαφκζντεσ ιςτοφσ και όργανα. Μπορεί να χρθςιμοποιθκεί 

αποτελεςματικά τόςο ςε χρόνιεσ όςο και ςε οξείεσ πακιςεισ και νόςουσ οι οποίεσ μποροφν να 

εμφανιςτοφν ςε διάφορα όργανα και ιςτοφσ. Κάποια παραδείγματα όπου μπορεί να βρει 

εφαρμογι θ αναγεννθτικι ιατρικι είναι οι τραυματιςμοί, που αναφζρκθκε και νωρίτερα, 

καρδιακζσ και αγγειακζσ πακιςεισ, ο καρκίνοσ και πολλζσ ακόμα νόςοι (Mao and Mooney 2015).  

 Οι μεταμοςχεφςεισ οργάνων και ιςτϊν είναι μία κεραπευτικι προςζγγιςθ εναλλακτικι 

τθσ αναγεννθτικισ ιατρικισ, όμωσ ο μικρόσ αρικμόσ από δότεσ οργάνων και ςε ςυνδυαςμό με 

τον αυξανόμενο μζςο όρο ηωισ του ανκρϊπου (A. Atala 2012) και το γεγονόσ ότι θ 

μεταμόςχευςθ μπορεί να προκαλζςει ςοβαρζσ αντιδράςεισ του ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ για 

τον νζο ιςτό, κάνει τον τομζα τθσ αναγεννθτικισ ιατρικισ τόςο επικυμθτό όςο και αναγκαίο για 

τθν αντιμετϊπιςθ των αςκενειϊν που μπορεί να αντιμετωπίςει (Mao and Mooney 2015).  

2.2 Υλικά και μζκοδοι που αξιοποιεί θ αναγεννθτικι ιατρικι 

2.2.1 Η κεμζλεια ουςία   

 Θ εξωκυττάρια μιτρα πρόκειται για ζνα ςφνολο πρωτεϊνϊν και μορίων όπου εκκρίνονται από τα 

κφτταρα τα οποία περιβάλει και δθμιουργοφν το κατάλλθλο μικροπεριβάλλον για τθν ανάπτυξθ 

και τθν ςωςτι λειτουργία τουσ (Yi, et al. 2017; Rijal 2017). Κφρια ςυςτατικά τθσ εξωκυττάριασ 

κεμζλειασ ουςίασ είναι το κολλαγόνο, θ φιμπρονεκτίνθ, θ λαμινίνθ, θ ελαςτίνθ και διάφορα 

ςφμπλοκα όπωσ οι γλυκοηαμίνεσ (Rijal 2017). 

 Θ χριςθ ικριωμάτων εξωκυττάριασ κεμζλιασ είναι μία αποτελεςματικι προςζγγιςθ 

όςο αφορά τισ πακιςεισ που πραγματεφεται θ αναγεννθτικι ιατρικι κακϊσ μποροφν να 

δθμιουργιςουν τισ κατάλλθλεσ ςυνκικεσ (δομικά και βιοχθμικά) για τθν αποκατάςταςθ και τθν 

αναδόμθςθ διαφόρων ιςτϊν και οργάνων (Yi, et al. 2017). Επίςθσ, θ χριςθ Βιοχλικϊν τα οποία 

μποροφν να μιμθκοφν τισ ιδιότθτεσ τθσ εξωκυττάριασ μιτρασ, δίνει ςτα κφτταρα τθν δυνατότθτα 
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να δράςουν με τρόπουσ που είναι ικανοί να δθμιουργιςουν και να επιδιορκϊςουν ιςτοφσ με 

αποτζλεςμα τθν πλιρθ δομικι και λειτουργικι αποκατάςταςθ τουσ (Mao and Mooney 2015). 

 Αποκυτταροποιθμζνοι ιςτοί είναι μία πθγι από τθν οποία μπορεί να απομονωκεί και 

να αξιοποιθκεί θ εξωκυττάρια κεμζλεια ουςία (Mao and Mooney 2015; Rijal 2017). 

Αποκυτταροποιθμζνοι ιςτοί λζγονται αυτοί οι οποίοι μετά από επεξεργαςία με διάφορα 

διαλφματα (πχ απορρυπαντικά), αφαιροφνται όλα τα κυτταρικά τουσ ςτοιχεία και παραμζνει 

μόνο θ εξωκυττάρια μιτρα θ οποία είναι αδιάλυτθ ςτο νερό (Rijal 2017). Θ εξωκυττάρια μιτρα 

από αποκυτταροποιθμζνουσ ζχει χρθςιμοποιθκεί in vitro για τθν αναγζννθςθ και αναδόμθςθ 

οργάνων αλλά και ςτθν κλινικι πράξθ ςε ςυγκεκριμζνουσ ιςτοφσ όπωσ αιμοφόρα αγγεία, 

καρδιακζσ βαλβίδεσ και νεφρικζσ κφςτεισ (Yu, et al. 2016). 

 Επίςθσ, ο τομζασ τθσ ιςτομθχανικισ, που κάποιεσ φορζσ ό όροσ αυτόσ χρθςιμοποιείται 

ςυνϊνυμα με τθν αναγεννθτικι ιατρικι (Dzobo, et al. 2018), αςχολείται με τθν αναδόμθςθ και 

τθν δθμιουργία ιςτϊν και οργάνων χρθςιμοποιϊντασ αυξθτικοφσ παράγοντεσ και ικριϊματα από 

βιοχλικά (Mathew, et al. 2016; Dzobo, et al. 2018). 

2.2.2 3D Bioprinting 

Οι κλαςικζσ τεχνικζσ τθσ ιςτικισ μθχανικισ δεν είναι αρκετά αξιόπιςτεσ ϊςτε να δθμιουργιςουν 

και να αντιγράψουν μία περίπλοκι βιολογικι δομι (Vijayavenkataraman, et al. 2018), κακϊσ και 

θ τοποκζτθςθ κυττάρων μζςα ςε ζνα ικρίωμα εξωκυττάριασ μιτρασ είναι δφςκολο να ελεγχκεί 

(Mao and Mooney 2015). Θ χριςθ τθσ 3D Printing (εκτφπωςθ τριϊν διαςτάςεων) τεχνολογίασ 

ζχει διμιουργιςει ζνα πεδίο όπου αξιοποιείται απόλυτα από τθν αναγεννθτικι ιατρικι, το πεδίο 

αυτό είναι το 3D Bioprinting. Σο 3D bioprinting, ςε αντίκεςθ με το κλαςςικό 3D printing, 

χρθςιμοποιεί βιολογικά υλικά όπωσ κφτταρα και πρωτεΐνεσ για τθν δθμιουργία περίπλοκων 

βιολογικϊν δομϊν (ιςτοί και όργανα) (Vijayavenkataraman, et al. 2018; Atala and Forgacs 2019). 

Χρθςιμοποιϊντασ το 3D Bioprinting είναι δυνατι θ καταςκευι ιςτϊν με μεγάλθ ακρίβεια όςο 

αφορά τθν δομι τουσ, κακϊσ επιτρζπει ζναν ελεγχόμενο τρόπο που δομείται ζνασ ιςτόσ κατά τθν 

διάρκεια τοποκζτθςθσ των κυττάρων και των άλλων βιοχλικϊν μζςα ςε μία εξωκυττάρια μιτρα 

(Mao and Mooney 2015). 

 Θ 3D bioprinting τεχνολογία βρίςκει εφαρμογι ςτον τομζα τθσ αναγεννθτικισ ιατρικισ 

εφόςον ζχει τθν ικανότθτα να δθμιουργιςει και να αντικαταςτιςει ιςτοφσ. Δθλαδι μπορεί να 

καλφψει τισ ανάγκεσ που υπάρχουν για τθν εφρεςθ περιςςότερων δοτϊν οργάνων για 

μεταμοςχεφςεισ (Murphy and Atala 2014).  
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 Σα υλικά που χρθςιμοποιοφνται για τθν αναδόμθςθ των ιςτϊν με τθν βοικεια τθσ 3D 

bioprinting τεχνολογίασ μπορεί να είναι είτε πολυμερι και μόρια φυςικισ προζλευςθσ (πχ. 

Κολλαγόνο) είτε ςυνκετικά μόρια. Σα πλεονεκτιματα των φυςικϊν βιοχλικϊν είναι ότι μποροφν 

να μιμθκοφν τισ ιδιότθτεσ τθσ εξωκυττάριασ μιτρασ ενϊ τα πλεονεκτιματα των ςυνκετικϊν 

υλικϊν είναι ότι μποροφν να παραςκευαςκοφν με τισ κατάλλθλεσ φυςικζσ ιδιότθτεσ που 

επικυμοφμαι (πχ ελαςτικότθτα). Βαςικό ελάττωμα των ςυνκετικϊν υλικϊν είναι θ χαμθλι 

ιςτοςυμβατότθτα και θ τοξικότιτα. Σα κφτταρα αποτελοφν ζνα ακόμα βαςικό υλικό για τθν 

εφαρμογι τθσ 3D bioprtinting τεχνολογίασ ςτθν αναγεννθτικι ιατρικι. Οπότε για να 

δθμιουργθκεί ζνασ ιςτόσ και ζνα όργανο είναι απαραίτθτθ θ παρουςία κυττάρων τα οποία 

δίνουν ςτον ιςτό τθν λειτουργικότθτα και τθν δομι του (Murphy and Atala 2014). 

2.2.3 Στελεχιαία κφτταρα 

Σα ςτελεχιαία κφτταρα ι Stem cells είναι αδιαφοροποίθτα κφτταρα με ικανότθτα 

αυτοανανζωςθσ τα οποία μποροφν να διαφοροποιθκοφν προσ διάφορουσ κυτταρικοφσ 

πλθκυςμοφσ (Εικ. 5) και να αντικαταςτιςουν κφτταρα και ιςτοφσ που ζχουν φκαρεί ι 

τραυματιςτει (Rajabzadeh, Fathi and Farahzadi 2019). Ακριβϊσ αυτό το χαρακτθριςτικό τθσ 

Εικόνα 5 - Κατθγορίεσ ςτελεχιαίων κυττάρων. Πθγι: doi: 10.21037/sci.2019.06.04 

https://dx.doi.org/10.21037%2Fsci.2019.06.04
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αυτοανανζωςθσ και τθσ ικανότθτασ να διαφοροποιθκοφν προσ κάποιον άλλον κυτταρικό 

πλθκυςμό κάνει τα ςτελεχιαία κφτταρα ζνα χριςιμο εργαλείο για τθν αναγεννθτικι ιατρικι 

(Rajabzadeh, Fathi and Farahzadi 2019; Mahla 2016). Σα ςτελεχιαία κφτταρα ανάλογα με τθν 

ικανότθτα διαφοροποίθςθσ τουσ μποροφν να χωριςκοφν ςτισ παρακάτω κατθγορίεσ: 

1. Totipoten stem cells ι Ολοδφναμα ςτελεχιαία κφτταρα. Σο ηυγωτό (γονιμοποιθμζνο 

ωάριο) είναι το μόνο ολοδφναμο ςτελεχιαίο κφτταρο του ανκρϊπου και μπορεί να 

διαφοροποιθκεί προσ όλουσ τουσ κυτταρικοφσ πλθκυςμοφσ, ςυμπεριλαμβανομζνων και 

των κυττάρων των ζξω-εμβρυικϊν ιςτϊν (π.χ πλακοφντασ). Δθλαδι αυτά τα ςτελεχιαία 

κφτταρα είναι ικανά να δϊςουν ζναν ολόκλθρο οργανιςμό (Rajabzadeh, Fathi and 

Farahzadi 2019). 

2. Pluripotent stem cells ι Πλειοδφναμα ςτελεχιαία κφτταρα. Είναι τα κφτταρα τα οποία 

μποροφν να δϊςουν όλουσ τουσ κυτταρικοφσ πλθκυςμοφσ του οργανιςμοφ εκτόσ από τα 

κφτταρα των ζξω-εμβρυικων ιςτϊν (πλακοφντασ, χόριο). Σα εμβρυικά ςτελεχιαία κφτταρα 

(ESCs) είναι τζτοιου είδουσ κφτταρα (Mahla 2016; Rajabzadeh, Fathi and Farahzadi 

2019)τα οποία ζχουν ςχεδόν απεριόριςτθ ικανότθτα αυτοανανζωςθσ (Rajabzadeh, Fathi 

and Farahzadi 2019). 

3. Multipοtent stem cells ι Πολυδφναμα ςτελεχιαία κφτταρα. Είναι κφτταρα τα οποία 

ζχουν τθν ικανότθτα να διαφοροποιθκοφν προσ ςυγκεκριμζνεσ ομάδεσ κυττάρων. Σζτοιου 

είδουσ κφτταρα είναι τα αρχζγονα αιμοποιθτικά κφτταρα (HSCs) (Rajabzadeh, Fathi and 

Farahzadi 2019), όπου απομονϊνονται από τον μυελό των οςτϊν και τον ομφάλιο αίμα 

και ζχουν τθν ικανότθτα να δϊςουν όλα τα κφτταρα του περιφερικοφ αίματοσ (Mahla 

2016), και τα μεςεγχυματικά ςτρωματικά κφτταρα (MSCs) (Rajabzadeh, Fathi and 

Farahzadi 2019), τα οποία επίςθσ μποροφν να απομονωκοφν από τον ομφάλιο λϊρο 

(Mahla 2016) και τον μυελό των οςτϊν  αλλά και από το λίποσ και μποροφν να 

διαφοροποιθκοφν προσ οςτεοκφτταρα και χονδροκφτταρα και λιποκφτταρα (Sykova and 

Forostyak 2013). 

4. Unipotent stem cells ι Μονοδφναμα ςελεχιαία κφτταρα. Είναι κφτταρα χωρίσ ικανότθτα 

αυτοανανζωςθσ τα οποία ζχουν τθν ικανότθτα να διαφοροποιθκοφν προσ ζναν 

ςυγκεκριμζνο κυτταρικό πλθκυςμό. Σζτοιου είδουσ κφτταρα είναι τα ςτελεχιαία κφτταρα 

των μυϊν (Rajabzadeh, Fathi and Farahzadi 2019). 

Θ αξιοποίθςθ των ςτελεχιαίων κυττάρων από τθν αναγεννθτικι ιατρικι ζχει βρει 

εφαρμογι ςε αςκζνειεσ του δζρματοσ, τθσ καρδιάσ, ςε αιματολογικά προβλιματα (Rajabzadeh, 

Fathi and Farahzadi 2019), κακϊσ και ςε εκφυλιςτικζσ νόςουσ όπωσ θ νόςοσ Alzheimer (Sykova 

and Forostyak 2013). 
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Κεφάλαιο 3: Κλινικι εφαρμογι του Platelet Rich Plasma 

3.1 Μθχανιςμόσ δράςθσ του Platelet Rich Plasma 

3.1.1 Οι αυξθτικοί παράγοντεσ. 

Όπωσ ζχουμε μιλιςει και νωρίτερα, οι αυξθτικοί παράγοντεσ ι GFs (Growth Factors) είναι ο 

κφριοσ μθχανιςμόσ δράςθσ του PRP που ςυμβάλει ςτθν αναγζννθςθ των ιςτϊν και ςτθν 

εποφλωςθ των πλθγϊν (Stone and Varacallo 2020; Wu, Diaz and Borg-Stein 2016; Mei-Dan, et al. 

2011). 

Πριν αναλυκεί ποιοι είναι οι αυξθτικοί παράγοντεσ που υπάρχουν ςτο PRP και τι 

κάνουν, κα εξθγθκεί τι είναι οι αυξθτικοί παράγοντεσ. Οι αυξθτικοί παράγοντεσ πρόκειται για 

μόρια ενεργά, τα οποία ζχουν βαςικό ρόλο και ςτισ τρείσ φάςεισ τθσ εποφλωςθσ των πλθγϊν (τθν 

φλεγμονϊδθ φάςθ, τθν φάςθ του πολλαπλαςιαςμοφ και τθν φάςθσ τθσ αναγζννθςθσ), που 

εκκρίνονται από κφτταρα (μακροφάγα, λευκοκφτταρα, αιμοπετάλια κα.), και διεγείρουν τθν 

κυτταρικι αφξθςθ και διαφοροποίθςθ με το να επθρεάηουν τθν κυτταρικι διαίρεςθ (τθν 

αναςτζλλουν ι τθν ενεργοποιοφν). Ο κφριοσ τρόποσ δράςθσ αυτϊν των μορίων είναι να 

προςδζνονται ςε ειδικοφσ επιφανειακοφσ κυτταρικοφσ υποδοχείσ, οι οποίοι μετά τθν ςφνδεςθ 

τουσ με τουσ αυξθτικοφσ παράγοντεσ προκαλοφν μια ςειρά αντιδράςεων που ζχει ωσ 

αποτζλεςμα τθν ενεργοποίθςθ ι τθν αναςτολι ζκφραςθσ γονιδίων που ζχουν να κάνουν με τθν 

κυτταρικι αφξθςθ. Άλλοι αυξθτικοί παράγοντεσ ζχουν τθν ιδιότθτα να ειςζρχονται οι ίδιοι μζςα 

ςτο κφτταρο και να δρουν κατευκείαν ςτον ςτόχο τουσ. Οι λιποειδείσ διαλυτζσ ςτεροειδείσ 

ορμόνεσ είναι τζτοιου είδουσ αυξθτικοί παράγοντεσ. (Stone and Varacallo 2020). 

3.1.2 Αυξθτικοί παράγοντεσ και τα αιμοπετάλια 

Όταν ζνα αγγείο τραυματίηεται, τα αιμοπετάλια είναι τα πρϊτα κφτταρα που ςπεφδουν ςτθν 

περιοχι του τραυματιςμοφ και είναι υπεφκυνα να ςταματιςουν τθν αιμορραγία και να 

ςυμβάλουν ςτθν εποφλωςθ τθσ πλθγισ. Οι τρείσ κφριεσ λειτουργίεσ τουσ κατά τθν πρϊτθ φάςθ 

τθσ αιμόςταςθσ είναι: θ προςκόλλθςθ, θ ενεργοποίθςθ και θ ςυςςωμάτωςθ (Alves and Grimalt 

2018). Κατά τθν φάςθ τθσ ενεργοποίθςθσ, τα αιμοπετάλια απελευκερϊνουν από τα α-κοκκία 

τουσ αυξθτικοφσ παράγοντεσ και κυτταροκίνεσ οι οποίοι μποροφν να επθρεάςουν τθν 

φλεγμονϊδθ αντίδραςθ, τθν αγγειογζνεςθ, τθν μετανάςτευςθ ςτελεχιαίων κυττάρων και τον 

φαινότυπο των κυττάρων με τελικό αποτζλεςμα τθν αποκατάςταςθ και τθν πλιρθ εποφλωςθ τθσ 

πλθγισ (Pochini, et al. 2016; Alves and Grimalt 2018). Επίςθσ τα ενεργοποιθμζνα αιμοπετάλια 

προςελκφουν λευκοκφτταρα και μακροφάγα ςτο ςθμείο τθσ φλεγμονισ για τθν φαγοκυττάρωςθ 

μικροοργανιςμϊν τα οποία με τθν ςειρά τουσ εκκρίνουν αυξθτικοφσ παράγοντεσ οι οποίοι 
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ςυμβάλουν ςτθν φλεγμονι και ςτθν εποφλωςθ τθσ πλθγισ (Alves and Grimalt 2018; Stone and 

Varacallo 2020). Σα ουδετερόφιλα είναι τα πρϊτα λευκοκφτταρα που φτάνουν ςτο ςθμείο τθσ 

φλεγμονισ (Stone and Varacallo 2020). 

 Αυξθτικοί παράγοντεσ που εκκρίνονται από τα α-κοκκία των αιμοπεταλίων: 

 PDGF: Platelet derived growth factor 

 VEGF: Vascular endothelial growth factor 

 FGF: Fibroblast growth factor 

 EGF: Epidermal growth factor 

 IFG: Insulin like growth factor 

 TGF-β1: Transforming growth factor β1 

 MMPs: Matrix metaloproteins 

 HGF: Hepatocyte growth factor 

 IL-8: ιντερλευκίνθ 8  

 MMPs: Μatrix metalloproteinases 

 TIMPs: tissue inhibitors of metalloproteinases 

(Stone and Varacallo 2020; Alves and Grimalt 2018; Pavlovic, et al. 2016; Lubkowska, Dolegowska 

and Banfi 2012; Sternlicht and Werb 2001; Leco, et al. 2006) 

3.1.3 Αυξθτικοί παράγοντεσ ςτο Platelet Rich Plasma 

 Οι αυξθτικοί παράγοντεσ ςτο PRP, προζρχονται κυρίωσ από τα αιμοπετάλια και είναι το 

κφριο ςτοιχείο που δίνει ςτο PRP ςτο αναγεννθτικό του δυναμικό όςο αφορά τθν αναγζννθςθ 

ιςτϊν και κυττάρων. Όπωσ αναφζραμε και προθγουμζνωσ κάποιοι από αυτοφσ τουσ αυξθτικοφσ 

παράγοντεσ είναι οι: PDGF, VEGF, FGF, IGF, TGF,EGF κα (Lubkowska, Dolegowska and Banfi 2012). 

΢τον πίνακα 1 παρουςιάηονται οι αυξθτικοί παράγοντεσ ςτο PRP και θ κφρια λειτουργία τουσ.  

Όλοι αυξθτικοί παράγοντεσ ςτο PRP απελευκερϊνονται από τα α-κοκκία των 

αιμοπεταλίων μετά τθν ενεργοποίθςθ τουσ. Ι ενεργοποίθςθ μπορεί να γίνει με τθν προςκικθ 

κρομβίνθσ ςτο PRP (Pochini, et al. 2016) ι μετά τθν προςκικθ γλυκονικοφ αςβεςτίου (Mallis, et 

al. 2019; Rebulla, et al. 2016).  

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/tissue-inhibitor-of-metalloproteinase
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Πίνακασ 1 - Αυξθτικοί παράγοντεσ ςτο PRP και θ κφρια λειτουργεία τουσ 

Αυξθτικόσ 
Παράγοντασ 

Κφρια λειτουργία 

PDGF 

Ενιςχφει τθ ςφνκεςθ κολλαγόνου, τον πολλαπλαςιαςμό των οςτικϊν κυττάρων, τθ 
χθμειοταξία των ινοβλαςτϊν, τθν πολλαπλαςιαςτικι δραςτθριότθτα, ενεργοποίθςθ 
μακροφάγων (Pavlovic, et al. 2016)  και ςυμβάλει και ςτθν αγγειογζνεςθ (Alves and 
Grimalt 2018). 

ΣGF-β 
Ενιςχφει τθ ςφνκεςθ κολλαγόνου τφπου 1, προάγει τθν αγγειογζνεςθ, διεγείρει τθ 
χθμειοταξία των ανοςοκυττάρων, αναςτζλλει το ςχθματιςμό οςτεοκλαςτϊν και τθν 
απορρόφθςθ των οςτϊν (Pavlovic, et al. 2016). 

VEGF 

Διεγείρει τθν αγγειογζνεςθ (και ειδικά τθν περιφερικι αγγειογζνεςθ και είναι υπεφκυνοσ 
για τθν αφξθςθ του μεγζκουσ των αγγείων κατά τθν ανάπτυξθ του οργανιςμοφ (Alves and 
Grimalt 2018)), τθ μετανάςτευςθ και τθ μίτωςθ των ενδοκθλιακϊν κυττάρων, αυξάνει τθ 
διαπερατότθτα των αγγείων, διεγείρει τθ χθμειοταξία των μακροφάγων και των 
ουδετερόφιλων (Pavlovic, et al. 2016). 

EGF 
Διεγείρει τον κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό και τθν διαφοροποίθςθ επικθλιακϊν κυττάρων, 
προάγει τθν ζκκριςθ κυτοκίνθσ από μεςεγχυματικά και επικθλιακά κφτταρα (Pavlovic, et 
al. 2016) και διεγείρει τθν αγγειογζνεςθ (Alves and Grimalt 2018). 

FGF 
Διεγείρει τον πολλαπλαςιαςμό των μεςεγχυματικϊν κυττάρων, των χονδροκυττάρων και 
των οςτεοβλαςτϊν (Pavlovic, et al. 2016) και τθν αγγειογζνεςθ (Alves and Grimalt 2018). 

IGF 
Διεγείρει τθν ανάπτυξθ κυττάρων, τθ διαφοροποίθςθ και τθν ςφνκεςθ του κολλαγόνου 
(Pavlovic, et al. 2016) και τθν αγγειογζνεςθ (Alves and Grimalt 2018). 

IL-8 Διεγείρει τθν μίτωςθ των επικυλιακϊν κυττάρων και τθν αγγειογζνεςθ (Unal 2017). 

MMPs 
Ρυκμίηει τθν επικοινωνία μεταξφ κυττάρων και ελκφει άλλουσ αυξθτικοφσ παράγωντεσ, 
αγγειογενετικοφσ παράγοντεσ και αναςτωλείσ (Sternlicht and Werb 2001). 

TIMPs 
Ρυκμίηουν τθν ανάπτυξθ των ιςτϊν ςτουσ πνζυμονεσ κατά τθν ανάπτυξθ τουσ. Σα TMPs 
πρζπει να παράγονται ςε ιςορροπία με τα MMPs ϊςτε να ρυκμίηεται ςωςτά θ ζκκριςθ 
αυξθτικϊν παραγόντων (Leco, και ςυν. 2006).  

 

3.1.4 Λευκοκφτταρα και Platelet Rich Plasma (Leukocyte Platelet Rich Plasma – L-PRP) 

Σο PRP μπορεί να ζχει λευκά αιμοςφαίρια ςε διάφορεσ ςυγκεντρϊςεισ ανάλογα με το 

πρωτόκολλο που χρθςιμοποιείται για τθν Παραςκευι του (Pavlovic, et al. 2016). Σα λευκά 

αιμοςφαίρια του PRP ςυνικωσ δεν περιλαμβάνουν τα βαςεόφιλα και τα εωςινόφιλα κακϊσ 

είναι ευαίςκθτα ςτθν φυγοκζντρθςθ και δεν επιβιϊνουν μζχρι το τζλοσ τθσ διαδικαςίασ (Everts 

2017). Σα λευκοκφτταρα μποροφν να εκκρίνουν πολλζσ πρωτεΐνεσ που ςυμβάλουν ςτθν 

εποφλωςθ των πλθγϊν κακϊσ, επίςθσ, μποροφν να ελζγξουν τθν ζνταςθ τθσ φλεγμονϊδουσ 

αντίδραςθσ μζςω μορίων που τθν αναςτζλλουν ι τθν διεγείρουν (Pavlovic, et al. 2016; Lana, et 

al. 2019). Πιο ςυγκεκριμζνα, τα λευκά αιμοςφαίρια μποροφν να αποικοδομιςουν τθν 

εξωκυττάρια κεμζλια ουςία ϊςτε να ελευκερωκοφν πιο εφκολα οι αυξθτικοί παράγοντεσ ςτο 
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ςθμείο του τραυματιςμοφ και να επουλωκεί θ πλθγι (Pavlovic, et al. 2016). Ζχει ιδθ αναφερκεί 

ότι τα λευκοκφτταρα είναι επίςθσ μια από τισ πθγζσ αυξθτικϊν παραγόντων οι οποίοι επίςθσ 

μποροφν να ςυμβάλλουν ςτθν άμεςθ εποφλωςθ τθσ πλθγισ (Pavlovic, et al. 2016; Stone and 

Varacallo 2020). 

Είναι πολφ πικανό  όμωσ τα λευκοκφτταρα ςτο PRP να επιδροφν αρνθτικά ςτθν 

αναγζννθςθ των ιςτϊν. Για παράδειγμα, τα ουδετερόφιλα απελευκερϊνουν ελεφκερεσ ρίηεσ 

οξυγόνου (ROS) με ςκοπό τθν εξάλειψθ πικανϊν πακογόνων μικροοργανιςμϊν που ζχουν 

μολφνει το ςθμείο του τραυματιςμοφ. Όμωσ αυτζσ οι ελεφκερεσ ρίηεσ οξυγόνου ζχουν 

αναςταλτικι επίδραςθ ςτθν διαδικαςία τθσ ανάπλαςθσ του ιςτοφ, επομζνωσ, κακυςτερεί και θ 

εποφλωςθ τθσ. ΢υμπεραίνουμε ότι τα λευκά αιμοςφαίρια ςτο PRP μποροφν να ζχουν τόςο 

αρνθτικζσ όςο και κετικζσ επιδράςεισ ςτο ςθμείο που εφαρμόηεται, ενϊ, ςε κάποιεσ περιπτϊςεισ 

είναι γνωςτό εάν το PRP που κα εφαρμοςτεί κα πρζπει να περιζχει λευκοκφτταρα ι όχι πλθγισ 

(Pavlovic, et al. 2016). 

Σζλοσ, εκτόσ από τα λευκά αιμοςφαίρια και τα ερυκρά όταν δεν ζχουν διαχωριςτεί και 

είναι παρόν ςτο τελικό προϊόν PRP, μποροφν να προκαλζςουν επιπλοκζσ όςο αφορά τθν δράςθ 

του PRP. Για παράδειγμα, ςε περίπτωςθ εφαρμογισ PRP ςε ςκελετικοφσ μφεσ επιμολυςμζνο με 

ερυκροκφτταρα, εξαιτίασ του ςιδιρου τθσ αίμθσ όπου προκαλεί τον ςχθματιςμό ελεφκερων 

ριηϊν, μπορεί να οδθγιςει ςε ανεπικφμθτθ απόπτωςθ των κυττάρων (Pochini, et al. 2016). 

3.2 Διαφορζσ ςτθ γζλθ αιμοπεταλίων προερχόμενθ από περιφερικό και ομφαλοπλακουντιακό 

αίμα 

 Σο περιφερικό αίμα αποτελεί τθν πιο κοινι πθγι για τθν παραςκευι του PRP και του PG. Όμωσ, 

εκτόσ από το περιφερικό αίμα, το ομφαλοπλακουντιακό αίμα αποτελεί επίςθσ μια πθγι για τθν 

παραςκευι των προϊόντων του PRP τα οποία μποροφν να αξιοποιθκοφν κατά τον ίδιο τρόπο 

τόςο ςε κλινικζσ (Volpe, et al. 2017; Rosso, et al. 2014) όςο και ςε ερευνθτικζσ εφαρμογζσ 

(Shirzad, et al. 2017). Όςο αφορά τθν περιεκτικότθτα του PRP και του PG ςε αυξθτικοφσ 

παράγοντεσ, είτε αυτά είναι προερχόμενα από το περιφερικό αίμα είτε από το 

ομφαλοπλακουντιακό αίμα, ςε κάκε περίπτωςθ αυτά τα προϊόντα του αίματοσ περιζχουν τουσ 

ίδιουσ αυξθτικοφσ παράγοντεσ οι οποίοι ζχουν αναφερκεί νωρίτερα (PDGF, VEGF, FGF, HGF κλπ.). 

Πζρα από τα υποςχόμενα αποτελζςματα που δείχνει θ χριςθ του PRP από 

ομφαλοπλακουντιακό ςε ςχζςθ με αυτά του PRP από περιφερικό αίμα, μετά από μελζτεσ, ζχει 

διαπιςτωκεί ότι και ςε κυτταροκαλλιζργειεσ ανκρϊπινων μεςεγχυματικϊν ςτρωματικϊν 

κυττάρων (MSCs) που αναπτφςςονται παρουςία Platelet Lysate (PL), ότι το PL που προζρχεται 

από ομφαλοπλακουντιακό αίμα, προκαλεί ςτα κφτταρα αυτά ιςχυρότερθ πολλαπλαςιαςτικι 
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ικανότθτα ςε ςχζςθ με το PL από περιφερικό αίμα ι PBPL (το PL προκφπτει μετά τθν ψφξθ του 

PRP ςτουσ -80οC, το οποίο μόλισ αποψυχκεί κα ζχουν λυκεί οι μεμβράνεσ των αιμοπεταλίων 

ελευκερϊνοντασ το περιεχόμενο τουσ μαηί με όλα τα μόρια και τουσ αυξθτικοφσ παράγοντεσ ςτο 

πλάςμα (Ludicone, et al. 2014)). Όςο αφορά το είδοσ τθσ διαφοροποίθςθσ που υπζςτθκαν τα 

MSC παρουςία UCBPL και PBPL, παρατθρικθκε ότι το UCBPL προιγαγε τθν χονδροκυτταρικι 

διαφοροποίθςθ ενϊ το PBPL τθν οςτεοβλαςτικι διαφοροποίςθ (Shirzad, et al. 2017). 

Για ποιόν λόγο παρατθροφνται αυτζσ τισ διαφορζσ ςτθν αναγεννθτικι ικανότθτα του 

PRP από ομφαλοπλακουντιακό αίμα και από περιφερικό αίμα δεν είναι πλιρωσ ξεκάκαρο. Όμωσ, 

είναι κατανοθτό ότι αυτζσ οι διαφορζσ είναι λογικζσ εφόςον εάν εξεταςκοφν τα περιεχόμενα του 

πλάςματοσ ενόσ νεογζννθτου και ενόσ ενιλικα κα βρεκοφν ςθμαντικζσ διαφορζσ (Toulon, et al. 

2016; Monagle, et al. 2006). Καταρχιν, θ δυνατότθτα του ανκρϊπινου οργανιςμοφ να επιτελεί 

τθν διαδικαςία τθσ αιμόςταςθσ αυξάνεται με τθν πάροδο του χρόνου τθσ εγκυμοςφνθσ. Σα 

αιμοπετάλια των νεογνϊν παρουςιάηουν υπερευαιςκθςία με χαμθλότερθ ικανότθτα 

ενεργοποίθςθσ μετά τθν διζγερςθ με τθν κρομβίνθ (Strauss, Sidlik-Muskatel and Kenet 2011). 

Όςο αφορά τα επίπεδα τθσ κρομβίνθσ ςτο αίμα των νεογνϊν, είναι γνωςτό ότι μόνο μζχρι το 

50% των επιπζδων κρομβίνθσ που παρατθρείται ςτουσ ενιλικεσ μπορει να βρεκεί ςτο πλάςμα 

των νεογνϊν (Andrew, et al. 1990). Σζλοσ, άλλεσ διαφορζσ ςτα ςυςτατικά του πλάςματοσ του 

νεογνοφ (κατά ςυνζπεια και του ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ) και του ενιλικα ανκρϊπου 

είναι τα επίπεδα των βιταμίνο-Κ εξαρτϊμενων παραγόντων τθσ πιξθσ οι οποίοι είναι 

χαμθλότεροι ςτα νεογνά (εκτόσ από τον FV) (Toulon, et al. 2016; Monagle, et al. 2006; Strauss, 

Sidlik-Muskatel and Kenet 2011) όπωσ και οι πρωτεΐνεσ C και S (Toulon, et al. 2016) (Monagle, et 

al. 2006), θ αντικρομβίνθ και το ινοδωγόνο (Toulon, et al. 2016). Από τθν άλλθ μεριά, ο 

παράγοντασ VWF είναι ςθμαντικά αυξθμζνοσ ςτα νεογνά και ςτα μικρά παιδιά (Toulon, et al. 

2016; Monagle, et al. 2006). 

3.3 PRP και Εφαρμογζσ 

3.3.1 Πομφολυγϊδθσ επιδερμόλυςθσ (ΕΒ) 

Θ πομφολυγϊδθσ επιδερμόλυςθ ι EB (Epidermolysis bullosa) πρόκειται για ζναν αρικμό 

γενετικά ετερογενϊν δερματικϊν πακιςεων που χαρακτθρίηονται από ελαττϊματα ςτθ ςφνκεςθ 

πρωτεϊνϊν οι οποίεσ εμπλζκονται ςτθν προςκόλλθςθ τθσ επιδερμίδασ ςτον ςυνδετικό ιςτό 

(Sindici, et al. 2018; Tadini, Guez, et al. 2015). Σα γονίδια τα οποία είναι υπεφκυνα για τθν 

εμφάνιςθ αυτισ τθσ νόςου είναι τα ίδια που είναι υπεφκυνα για πρωτεΐνεσ όπωσ το κολλαγόνο 

τφπου VII (Gelmetti, et al. 2018). 
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 Θ EB ταξινομείται ςε τζςςερισ τφπουσ οι οποίοι είναι: θ επιδερμολυτικι ι 

epidermolytic EB (EEB), θ τμθματικι ι junctional EB (JEB), θ δυςτροφικι ι dystrophic EB (DEB) και 

το ςφνδρομο Kindler. Από τισ παραπάνω κατθγορίεσ θ DEB είναι θ πιο ςυχνι και μπορεί να ζχει 

επικρατι ι υπολειπόμενο γονότυπο (Gelmetti, et al. 2018). Θ κλινικι εικόνα ενόσ αςκενι που 

πάςχει από EB είναι θ ευαιςκθςία και θ εφκολθ ευκραυςτότθτα του δζρματοσ, ο ςχθματιςμόσ 

φυςαλίδων και θ ανϊμαλθ εποφλωςθ των πλθγϊν ι ακόμα και θ μθ εποφλωςθ τθσ πλθγισ 

(Tadini, Pezzani, et al. 2015; Tadini, Guez, et al. 2015). Επίςθσ, αςκενείσ που πάςχουν από αυτι 

τθν νόςο, ζχουν μεγάλθ πικανότθτα να αναπτφξουν καρκίνο του δζρματοσ κατά τθν διάρκεια τθσ 

ηωισ τουσ (Tadini, Guez, et al. 2015). 

Αν και οι εφαρμογζσ του PRP για τθν κεραπεία των δερματικϊν εξελκϊςεων που 

πάςχουν από EB ζχουν πραγματοποιθκεί ςε μικρό αρικμό ατόμων, οι ζρευνεσ οι οποίεσ 

αςχολικθκαν με αυτό παρουςιάηουν αιςιόδοξα αποτελζςματα. Για παράδειγμα ςε αςκενείσ οι 

οποίοι ζπαςχαν από ΕΒ με πρόςφατεσ εξελκϊςεισ του δζρματοσ, ζγινε χριςθ CBPG για τθν 

περίκαλψθ των δερματικϊν εξελκϊςεων τουσ (Gelmetti, et al. 2018; Tadini, Guez, et al. 2015). ΢ε 

μία από αυτζσ τισ ζρευνεσ το PL, που δθμιουργικθκε μετά τθν ψφξθ του PRP ςτουσ -80οC και τθν 

απόψυξθ του ςτουσ 37οC, ενεργοποιικθκε με τθν προςκικθ batroxobin και μετά από 20 με 30 

λεπτά ςχθματίςτθκε θ γζλθ αιμοπεταλίων (PG) (Tadini, Guez, et al. 2015). 

 Θ εφαρμογι του CBPG ςτισ πλθγζσ των αςκενϊν πραγματοποιικθκε από 

εξειδικευμζνο προςωπικό οι οποίοι τοποκζτθςαν το CBPG πάνω ςτισ πλθγζσ με τθν βοικεια 

γάηασ και επιδζςμων (Gelmetti, et al. 2018). Ζχουν αναφερκεί ότι αςκενείσ που υποβλικθκαν ςε 

κεραπεία με CBPG για τισ δερματικζσ εξελκϊςεισ που προκαλεί θ EB, ταυτόχρονα τουσ 

χορθγοφςανε ςυμβατικι κεραπεία για να ςυγκρίνουν τα αποτελζςματα (Tadini, Guez, et al. 

2015). Οι αςκενείσ αυτοί ιταν υπό παρακολοφκθςθ κακ’ όλθ τθν διάρκεια τθσ κεραπείασ τουσ. Θ 

πλειοψθφία των αςκενϊν ςε αυτζσ τισ ζρευνεσ ανζφεραν ςαφι βελτίωςθ όςο αφορά τθν 

δυςφορία και τον πόνο από το ςθμείο τθσ πλθγισ κακϊσ και οι εξελκϊςεισ μειϊκθκαν ςε 

μζγεκοσ και ακόμα παρατθρικθκε και επανεπικθλίωςθ του δζρματοσ (Gelmetti, et al. 2018; 

Tadini, Guez, et al. 2015). Όςο αφορά τισ εκβάςεισ των δερματικϊν εξελκϊςεων ςτουσ αςκενείσ 

που τουσ χορθγοφςαν ςυμβατικά φάρμακα (ομάδα ελζγχου), δεν παρατθρικθκε θ ίδια βελτίωςθ 

και ςε πολλζσ περιπτϊςεισ θ πλθγι ξανά άνοιγε μετά το τζλοσ τθσ κεραπείασ (Tadini, Guez, et al. 

2015).  

Σα νεογζννθτα είναι μία ευαίςκθτθ κατθγορία αςκενϊν όςο αφορά τθν EB. ΢ε αυτοφσ 

τουσ αςκενισ πρζπει να δίνεται ιδιαίτερθ ςθμαςία ςτθν φροντίδα και ςτθν πρόλθψθ των 

φυςαλίδων από τα δερματικά ζλκθ, κακϊσ υπάρχει κίνδυνοσ για τθν απϊλεια θλεκτρολυτϊν με 
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ςυνζπεια τθν αφυδάτωςθ κακϊσ και ο κίνδυνοσ για αναιμία από αιμορραγία (Tadini, Pezzani, et 

al. 2015). 

 Για τθν κεραπεία των εξελκϊςεων των κάτω 

άκρων ςε βρζφοσ ζγινε χριςθ CBPG, το οποίο 

προετοιμάςκθκε και εφαρμόςκθκε ςτισ πλθγζσ με γάηα 

και επιδζςμουσ (Εικ. 6). Και οι δφο μεγάλεσ εςτίεσ 

εξζλκωςθσ του επικθλίου βελτιϊκθκαν μετά από μία ι 

δφο εβδομάδεσ τθσ εφαρμογισ τθσ γζλθσ και ακόμα 

παρατθρικθκε επανεπικθλίωςθ του δζρματοσ χωρίσ 

παρενζργειεσ. (Εικ. 10) (Tadini, Pezzani, et al. 2015).  

 Όταν πρόκειται για τισ διαβρϊςεισ και τισ 

εξελκϊςεισ που προκαλοφνται ςτθν ςτοματικι κοιλότθτα, 

θ εφαρμογι του CBPG δεν ζχει αξιόλογα αποτελζςματα 

όςο αφορά τθν βελτίωςθ των ςυμπτωμάτων (Sindici, et al. 

2018).  

Σζλοσ, για τισ περιπτϊςεισ που απαιτείται θ 

κεραπεία ςτοματικϊν ελκϊν από τθν EB, το CBPG μπορεί 

να χρθςιμοποιθκεί με ςυνδυαςμό με φωτοδιαμορφωτικι 

κεραπεία ι PBMT (Photobiomodulation Therapy) και με κεραπεία λζιηερ χαμθλοφ επιπζδου ι 

LLLT (Low Level Laser Therapy) με αρκετά υποςχόμενα αποτελζςματα (Sindici, et al. 2018; Sindici 

, et al. 2017). 

3.3.2 H εφαρμογι του PRP για τθν κεραπεία των εγκαυμάτων. 

Σο ζγκαυμα μπορεί να αποτελεί ζναν μικρό αςιμαντο τραυματιςμό ι μπορεί να αποτελεί ζναν 

τραυματιςμό ο οποίοσ να βάηει ςε μεγάλο κίνδυνο τθν ηωι του αςκενοφσ. Ζνα χαρακτθριςτικό 

των αςκενϊν που νοςθλεφονται με εγκαφματα είναι θ μεγάλθ περίοδοσ ανάρρωςθσ. Οι 

παράμετροι που παίηουν ρόλο όςο αφορά τθν περίοδο ανάρρωςθσ και τθν νοςθρότθτα ενόσ 

αςκενοφσ με ζγκαυμα είναι: το μζγεκοσ του εγκαφματοσ ςτθν επιφάνεια του δζρματοσ, το βάκοσ 

του εγκαφματοσ ςτουσ, το ςθμείο του εγκαφματοσ και θ θλικία του αςκενοφσ. Οι δευτερογενείσ 

λοιμϊξεισ είναι μεγάλοσ κίνδυνοσ για αυτοφσ τουσ αςκενείσ και ςυνικωσ μπορεί να παρατείνει 

τθν περίοδο νοςθλείασ τουσ για αρκετό ακόμα διάςτθμα (Unal 2017). Επίςθσ, ανάλογα με τθν 

κζςθ και το βάκοσ του εγκαφματοσ μπορεί να προκλθκεί μόνιμθ αναπθρία θ οποία μπορεί να 

ακολουκεί τον αςκενι για το υπόλοιπο τθσ ηωισ του. ΢ιμερα, για τθν φροντίδα και τθν κεραπεία 

των εγκαυμάτων, μπορεί να χρθςιμοποιθκεί μόςχευμα δζρματοσ από δότθ για τθν 

Α 

Β 

Εικόνα 6 - Α) εξελκωςθ του δζρματοσ 
αμζςωσ μετά τθν γζνα που οφείλεται 
ςτθν EB. B) το ίδιο πόδι μετά από 4 
εβδομάδεσ τθσ τελευταίασ χοριγθςθσ του 
CBPG. Πθγι: DOI: 10.1136/bcr-2014-
207364 
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αποκατάςταςθ του τραφματοσ. Όμωσ, ο ελάχιςτοσ αρικμόσ από δότεσ και θ ευαιςκθςία ενόσ 

αςκενι με εγκαφματα να υποβλθκεί ςε χειρουργείο για τθν μεταμόςχευςθ ζχει δθμιουργιςει 

τθν ανάγκθ για τθν εφρεςθ και τθν ανάπτυξθ νζων κεραπευτικϊν μεκόδων (Unal 2017; Marck, et 

al. 2016). 

Σα δεδομζνα από τθν επιτυχι εφαρμογι του PRP ςε άλλουσ τφπουσ τραυμάτων κάνουν 

το PRP ζνα αξιόλογο υποψιφιο για τθν εφαρμογι του ςτθν κεραπεία των εγκαυμάτων. Σο PRP 

όταν εφαρμόηεται ςε πλθγζσ από τραφματα μπορεί να μειϊςει τθν αιμορραγία και να διεγείρει 

τθν αγγιογζνεςθ με αποτζλεςμα τα μοςχζυματα του δζρματοσ να προςκολλοφνται ευκολότερα 

ςτον ιςτό του αςκενι (Unal 2017). 

 Ζχουν πραγματοποιθκεί διάφορεσ ζρευνεσ όςο αφορά τθν εφαρμογι του PRP ςε 

αςκενείσ με εγκαφματα και αυτζσ ςυνικωσ είναι ςε ςυνδυαςμό με κάποια ςυμβατικι κεραπεία. 

Σα αποτελζςματα όμωσ ποικίλουν όςο αφορά τθν απόδοςθ του PRP ςε αυτζσ τισ περιπτϊςεισ 

(Hao, et al. 2010; Marck, et al. 2016). 

΢ε αςκενείσ με βακιά εγκαφματα δευτζρου βακμοφ, που είχαν καλφψει από 10% ωσ το 

48% τθσ επιφάνειασ του ςϊματοσ τουσ, πραγματοποιικθκε χειρουργείο και τα τραφματα 

καλφφκθκαν με αυτόλογο PG και ακκυταρικι αλλογενι δερματικι μιτρα. Αυτό που 

παρατθρικθκε ιταν ςαφισ βελτίωςθ τθσ περιοχισ του εγκαφματοσ όπου ζχει χρθςιμοποιθκεί το 

PG μαηί με τθν ακυτταρικι δερματικι μιτρα και το δζρμα είχε αρχίςει να αναπλάκεται. Από τθν 

άλλθ μεριά, τα ςθμεία με τα εγκαφματα που είχαν περικαλφκεί μόνο με τθν δερματικι μιτρα 

είχαν χαμθλότερα ποςοςτά εποφλωςθσ και ιταν ευάλωτα ςε μολφνςεισ (Hao, et al. 2010). 

΢ε αςκενείσ με βακιά εγκαφματα που κάλυπταν τουλάχιςτον το 2% τθσ επιφάνειασ του 

ςϊματοσ τουσ, πραγματοποιικθκε κεραπεία με εφαρμογι διαχωριςμζνου μοςχεφματοσ 

δζρματοσ (Split Skin Graft) ι SSG  ςε ςυνδυαςμό με αυτόλογο PRP. Θ παραςκευι του PRP 

πραγματοποιικθκε με τθν χριςθ εμπορικοφ kit. ΢το τελικό προϊόν PRP ςυμπεριλιφκθκαν λευκά 

αιμοςφαίρια. Επίςθσ παραςκευάςκθκε αυτόλογο διάλυμα κρομβίνθσ από το πλάςμα το οποίο 

χρθςιμοποιικθκε αργότερα για τθν ενεργοποίθςθ του PRP και ςχθματίςτθκε το PG (Marck, et al. 

2016). 
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To PG εφαρμόςτθκε πάνω ςτισ πλθγζσ, με ζνα ςφςτθμα διπλισ ςφριγγασ πριν τθν 

εφαρμογι του SSG (Εικ. 7) και όλα τα τραφματα καλφφκθκαν με μθ κολλθτικό επίδεςμο. ΢ε αυτι 

τθν περίπτωςθ, μζχρι το τζλοσ τθσ κεραπείασ δεν παρατθρικθκε ςθμαντικι διαφορά ςτα 

επίπεδα επανεπικυλίωςθσ μεταξφ των εγκαυμάτων που περικάλφκθκαν με SSG/PG και των 

εγκαυμάτων που περικάλφκθκαν μόνο με SSG. Επίςθσ, καμία ςοβαρι επιπλοκι δεν 

παρατθρικθκε μετά το τζλοσ τθσ κεραπείασ και οφτε θ ζνταςθ των ςυμπτωμάτων από τισ πλθγζσ 

(κνθςμόσ και πόνοσ) είχε ςθμαντικι διαφορά ανάμεςα ςτισ δφο μεκόδουσ κεραπείασ. Σο 

ςυμπζραςμα αυτισ τθσ τελευταίασ ζρευνασ είναι ότι το PRP δεν επθρζαςε τον ρυκμό εποφλωςθσ 

των πλθγϊν από τα εγκαφματα όταν χορθγικθκε ςε ςυνδυαςμό SSG (Marck, et al. 2016). 

Εικόνα 7 - Εφαρμογι το PG και τθσ κρομβίνθσ πάνω ςτθν πλθγι με το ςφςτθμα τθσ διπλισ  
ςφριγγασ πριν τθν εφαρμογι του SSG. Πθγι:  DOI: 10.1111/wrr.12443  

https://doi.org/10.1111/wrr.12443
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3.3.3 H εφαρμογι του PRP για τθν κεραπεία των δερματικϊν ελκϊν των κάτω άκρων ςε 

διαβθτικοφσ αςκενείσ. 

 Θ κρίςιμθ ιςχαιμία των κάτω άκρων (Critical Lower Limb Ischemia) ι CLI  ςταδίου 5 κατά 

Rutherford ςχετίηεται με τθν απϊλεια ιςτοφ και αποτελεί μία ςοβαρι αγγειακι κατάςταςθ που 

μπορεί να προκαλζςει τθν απϊλεια άκρων ςε αςκενείσ με ι χωρίσ διαβιτθ (Volpe, et al. 2017).  

 Μετά από αγγειογραφικι και κλινικι αξιολόγθςθ αυτοί οι αςκενείσ πρζπει να 

υποβλθκοφν ςε χειρουργείο για να αποκαταςτακεί θ αιμάτωςθ των κάτω άκρων. ΢ε διαβθτικοφσ 

αςκενείσ θ εποφλωςθ αυτϊν των πλθγϊν μπορεί να είναι αργι και δφςκολθ. Για να επιταχυνκεί 

θ εποφλωςθ των τραυμάτων μπορεί να χρθςιμοποιθκοφν όπωσ θ διζγερςθ του νωτιαίου μυελοφ 

και θ κεραπεία vacuum-assisted closure (VAC) (Volpe, et al. 2017).  

 Ζχει πραγματοποιθκεί θ εφαρμογι αλλογενοφσ CBPG ςε διαβθτικοφσ αςκενείσ με CLI 

για τθν ταχφτερθ κεραπεία τουσ και τθν βελτίωςθ τθσ ποιότθτασ των κάτω άκρων. Πριν τθν 

εφαρμογι του PG ςε όλουσ του αςκενείσ ζχει πραγματοποιθκεί ενδοαγγειακι επανεγγείωςθ των 

κάτω άκρων (Volpe, et al. 2017).  

Όταν το PRP ετοιμάςκθκε, ενεργοποιικθκε μετά τθν προςκικθ γλυκονικοφ αςβεςτίου 

20% με αποτζλεςμα να ςχθματιςκεί το PG. Εφόςον οι αςκενείσ είχαν υποβλθκεί ςε 

αγγειοποίθςθ των κάτω άκρων και μετά τθν κατάλλθλθ αφαίρεςθ των ελκϊν τοποκετικθκε το 

CBPG  με γάηα ςτο ςθμείο τθσ πλθγισ. ΢υνολικά ζγιναν 12 εφαρμογζσ CBPG για δφο μινεσ και 

αξιολογικθκαν τα αποτελζςματα (Εικ. 8) (Volpe, et al. 2017). 

΢το τζλοσ τθσ κεραπείασ παρατθρικθκε πολφ καλφτερθ εποφλωςθ των πλθγϊν ςτουσ 

αςκενείσ που εφαρμόςκθκε το CBPG από εκείνουσ που ζπαιρναν ςυμβατικι κεραπεία. Οπότε 

Α 

 

Γ 

 

Β 

 

Εικόνα 8 - Α) Το πόδι του αςκενοφσ μετά το χειρουργείο και πριν τθν εφαρμογι του PG. B) Το πόδι του αςκενοφσ 
κατά τθν διάρκεια τθσ εφαρμογισ του PG. Γ) Το πόδι του αςκενοφσ μετά από 30 θμζρεσ κεραπείασ. Πθγι: 
https://doi.org/10.1053/j.semvascsurg.2017.12 
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προκφπτει το ςυμπζραςμα ότι το CBPG μπορεί να προωκιςει τθν ταχφτερθ εποφλωςθ των 

πλθγϊν ςε διαβθτικοφσ αςκενείσ με CLI ςταδίου 5 κατά Rutherford (Volpe, et al. 2017). 

3.3.4 Εφαρμογι του PRP ςτον τομζα τθσ ορκοπεδικισ. 

Σο PRP ζχει χρθςιμοποιθκεί ςε διάφορουσ τομείσ τθσ ορκοπεδικισ και κυρίωσ ςτο κομμάτι τθσ 

ακλθτικισ ιατρικισ κακϊσ θ εφαρμογι του PRP ςε ζνα τραφμα τζνοντα ι μυόσ μπορεί να 

δθμιουργιςει το κατάλλθλο περιβάλλον για τθν ανάπλαςθ αυτϊν των ιςτϊν ( Kossev and 

Sokolov 2015).  

Κάποιεσ πακιςεισ που εφαρμόηεται το PRP ςτθν ορκοπεδικι είναι θ οςτεοαρκρίτιδα 

και θ τεντονοπάκεια. Θ οςτεοαρκρίτιδα χαρακτθρίηεται από καταςτροφι του χόνδρου τθσ 

άρκρωςθσ με αποτζλεςμα τθν καταςτροφι τθσ ίδιασ τθσ άρκρωςθσ. ΢υμβατικζσ κεραπείεσ για 

τθν καταπολζμθςθ τθσ οςτεοαρκρίτιδασ περιλαμβάνουν ειδικζσ φυςικζσ αςκιςεισ, μθ ςτεροειδι 

αντιφλεγμονϊδθ κ.α. Ζχει παρατθρθκεί ότι θ υψθλι ςυγκζντρωςθ των αυξθτικϊν παραγόντων 

που υπάρχουν ςτο PRP προκαλεί τθν επιτάχυνςθ του πολλαπλαςιαςμοφ των κυττάρων ςτου 

χόνδρουσ των αρκρϊςεων. ΢ε οςτεοαρκρίτιδεσ, εάν χρθςιμοποιθκεί PRP και δεδομζνου τθσ 

κατάςταςθσ του κάκε αςκενοφσ, πρζπει να χρθςιμοποιοφνται περιςςότερεσ αντιφλεγμονϊδεσ 

κυτταροκίνεσ παρά προφλεγμονόδεσ. Επίςθσ, οι αυξθτικοί παράγοντεσ που ζχουν αρνθτικι 

δράςθ ςτθν κεραπεία τθσ οςτεοαρκρίτιδασ κα πρζπει να απομονϊνονται και να 

απομακρφνονται. Όςο αφορά τθν χριςθ του PRP ςε τεντονοπάκειεσ, ζχει παρατθρθκεί ότι θ 

κεραπείεσ επικονδυλίτιδασ και τραυμάτων του αχίλλειου τζνοντα που χρθςιμοποιικθκε PRP 

ιταν πολφ πιο επιτυχθμζνεσ ςε ςχζςθ με ςυμβατικζσ κεραπείεσ ( Kossev and Sokolov 2015). 

3.3.4.1 PRP και μόςχευμα οςτών-επιγονατιδικοφ τζνοντα. 

Ζνασ κοινόσ τραυματιςμόσ των ακλθτϊν που ςυμμετζχουν ςε ακλιματα με ζντονθ άςκθςθ και 

κίνθςθ είναι ο τραυματιςμόσ ςτον πρόςκιο ςταυροειδι ςφνδεςμοσ ι ACL (Anterior Cruciate 

Ligament) ο οποίοσ παρζχει ςτακερότθτα ςτθν άρκρωςθ του γόνατοσ και εξαςφαλίηει τθν ςωςτι 

λειτουργία τθσ. Σα χειρουργεία που πραγματοποιοφνται για τθν ανακαταςκευι και τθν 

αποκατάςταςθ αυτοφ του ςυνδζςμου χρθςιμοποιοφν ωσ μόςχευμα που λαμβάνεται από τθν 

επιγονατίδα του ίδιου ι από δότθ. Αυτό το μόςχευμα λζγεται μόςχευμα οςτϊν-επιγονατιδικοφ 

τζνοντα ι BPTB (Bone-Patellar Tendon-Bone) και αποτελεί gold standard μζκοδο για τθν 

κεραπεία ςε τραφματα του ACL (Cervellin, et al. 2012). 

Ζνα ποςοςτό αςκενϊν που υποβάλλονται ςε τζτοιο χειρουργείο ζχουν αναφζρει πόνο 

ςτο ςθμείο που λιφκθκε το μόςχευμα κακϊσ και δυςκολία ςτθν κάμψθ του γονάτου. Με 

αφορμι αυτά τα αρνθτικά ςυμπτϊματα μετά από το χειρουργείο αποκατάςταςθσ που 

περιγράφθκε παραπάνω, ζχουν πραγματοποιθκεί μελζτεσ οι οποίεσ αξιολογοφν τθν μείωςθ 
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αυτϊν των ςυμπτωμάτων όταν χρθςιμοποιείται PG ςτο ςθμείο τθσ λιψθσ του BPTB μοςχεφματοσ 

(Cervellin, et al. 2012). 

 

To PRP ετοιμάςκθκε από αυτόλογο αίμα κάκε αςκενοφσ τθν ϊρα του χειρουργείου. Για 

τθν ενεργοποίθςθ του PRP χρθςιμοποιικθκε κρομβίνθ θ οποία με το PRP ςε αναλογία 10:1 

(PRP/Κρομβίνθ) για τθν ενεργοποίθςθ του και τον ςχθματιςμό τθσ γζλθσ. Σο PG εφαρμόςτθκε 

πριν ολοκλθρωκεί το χειρουργείο ςτο ςθμείο που λιφκθκε το μόςχευμα μζςα από το ςθμείο τθσ 

τομισ τθσ επιφάνειασ του δζρματοσ (Εικ. 9) (Cervellin, et al. 2012). 

Μετά το χειρουργείο οι αςκενείσ μποροφςαν να κυκλοφοροφν με πατερίτςεσ και 

ςταδιακά όταν δεν τισ χρειαηόντουςαν τουσ επιτράπθκε να ςθκϊνουν βάρθ και μετά από 

μερικοφσ μινεσ μποροφςαν να επιςτρζψουν ςτα ακλιματα τουσ (Cervellin, et al. 2012).  

Όςο αφορά τα πλεονεκτίματα, όταν καταγράφθκαν τα επίπεδα πόνου και γενικά όλα τα 

ςυμπτϊματα που παρουςιάηονται ςε αςκενείσ που ζχουν υποβλθκεί ςε χειρουργείο για τθν 

Εικόνα 9 - Τοποκζτθςθ του PG τθν ϊρα του χειρουργείου. Πθγι: doi: 
10.1007/s00167-011-1570-5 
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λιψθ BPTB μοςχεφματοσ αποδείχκθκε ότι το PG ιταν ςε κζςθ να βελτιϊςει πολφ όλα αυτά τα 

μετεγχειρθτικά ςυμπτϊματα δίνοντασ ςτουσ ακλθτζσ τθν δυνατότθτα να αναρρϊςουν πλιρωσ 

χωρίσ καμία επιπλοκι (Cervellin, et al. 2012). 

3.3.4.2 PRP και πελματιαία περιτονίτιδα 

H πελματιαία περιτονίτιδα (plantar fasciitis) αποτελεί τον πιο ςυχνό λόγο για τον πόνο ςτο 

πζλμα. Οι ςυμβατικζσ κεραπείεσ ςυνικωσ περιλαμβάνουν ειδικζσ κακθμερινζσ αςκιςεισ ι 

διάφορα φάρμακα (τοπικζσ ενζςεισ με κορτικοςτεροειδι με ι χωρίσ αναιςκθτικά) (Akşahin , et 

al. 2012). 

Αν και τα κορτικοςτεροειδι αποτελοφν τον πιο κοινό τφπου φαρμάκου για τθν 

απαλλαγι τζτοιου είδουσ πόνου, δεν είναι ξεκάκαρο αν θ δράςθ του είναι προςωρινι ι αν ζχει 

μακροπρόκεςμα αποτελζςματα (Akşahin , et al. 2012). 

΢ε αςκενείσ που υπζφεραν από πελματικό πόνο οι οποίοι ζπαιρναν ιδθ ςυμβατικι 

κεραπεία τουσ χορθγικθκε PRP τοπικά μαηί με αναιςκθτικό και ςυγκρίκθκαν τα αποτελζςματα 

για τθν βελτίωςθ του πόνου ςε ςχζςθ με αςκενείσ οι οποίοι ζπαιρναν κορτικοςτεροειδι μαηί με 

αναιςκθτικό (Akşahin , et al. 2012). 

Σο PRP προετοιμάςκθκε με μζκοδο δφο φυγοκεντριςεων και χορθγικθκε τοπικά με 

ζνεςθ μετά τθν χοριγθςθ του αναιςκθτικοφ. Όςο αφορά τα αποτελζςματα, δεν βρζκθκε 

διαφορά μεταξφ τθσ βελτίωςθσ του πόνου που είχαν οι αςκενείσ που τουσ χορθγικθκε το PRP ςε 

ςχζςθ με αυτοφσ που τουσ χορθγικθκαν κορτικοςτεροειδι (Akşahin , et al. 2012).  

3.3.5 PRP και ςτοματικι βλεννογονίτιδα 

Θ ςτοματικι βλεννογονίτιδα (oral mucositis) αποτελεί μία επιπλοκι ςε αςκενείσ μετά από 

χθμειοκεραπεία και ακτινοκεραπεία οι οποίοι ζχουν υποβλθκεί ςε μεταμόςχευςθ αρχαίγονων 

αιμοποιθτικϊν κυττάρων. Είναι μια ςοβαρι αςκζνεια που βάηει ςε κίνδυνο τθν ηωι του 

αςκενοφσ και υποβιβάηει πολφ τθν ποιότθτα ηωισ. Ο νοφμερο ζνα παράγοντασ κινδφνου ςε 

περιβάλλον ςτοματικισ βλεννογονίτιδασ είναι θ ανάπτυξθ λοιμϊξεων (Piccin, et al. 2017). 

Ζχει αναφερκεί θ εφαρμογι του CBPG ςε αςκενι που ανζπτυξε ςτοματοφαρυγγικι 

βλεννογονίτιδα μετά από μερικζσ μζρεσ από τθν μεταμόςχευςθ των HSC. Οι μονάδεσ 

ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ που χρθςιμοποιικθκαν για τθν παραςκευι του CBPG δεν 

τθροφςαν τα κριτιρια ϊςτε να επεξεργαςκοφν για να απομονωκοφν και να καλλιεργθκοφν 

αρχαίγονα αιμοποιθτικά κφτταρα με ςκοπό να χρθςιμοποιθκοφν ωσ μοςχεφματα ςε 

αιματολογικζσ αςκζνειεσ. Όταν παραςκευάςκθκε το PRP, ενεργοποιικθκε με τθν προςκικθ 

γλυκονικοφ αςβεςτίου ςε αναλογία 1:3 και ςχθματίςτθκε το CBPG (Piccin, et al. 2017). 
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H γζλθ δόκθκε ςτθν αςκενι θ οποία τθν τοποκζτθςε ςτο ςτόμα τθσ και το PG 

απορροφικθκε από τα τοιχϊματα. Σα αποτελζςματα ιταν εξαιρετικά κετικά κακϊσ μζςα ςε μία 

εβδομάδα ςχεδόν όλεσ οι εςτίεσ τθσ βλεννογονίτιδασ είχαν υποχωριςει και θ ποιότθτα ηωισ τθσ 

αςκενοφσ βελτιϊκθκε πάρα πολφ (Piccin, et al. 2017). 

Σζλοσ, να αναφζρουμε ότι θ εφαρμογι του CBPG ςτθν ςυγκεκριμζνθ περίπτωςθ, αν και 

για άγνωςτουσ λόγουσ, προκάλεςε αφξθςθ των λευμφοκυττάρων χωρίσ τθν αφξθςθ του αρικμοφ 

των λευκϊν αιμοςφαιρίων και το οποίο, ςφμφωνα με τουσ ειδικοφσ, πρζπει να βοικθςε ςτθν 

καταπολζμθςθ τθσ λοίμωξθσ από CMV που ζπαςχε θ αςκενισ (Piccin, et al. 2017). 

3.3.6 Η εφαρμογι του PRP ςτον τομζα τθσ οδοντιατρικισ και τθσ εξαγωγισ δοντιϊν. 

 H εποφλωςθ τθσ πλθγισ που δθμιουργείται μετά τθν εξαγωγι ενόσ δοντιοφ είναι ςχετικά 

γριγορθ και δεν προκαλεί ςοβαρζσ επιπλοκζσ. Όμωσ, ςιμερα όπου ο κλάδοσ τθσ οδοντιατρικισ 

προχωράει με εκκετικοφσ ρυκμοφσ, είναι ανάγκθ να βρεκοφν λφςεισ ακόμα και ςτισ λίγεσ 

περιπτϊςεισ που κάτι απλό, όπωσ θ εξαγωγι ενόσ φρονιμίτθ, μπορεί να υποβιβάςει τθν 

ποιότθτα ηωισ ενόσ ανκρϊπου (Ugboko, Olufemi and Owotade 2011). 

 Οι φρονιμίτεσ (ο τρίτοσ γομφίοσ ςτθ ςειρά) είναι τα τελευταία δόντια που βγαίνουν 

ςτθν ςτοματικι κοιλότθτα του ανκρϊπου. Κάποιεσ φορζσ κατά τθν διάρκεια τθσ ανάπτυξθσ του 

ανκρϊπου, οι φρονιμίτεσ μπορεί να ζχουν κλιςθ μζςα ςτθν κάτω γνάκο και να ζχουν 

κατεφκυνςθ προσ το δόντι που βρίςκεται ακριβόσ μπροςτά τουσ (δεφτεροσ γομφίοσ), με 

αποτζλεςμα να μθν μποροφν να βγουν ςτθν ςτοματικι κοιλότθτα. Αυτι θ κατάςταςθ μπορεί να 

χαρακτθριςκεί ωσ impacted third molar και πρόκειται για μία ανεπικφμθτθ κατάςταςθ θ οποία 

προκαλεί δυςφορία ςτον αςκενι μαηί με άλλα προβλιματα και θ μόνθ λφςθ είναι θ εξαγωγι του 

ςυγκεκριμζνου δοντιοφ (Santosh 2015). 

 Θ ανάρρωςθ ενόσ αςκενοφσ μετά τθν εξαγωγι ενόσ δοντιοφ, ςχετίηεται τθν εποφλωςθ 

τθν πλθγισ που ζχει δθμιουργθκεί και με τισ επιπλοκζσ που εμφανίηονται με τθν μορφι πόνου 

και οιδιματοσ γφρο από το ςθμείο που πραγματοποιικθκε θ επζμβαςθ (Ugboko, Olufemi and 

Owotade 2011).  

 Για να καταλάβουμε αν το PRP μπορεί να βοθκιςει ςτθν ομαλοποίθςθ αυτϊν των 

ςυμπτωμάτων μετά από τθν εξαγωγι ενόσ φρονιμίτθ ο οποίοσ δεν αναπτυςςόταν ςωςτά, κα 

πάρουμε για παράδειγμα μια ζρευνα ςτθν οποία ςυμμετείχαν αςκενείσ με αυτό το πρόβλθμα 

και φςτερα από τθν επιτυχι επζμβαςθ για τθν αφαίρεςθ του φρονιμίτθ, είτε τουσ χορθγικθκε 

αυτόλογο PG ςτο ςθμείο τθσ πλθγισ είτε δεν τουσ χορθγικθκε PG (Ugboko, Olufemi and 

Owotade 2011). 
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To PRP ετοιμάςκθκε μετά από τθν αιμολθψία λίγων ml αίματοσ από κάκε αςκενι 

ακολουκϊντασ πρωτόκολλο δφο φυγοκεντριςεων και ςτο τζλοσ ενεργοποιικθκε με τθν 

προςκικθ χλωριοφχου αςβεςτίου ςε ςυνδυαςμό με κρομβίνθ βοείου. Σο PG τοποκετικθκε ςτο 

ςθμείο τθσ εξαγωγισ ςτο τζλοσ τθσ επζμβαςθσ (Ugboko, Olufemi and Owotade 2011). 

Οι αςκενείσ μζχρι τθν πλιρθ ανάρρωςθ τουσ κατζγραφαν τα επίπεδα πόνου κακϊσ και 

οι ειδικοί κατζγραφαν τα επίπεδα οιδιματοσ και τθν αναγζννθςθ του οςτοφ ςτο ςθμείο τθσ 

επζμβαςθσ με απεικονιςτικζσ μεκόδουσ. Οι αςκενείσ που ζλαβαν PG αμζςωσ μετά τθν επζμβαςθ 

φάνθκε να ζχουν λιγότερο πόνο κατά τθν διάρκεια τθσ ανάρρωςθσ. Θ ανάπλαςθ του οςτοφ ιταν 

και αυτι μεγαλφτερθ ςτουσ αςκενείσ που πιραν το PG, όμωσ όχι αρκετά μεγάλθ για να κεωρθκεί 

ότι το PG βοθκάει. Σο ίδιο ιςχφει και για το οίδθμα του προςϊπου και το μζγιςτο άνοιγμα του 

ςτόματοσ (Ugboko, Olufemi and Owotade 2011). 

Αυτά τα αποτελζςματα είναι πολλά υποςχόμενα και ςε ςυνδυαςμό με αρκετζσ ζρευνεσ 

που ζχουν πραγματοποιθκεί για τθν εφαρμογι του PRP μετεγχειρθτικζσ οδοντιατρικζσ 

εφαρμογζσ για τθν βελτίωςθ τθσ ποιότθτασ ηωισ του αςκενοφσ αλλά και τθν ταχφτερθ εποφλωςθ 

τθσ πλθγισ, επιβεβαιϊνουν ότι το PRP μπορεί να παίξει κακοριςτικό ρόλο ςτον τομζα τθσ 

οδοντιατρικισ και ςτισ υπόλοιπεσ ιατρικζσ επιςτιμεσ (Ugboko, Olufemi and Owotade 2011; Alissa 

, et al. 2010). 

3.3.7 Η χριςθ του PRP ςτθν πλαςτικι χειρουργικι  

To PRP μπορεί να βρει εφαρμογι ακόμα και ςτον τομζα τθσ πλαςτικισ χειρουργικισ που 

πραγματεφεται να κεραπεφει πακιςεισ που ζχουν ανάγκθ τθν αναδόμθςθ των μαλακϊν ιςτϊν 

με τθν χριςθ επεμβατικϊν μζςω ι και με τθν βοικεια μοςχευμάτων δζρματοσ ι άλλων ιςτϊν 

(Cervelli, et al. 2009).   

 Αςκζνειεσ ςτισ οποίεσ το PRP ζχει βρει εφαρμογι και είχε κετικά αποτελζςματα είναι: 

ατροφία του προςϊπου, skin depression, ςφνδρομο romberg, και επικίνδυνα ζλκθ του ποδιοφ 

που θ κεραπεία τουσ κανονικά κα αποτελοφςε τθν ακρωτθριαςμό (Cervelli, et al. 2009). 

 Αςκενείσ οι οποίοι ζπαςχαν από αυτζσ τισ αςκζνειεσ και τουσ χορθγικθκε κεραπεία με 

PRP ςε ςυνδυαςμό με μοςχεφματα λιπϊδουσ ιςτοφ, υπζδειξαν εξαιρετικι βελτίωςθ ςε ςχζςθ με 

τουσ αςκενείσ που τουσ χορθγικθκε ςυμβατικι κεραπεία (πχ. φάρμακα υαλουρονικοφ οξζοσ και 

κολλαγόνο ι ςκζτα μοςχεφματα λιπϊδουσ ιςτοφ) (Cervelli, et al. 2009).  
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Eιδικό Μζροσ 
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ΣΚΟΠΟΣ 

΢κοπόσ αυτισ τθσ εργαςίασ ιταν αρχικά θ ανάπτυξθ γζλθσ αιμοπεταλίων από περιφερικό και 

ομφαλοπλακουντιακό αίμα ϊςτε να αξιολογθκοφν τα χαρακτθριςτικά τουσ και δευτερογενϊσ θ 

επίδραςθ τουσ όταν εφαρμόηονται ςε κυτταροκαλλιζργειεσ μεςεγχυματικϊν κυττάρων 

βαρτονείου γζλθσ.  

΢το πρϊτο ςτάδιο αυτισ τθσ εργαςίασ, ςυλλζχκθκαν μονάδεσ ομφαλοπλακουντιακοφ 

αίματοσ, οι οποίεσ αποτελοφςαν δωρεά ςτθν ΕΛ.Σ.ΟΠΑ. Από αυτζσ τισ μονάδεσ, 

παραςκευάςκθκε PRP με μια μζκοδο δφο φυγοκεντριςεων. Αυτζσ οι μονάδεσ αποκθκεφονταν 

ςτουσ -20οC και ςχθματιηόταν το PL. Ζνα pool μονάδων ομφαοπλακουντιακοφ δθμιουργοφταν 

από κάκε 10 μονάδεσ ομφαλοπλακουντιακισ προζλευςθσ PRP που παραςκευάηονταν. Για αυτά 

τα πειράματα χρθςιμοποιικθκαν και δφο pooled μονάδεσ περιφερικοφ αίματοσ για τθν 

παραςκευι PRP. Οι μονάδεσ του περιφερικοφ αίματοσ ιταν προερχόμενεσ από τθν υπθρεςία 

αιμοδοςίασ του γενικοφ νοςοκομείου Ευαγγελιςμόσ.Σα PL και από τισ δυο μονάδεσ μετρικθκαν 

ωσ προσ τθν ςυγκζντρωςθ τουσ ςε πρωτεΐνθ. 

Σο δεφτερο ςτάδιο αυτισ τθσ εργαςίασ αποτελοφςε θ εφαρμογι του PLGEL ςε 

κυτταροκαλλιζργειεσ WJ-MSCs. Θ ςυγκεκριμζνθ πειραματικι διαδικαςία περιλάμβανε τρείσ 

πειραματικζσ προςεγγίςεισ. Αρχικά πραγματοποιικθκε απομόνωςθ και καλλιζργεια αυτϊν των 

κυττάρων από τθν βαρτόνειο γζλθ του ομφάλιου λϊρου. Εφόςον τα κφτταρα είχαν αναπτυχκεί 

ςε ζναν ικανοποιθτικό αρικμό, εφαρμόςτθκε ςε αυτά το PL ςε διάφορεσ ςυνκικεσ. ΢τθν πρϊτθ 

το PL από περιφερικό και ομφαλοπλακουντιακό αίμα ςυνδυάςτθκε με κρεπτικό υλικό και ςτθ 

ςυνζχεια εφαρμόςτθκε ςτισ κυτταροκαλλιζργειεσ. ΢τθν δεφτερθ ςυνκικθ από το PL, με τθν 

προςκικθ γλυκονικοφ αςβεςτίου, ςχθματίςτθκε θ γζλθ αιμοπεταλίων και εφαρμόςτθκε επάνω 

ςτισ κυτταροκαλλιζργειεσ των MSCs και ςτθν Σρίτθ ςυνκικθ πάλι ςχθματίςτθκε θ γζλθ 

αιμοπεταλίων και τα MSCs τοποκετικθκαν επάνω τθσ. 

Οι κυτταροκαλλιζργειεσ αξιολογικθκαν ωσ προσ τθν ποιότθτα και τθν ικανότθτα τθσ 

ανάπτυξθσ των κυττάρων μζςω τθσ παρατιρθςθσ τουσ με μικροςκόπιο κακθμερινά. Για τθν τρίτθ 

ςυνκικθ εφαρμόςτθκε ανοςοφκοριςμόσ. 
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Κεφάλαιο 1: Συλλογι Ομφαλοπλακουντιακοφ Αίματοσ. 

Αρχικά, πρζπει να ςθμειωκεί ότι θ ςυλλογι του ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ είναι απόλυτα 

αςφαλισ για τθν μθτζρα και το νεογνό. Δεν απαιτείται θ χριςθ αναιςκθςίασ και τα μοςχεφματα 

που παραςκευάηονται από αυτό είναι περιςςότερο ςυμβατά ςε ςχζςθ με τα μοςχεφματα από 

μυελό των οςτϊν. Σζλοσ, αυτό το αίμα μπορεί να χρθςιμοποιθκεί και για τθν παραςκευι 

προϊόντων όπωσ το PRP. (Tan, Tang and Huang 2007). 

Yπάρχουν διάφοροι τρόποι που μπορεί να ςυλλεχκεί το ομφαλοπλακουντιακό αίμα: 

In utero: Αυτι θ τεχνικι απαιτεί το κλείςιμο του ομφαλίου λϊρου ςτο ζνα άκρο 

αμζςωσ μετά τθν γζννα και ο πλακοφντασ να μθν ζχει αποβλθκεί ακόμα από τθν μιτρα. Ο 

ομφάλιοσ λϊροσ κακαρίηεται με διάλυμα αλκοόλθσ 70%. ΢τθ ςυνζχεια θ ομφάλια φλζβα 

παρακεντείται με βελόνα θ οποία καταλιγει ςε ζνα κλειςτό ςφςτθμα αςκοφ ςυλλογισ αίματοσ. 

Σο αίμα ςυλλζγεται με τθν βοικεια τθσ βαρφτθτασ μζςα ςτον αςκό (Bassiouny, et al. 2015) (Tan, 

Tang and Huang 2007). 

Ex utero: Θ τεχνικι αυτι απαιτεί τθν αφαίρεςθ του πλακοφντα από τθν μιτρα και 

τοποκετείται ςε πάγκο όπου ο ομφάλιοσ λϊροσ είναι ςε χαμθλότερο επίπεδο από τον 

πλακοφντα. Ο ομφάλιοσ λϊροσ κακαρίηεται με διάλυμα αλκοόλθσ 70% και ςτθ ςυνζχεια 

παρακεντείται με βελόνα θ οποία καταλιγει ςε ζνα κλειςτό ςφςτθμα αςκοφ ςυλλογισ αίματοσ. Θ 

ςυλλογι τελειϊνει μετά από 5 λεπτά περίπου όταν όλο το αίμα κα ζχει ςυλλεχκεί ςτον αςκό με 

τθν βοικεια τθσ βαρφτθτασ (Bassiouny, et al. 2015) (Tan, Tang and Huang 2007). 

Άλλεσ τεχνικζσ για τθν ςυλλογι του ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ, χρθςιμοποιοφν 

πίεςθ είτε με τα ίδια τα χζρια του μαιευτιρα είτε με μθχανιματα (π.χ πίεςθ με αζρα) για 

ευκολία και πιο αποτελεςματικι ςυλλογι του αίματοσ (Tan, Tang και Huang 2007). 

Αμζςωσ μετά τθν ςυλλογι το ομφαλοπλακουντιακό αίμα, εάν είναι αδφνατθ θ 

μεταφορά του ςτθν τράπεηα αίματοσ εκείνθ τθν ςτιγμι, φυλάςςεται ςτουσ 4οC (Bassiouny, et al. 

2015). 
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Κεφάλαιο 2: Διαλφματα πειραμάτων. 

΢ε αυτό το κεφάλαιο κα περιγραφοφν τα διαλφματα που χρθςιμοποιικθκαν για τα πειράματα 

κακϊσ και ο τρόποσ παραςκευισ τουσ ςτισ περιπτϊςεισ που το διάλυμα δεν ιταν ζτοιμο από το 

εμπόριο. 

Σα διαλφματα που χρθςιμοποιικθκαν ιταν: 

 Διαλφματα ζτοιμα από το εμπόριο: 

o 0.05% Trypsin-EDTA (Gibco) 

o a-Mem (1X) (Gibco 

o FBS (Gibco) 

o L-Glutamine 200mM (Gibco) 

o PBS 10x (Gibco) 

o Penicillin–Streptomycin 1000 U/ml (Gibco) 

o Γλυκονικό αςβζςτιο 

 

 Διαλφματα που παραςκευάςκθκαν: 

o PBS 10%  

o Κρεπτικό υλικό 20% 

o PL medium (UC/PB PL medium) 

2.1 PBS 10% 

 

 

Εικόνα 10 - PBS 1x, 500ml (Gibco).  
Πθγι: 
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/10010023#/10010023 
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Τλικά που χρθςιμοποιικθκαν: 

 PBS 10x (Gibco) 

 Aπεςταγμζνο νερό 

 Ογκομετρικόσ Κφλινδροσ 1L (Vitlab) 

 Φίλτρο διικθςθσ 0,22μm, 500ml (TPP) 

Διαδικαςία: ΢ε ζναν ογκομετρικό κφλινδρο του 1L προςτίκεται 100ml PBS και 900 ml 

απεςταγμζνο νερό. Ο οκγομετρικόσ κφλινδροσ ανακινείται με το διάλυμα δφο με τρείσ φορζσ 

ϊςτε να αναμειχκεί το περιεχόμενο του καλά (το ςτόμιο του κυλίνδρου κλείνεται με parafilm 

ϊςτε να μθν χυκεί το περιεχόμενο του κατά τθν ανακίνθςθ). Μεταφζρεται το περιεχόμενο του 

κυλίνδρου ςε δφο φίλτρα διικθςθσ 0,22μm (500 ml μζγιςτθ ικανότθτα διικθςθσ το κάκε ζνα). Σο 

αποτζλεςμα είναι ζνα διάλυμα PBS 10% το οποίο μπορεί να αποκθκευτεί ςε κερμοκραςία 

δωματίου για μζγιςτο δφο εβδομάδων. 

 

2.2 Θρεπτικό Υλικό 20% 

Τλικά που χρθςιμοποιικθκαν: 

 Βιολογικόσ κάλαμοσ νθματικισ ροισ (Bionair) 

 Τδατόλουτρο 

 Πιπζτεσ 20ml (Sarstedt) 

 a-MEM 500ml (Gibco) 

 Penicillin–Streptomycin 1000 U/ml (Gibco) 

 Εικόνα 12 - Αποκικευςθ PBS 10% μετά τθν 
διικθςθ.  
Πθγι: 
https://www.tpp.ch/page/produkte/11_filtratio
n_vakuum.php 

Εικόνα 11 - Φίλτρο διικθςθσ 0,22μm (TPP). 
 Πθγι: 
https://www.tpp.ch/page/produkte/11_filtration_vakuum.php 
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 L-Glutamine 200mM (Gibco) 

 FBS (Gibco) 

Διαδικαςία: Σο κρεπτικό υλικό που παραςκευαηόταν περιείχε 500 ml a-ΜΕΜ, 12 ml 

Penicillin–Streptomycin 1000 U/ml, 12 ml L-Glutamine 200mM και 115 ml FBS. Όλα αυτά τα 

διαλφματα βριςκόντουςαν ςτου -20οC και ιταν ιδθ χωριςμζνα ςτουσ παραπάνω όγκουσ μζςα ςε 

ςωλθνάρεσ προπυλενίου τφπου Falcon των 15 και 50 ml (εκτόσ από το a-MEM που ιταν 

αποκθκευμζνο ςτουσ 4οC και βρίςκεται ςτθν ςυςκευαςία του). όλα τα διαλφματα ξεπαγόνονταν 

ςε υδατόλουτρο (37οC). Μζςα ςε κάλαμο νθματικισ ροισ, πραγματοποιοφταν θ μεταφορά των 

παραπάνω όγκων μζςα ςτα 500ml του a-MEM με τθν βοικεια πιπετϊν μίασ χριςθσ. Σο κρεπτικό 

υλικό αποκθκευόταν ςτο ψυγείο για μζγιςτο δφο εβδομάδων ςουσ 4οC. 

2.3 PL medium 

Τλικά που χρθςιμοποιικθκαν: 

 Βιολογικόσ κάλαμοσ νθματικισ ροισ (Bionair) 

 Τδατόλουτρο. 

 ΢φςτθμα φιλτραρίςματοσ ςφριγγασ 0.45 και 0,20 μm (Corning) 

 Πιπζτεσ 10ml (Sarstedt) 

 ΢φριγγεσ 10ml 

 Βελόνεσ 21G 

 UCPL (Umbilical cord platelet lysate) 

 PBPL (Peripheral blood platelet lysate) 

 a-MEM (Gibco) 

 Penicillin–Streptomycin 1000 U/ml (Gibco) 

 L-Glutamine 200mM (Gibco) 

Διαδικαςία: Σο PL είτε από περιφερικό αίμα (PB) είτε από ομφαλοπλακουντιακό αίμα 

(UC ι CB) ξεπαγόνονταν ςτουσ 37οC ςε υδατόλουτρο. Μζςα ςε κάλαμο νθματικισ ροισ, 

πραγματοποιοφταν θ μεταφορά 10ml a-MEM, 1ml L-Glutamine 200mM και 1ml Penicillin–

Streptomycin 1000 U/ml ςε δφο ςωλινεσ προπυλενίου falcon των 50ml με τθν βοικεια πιπζτασ 

μίασ χριςθσ των 10ml, ςτο κάκε ζνα. ΢τθ ςυνζχεια γινόταν θ προςκικθ 2ml UCPL ςτο ζνα 

ςωλινα προπυλενίου falcon και 2ml PBPL ςτο δεφτερο falcon.  

Τπάρχουν δφο τεχνικζσ με τισ οποίεσ πραγματοποιοφτα θ προςκικθ του PL. ΢τθν 

πρϊτθ, αφαιροφταν το PL από τουσ αςκοφσ με τθν βοικεια βελόνασ και ςφριγγασ, ςτθ ςυνζχεια 

αφαιροφταν θ βελόνα από τθν ςφριγγα και ενςωματϊνονταν το φίλτρο 0,45μm ι 0,20μm ςτθν 
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άκρθ τθσ ςφριγγασ. Ό λόγοσ που χρθςιμοποιείται φίλτρο είναι για να μθν περάςουν ςτο medium 

οι μεμβράνεσ των αιμοπεταλίων και τα υπόλοιπα κυτταρικά ςτοιχεία που μπορεί να είναι παρόν 

ςτο PL. Σο φίλτρο με τθν ςφριγγα και το PL τοποκετοφνταν πάνω από τον ςωλινα προπυλενίου 

falcon και πιεηόταν το ζμβολο τθσ ςφριγγασ. Παρατθροφνταν ότι το PL ιταν πολφ δφςκολο να 

φιλτραριςτεί επειδι τα φίλτρα βοφλωναν αμζςωσ με αποτζλεςμα να χάνεται εωσ και το μιςό 

υλικό κατά το φιλτράριςμα. Για αυτό τον λόγο, πραγματοποιοφνταν θ προςκικθ 2ml 

αφιλτράριςτο PL ςτο κάκε ςωλινα προπυλενίου falcon και ςτθ ςυνζχεια όλο το medium 

ξαναπζρναγε από το φίλτρο. Αναρροφοφταν με ςφριγγα το PL medium και ςτθ ςυνζχεια 

ξαναπζρναγε από το φίλτρο. Αυτι τθ φορά, επειδι το PL αραιϊκθκε αρκετά μζςα ςτο medium, 

το φιλτράριςμα του ιταν πολφ πιο εφκολο και αποτελεςματικό με ελάχιςτεσ απϊλειεσ υλικοφ. 

Κατά τθν δεφτερθ τεχνικι, ιταν γνωςτό το πρόβλθμα που εμφανίηει το φιλτράριςμα του PL που 

περιγράφθκε παραπάνω, οπότε, μεταφζρκθκαν τα PL ςε δφο ςωλινα προπυλενίου falcon (ζνα 

για το UCPL και ζνα για το PBPL) και φυγοκεντρικθκαν ςτα 1800g για 10 λεπτά. Με αυτό τον 

τρόπο οι μεμβράνεσ των αιμοπεταλίων ζμεναν ςτο κάτω μζροσ των ςωλινα προπυλενίου falcon 

και χρθςιμοποιικθκαν 2 ml από το υπερκείμενο από κάκε PL για τθν παραςκευι του medium. 

΢το τζλοσ τα δφο medium (UC medium και PB medium) αποκθκεφτθκαν ςτουσ -20οC. 

  

Εικόνα 13 - Φίλτρο ςφριγγασ 0,20μm (Corning).  
Πθγι: https://www.indiamart.com/proddetail/sterile-syringe-filter-21252235212.html 
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Κεφάλαιο 3: Παραςκευι Platelet Rich Plasma  

3.1 Επιλογι μονάδων ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ για τθν Παραςκευι Platelet Rich Plasma 

Για τθν πραγματοποίθςθ των πειραμάτων αυτισ τθσ εργαςίασ, χρθςιμοποιικθκαν μονάδεσ 

ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ ι CBUs (Cord Blood Units) (εικ. 14) που αποτελοφςαν δωρεά 

από υγιείσ μθτζρεσ οι οποίεσ είχαν δϊςει τθν ςυγκατάκεςθ τουσ να δωρίςουν το 

ομφαλοπλακουντιακό αίμα ςτθν  Ελλθνικι Σράπεηα Ομφαλοπλακουντιακοφ Αίματοσ ι ΕΛ.Σ.ΟΠΑ 

με ςκοπό τθν επεξεργαςία του για τθν απομόνωςθ και καλλιζργεια αιμοποιθτικϊν ςτελεχιαίων 

κυττάρων για τθν δθμιουργία μοςχευμάτων για τουσ αςκενείσ με αιματολογικά προβλιματα 

(λευχαιμίεσ, λεμφόματα κ.α). Οι μονάδεσ αίματοσ οι οποίεσ δεν τθροφςαν τα κριτιρια για τθν 

επεξεργαςία του αίματοσ για τουσ ςκοποφσ που αναφζρονται παραπάνω, είναι αυτζσ που 

χρθςιμοποιικθκαν για τθν παραςκευι του PRP. 

Όμωσ, κάκε μονάδα ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ για να γίνει PRP κα πρζπει να ζχει 

τα εξισ χαρακτθριςτικά: 

 ΢υγκζντρωςθ αιμοπεταλίων μεγαλφτερθ από 150*103 PLTs/μl 

 Aπόλυτο αρικμό αιμοπεταλίων ςτον αςκό μεγαλφτερο από 13000*106 

 ΢υγκζντρωςθ λευκϊν αιμοςφαιρίων μικρότερθ από 1,5*103 WBCs/μl 

 Μεικτό βάροσ του αςκοφ με το αίμα μεγαλφτερο από 90 gr. 

Εικόνα 14 - Μονάδα ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ (CBU). Αςκόσ εταιρίασ Macropharma 
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΢θμείωςθ: κάποιεσ από τισ μονάδεσ αίματοσ που χρθςιμοποιικθκαν για να 

παραςκευαςκεί PRP είχαν μικρότερθ ςυγκζντρωςθ και απόλυτο αρικμό αιμοπεταλίων από τα 

παραπάνω όρια. 

΢υνολικά χρθςιμοποιικθκαν 39 μονάδεσ ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ για τθν 

παραςκευι 22 μονάδων PRP από τον Οκτϊβριο του 2019 ωσ τον Λανουάριο του 2020. 

3.2 Mζκοδοσ παραςκευισ Platelet Rich Plasma από ομφαλοπλακουντιακθσ προζλευςθσ αίμα. 

Παρακάτω περιγράφεται θ μζκοδοσ με τθν οποία παραςκευάςκθκαν όλεσ οι μονάδεσ PRP από 

ομφαλοπλακουντιακό αίμα. Πρόκειται για μια μζκοδο δφο φυγοκεντριςεων. 

3.2.1 Αρχικζσ μετριςεισ πριν τθν φυγοκζντρθςθ 

Εφόςον ανακινθκεί καλά μία μονάδα για να αναμειχκοφν ομοιόμορφα όλα τα κφτταρα ςτον 

αςκό, λαμβάνεται δείγμα με βελόνα και ςφριγγα, με προςοχι ϊςτε να μθν τρυπιςει ο αςκόσ, και 

πραγματοποιείται ςτο δείγμα γενικι αίματοσ (ποςότθτα δείγματοσ < 0,5ml). Σζλοσ, ηυγίηουμε τον 

αςκό ςε ηυγό Delmac (εικ. 15) και τα αποτελζςματα τισ γενικισ αίματοσ και του βάρουσ 

καταγράφονται ςε υπολογιςτικό φφλλο excel για να υπολογιςκεί θ αρχικι ςυγκζντρωςθ και ο 

απόλυτοσ αρικμόσ των αιμοπεταλίων.  

 

3.1.2 Ταυτοποίθςθ των ομάδων αίματοσ 

Με το υπόλοιπο δείγμα που ζχει περιςςζψει από τθν γενικι αίματοσ ταυτοποιιται θ ομάδα 

αίματοσ του αςκοφ κατά ABO και RHESUS.  

Θ ταυτοποίθςθ γίνεται με τθν βοικεια ειδικϊν αντιορϊν (anti-A, anti-B, anti-D), οι 

οποίοι είναι ικανοί να προκαλζςουν ςυγκολλιςεισ των ερυκρϊν αιμοςφαιρίων εάν ςτθν 

επιφάνεια τουσ υπάρχουν τα αντιγόντα Α, Β ι D. Θ διαδικαςία γίνεται πάνω ςε αντικειμενοφόρεσ 

Εικόνα 15 - Ηλεκτρονικόσ ηυγόσ Delmac DSW200D. Πθγι: 
https://www.delmac.gr/index.php?route=product/product&product_id=
107 
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πλάκεσ ςτισ οποίεσ αναγράφονται επάνω τα ςτοιχεία τθσ μονάδασ αίματοσ (κωδικόσ και 

θμερομθνία). Για τθν ταυτοποίθςθ κατά ABO και Rhesus μιασ μονάδασ αίματοσ, απαιτοφνται δφο 

αντικειμενοφόρεσ πλάκεσ. ΢ε κάκε πλάκα αναγράφονται οι κζςεισ που κα γίνει ο προςδιοριςμόσ 

του κάκε αντιςϊματοσ (δθλαδι ποιοσ αντιορόσ κα χρθςιμοποιθκεί). 

Εφόςον οι αντιοροί παραμείνουν εκτόσ ψυγείου για αρκετι ϊρα για να ζρκουν ςε 

κερμοκραςία δωματίου, τοποκετείται μία ςταγόνα από τον κάκε ζνα ςε μία από τισ κζςεισ τθσ 

αντικειμενοφόρου πλάκασ. Σοποκετείται πρϊτα το anti-A μετά το anti-B και τζλοσ το anti-D.  

΢τθ ςυνζχεια με μία αυτόματθ πιπζτα 20-200μl ρυκμιημζνθ ςτα 80μl, λαμβάνεται 

ποςότθτα αίματοσ από το δείγμα που περίςςεψε από τθν γενικι αίματοσ. Σοποκετείται μία 

ςταγόνα αίματοσ πάνω ςε κάκε αντιορό ςτθν αντικειμενοφόρο πλάκα. Οι ςταγόνεσ αφινονται να 

πζςουν ςε χαμθλι απόςταςθ πάνω από τουσ αντιοροφσ ϊςτε να μθν γίνει επιμόλυνςθ των δίπλα 

κζςεων των άλλων αντιορϊν. Σζλοσ, τοποκετείται μια τελευταία ςταγόνα αίματοσ ςε μια κακαρι 

κζςθ τθσ αντικειμενοφόρου πλάκασ ωσ αρνθτικόσ μάρτυρασ. Με τθν βοικεια των πλαςτικϊν tip 

τθσ πιπζτασ αναμιγνφεται θ κάκε ςταγόνα αίματοσ με τον κάκε αντιορό με προςοχι ϊςτε να μθν 

επιμολυνκοφν οι διπλανζσ κζςεισ των άλλων αντιορϊν. Κάκε tip απορρίπτεται μετά από μία 

χριςθ. Δεν χρθςιμοποιοφμε το ίδιο tip για τθν ανάμειξθ διαφορετικϊν ςταγόνων αίματοσ με 

άλλουσ αντιοροφσ του ίδιου ι οποιοδιποτε δείγματοσ, υπάρχει κίνδυνοσ για ψευδόσ κετικά 

αποτελζςματα. 

Σα αποτελζςματα αξιολογοφνται με βάςθ το αν κα παρατθρθκεί κροκκίδωςθ μετά από 

κάκε ανάδευςθ των αντιορϊν με τισ ςταγόνεσ αίματοσ. Ο αρνθτικόσ μάρτυρασ πρζπει να μθν 

κροκκιδόνεται για να κεωρθκοφν τα αποτελζςματα ζγκυρα. Σα αποτελζςματα καταγράφονται 

πάνω ςτισ πλάκεσ και πραγματοποιείται και θ λιψθ φωτογραφίασ για το αρχείο. Σο δείγμα μετά 

από τθν ταυτοποίθςθ τθσ ομάδασ αίματοσ μπορεί να απορριφκεί. 
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Εικόνα 16 - Ταυτοποίθςθ ομάδων αίματοσ κατα ABO και Rhesus Τριϊν μονάδων αίματοσ. Βλζπουμε ότι για κάκε 
μονάδα υπάρχουν δφο αντικειμενοφόρεσ πλάκεσ ςτισ οποίεσ αναμιγνφεται το αίμα με τουσ αντιοροφσ όπωσ 
περιγράφθκε και παρατθρείται εάν κα προκλθκεί κροκκίδωςθ. 

3.1.3 Πωσ γίνεται θ ζνωςθ δφο αςκϊν. 

Για τισ ανάγκεσ των πειραμάτων, κάποιεσ μονάδεσ αίματοσ ζπρεπε να 

ενωκοφν μεταξφ τουσ. Μονάδεσ αίματοσ οι οποίεσ είχαν χαμθλό όγκο 

μποροφςαν να ενωκοφν μεταξφτουσ ςε ζναν αςκό ϊςτε να δθμιουργθκεί 

μια νζα μονάδα με μεγαλφτερο όγκο αίματοσ. Προχπόκεςθ για να 

ενωκοφν δφο μονάδεσ αίματοσ είναι να ζχουν τθν ίδια ομάδα αίματοσ 

κατά ABO. Θ ζνωςθ γίνεται με μθχάνθμα TCD (εικ. 17) και μεταφζρεται 

το αίμα από τον αςκό με τθν λιγότερθ ποςότθτα αίματοσ ςε αυτόν με τθν 

περιςςότερθ. Πάντα πρζπει να γράφουμε πάνω ςτον αςκό τον κωδικό 

των μονάδων αίματοσ οι οποίεσ ενϊκθκαν.  

Όταν γίνεται θ ζνωςθ δφο μονάδων αίματοσ ςε ζναν αςκό, τότε 

πρζπει να επαναλαμβάνεται θ γενικι αίματοσ με τον τρόπο που 

αναφζρκθκε παραπάνω. 
Εικόνα 17 - Total  
Containment Device 
(TCD) model B40. Πθγι: 
http://genesisbps.com/
tcd-sterile-tube-welder/ 



52 
 

Κάκε μονάδα αίματοσ που κα χρθςιμοποιθκεί για τθν παραγωγι PRP με τον τρόπο που 

περιγράφεται, χρειάηεται να ενωκεί με ζναν άδειο αςκό. Από κακαροφσ αςκοφσ αφαιρείται όλο 

το αντιπθκτικό με ςφριγγα και βελόνα 18G. Με Sealer (GenesisBPS Rapid seal 2 SE640) κόβεται το 

ςωλθνάριο του κενοφ αςκοφ ςτα 30cm και απορρίπτεται το ςωλθνάριο με τισ βελόνεσ. Προςοχι 

το clip του κενοφ αςκοφ να παραμείνει ςτο ςωλθνάριο του αςκοφ. ΢ε αυτόν τον κενό αςκό 

αναγράφεται ο κωδικόσ τθσ μονάδασ αίματοσ που κα τον ενωκεί. Ο άδειοσ αςκόσ με τον αςκό με 

το αίμα ενϊνεται με τθν βοικεια του TCD  μθχανιματοσ (Εικ. 18,19). Ελζγχεται το ςθμείο τθσ 

ζνωςθσ ϊςτε να είναι ςωςτά ενωμζνο και να μθν υπάρχουν διαρροζσ. ΢το ςθμείο το οποίο ζχουν 

ενωκεί τα ςωλθνάρια των δφο αςκϊν παρατθροφμε ότι θ «ροι» είναι κλειςτι και δεν 

επιτρζπεται θ μεταφορά του αίματοσ από τον ζναν αςκό ςτον άλλον.  

Εικόνα 18 - Ζνωςθ άδειου αςκοφ με αςκό ομφαλοπλακουντιακοφ 
αίματοσ πριν τθν φυγοκζντρθςθ. 

Εικόνα 19 - Ενωμζνοι αςκοί 
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3.1.4 Πρϊτθ φυγοκζντρθςθ 

΢ε ειδικά baskets τοποκετοφνται κάκετα οι αςκοί ςυμπιεςμζνοι με «μαξιλαράκια» ϊςτε να μθν 

μποροφν να κουνθκοφν κατά τθ μεταφορά ι κατά τθν φυγοκζντρθςθ και ϊςτε να γίνει ςωςτι 

ςτρωματοποίθςθ των παραγϊγων αίματοσ μζχρι το τζλοσ τθσ φυγοκζντρθςθσ (εικ. 20). Εάν 

υπάρχει αίμα ςτο ςωλθνάριο του αςκοφ, προςπακοφμε να το μεταφζρουμε όλο μζςα ςτον αςκό 

με μία διαδικαςία που λζγεται stripping. Σα baskets τοποκετοφνται ςτθν φυγόκεντρο 

αντιδιαμετρικά και ιςοηυγιςμζνα (εικ 21). Εάν οι αςκοί ζχουν μικρζσ διαφορζσ ςτο βάροσ, αυτό 

μπορεί να διορκωκεί τοποκετόντασ ςτο κάτω μζροσ των baskets μικρά αντικείμενα ϊςτε τα 

baskets που κα τοποκετθκοφν αντιδιαμετρικά να ζχουν το ίδιο βάροσ (εικ. 22). Σο πρόγραμμα 

τθσ πρϊτθσ φυγοκζντρθςθσ ιταν 800 rpm για 15 λεπτά. 

 

 

 

  

Εικόνα 20 - Αςκοί τοποκετιμζνοι μζςα ςε 
baskets ζτοιμοι για τθν πρϊτθ 
φυγοκζντρθςθ. Μαξιλαράκια τοποκετοφνται 
ανάμεςα ςτουσ αςκοφσ και ςτα τοιχϊματα 
ϊςτε να είναι ςυμπιεςμζνοι και ςτακεροί 
κατά τθν φυγοκζντρθςθ. 

Εικόνα 22 – Δεξιά: Φυγόκεντροσ MSE CELLSEP 6/720R. Αριςτερά: Baskets 
τοποκετθμζνα ςτθν φυγόκεντρο αντιδιαμετρικά. 

Εικόνα 21 – Basket με τουσ αςκοφσ 
ιςοηυγίηεται με ίςο βάροσ με το basket 
που κα τοποκετθκεί αντιδιαμετρικά 
του ςτθν φυγόκεντρο 
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3.1.5 Πρϊτο extraction 

Μόλισ τελειϊςει θ φυγοκζντρθςθ, μεταφζρονται τα bastets προςεκτικά ςτον πάγκο όπου 

υπάρχει ειδικό πίεςτρο Fenwal plasma extractor 4R4414 (εικ. 23). Με προςεκτικζσ κινιςεισ 

αφαιροφνταν τα μαξιλαράκια (τελευταία αφαιροφνταν τα μαξιλαράκια μπροςτά και πίςω από 

τον αςκό). Ο αςκό τοποκετοφνταν ςτον plasma extractor με τθν μεριά που περιζχει τθν ετικζτα 

του αςκοφ προσ το ςϊμα του extractor ϊςτε να υπάρχει οπτικι επαφι με το περιεχόμενο του 

αςκοφ. 

 

Εφόςον θ φυγοκζντρθςθ πραγματοποιικθκε ςωςτά και εφόςον δεν αναταράχτθκε ο 

αςκόσ κατά τθν μεταφορά του ςτον πάγκο και ςτον extractor, κα ζχει γίνει πλιρθσ διαχωριςμόσ 

των ςτοιχείων του αίματοσ ςε ςτοιβάδεσ. ΢το κάτω μζροσ υπάρχει θ ςτοιβάδα των ερυκρϊν, 

ςτθν μζςθ μια πολφ λεπτι λευκι ςτοιβάδα το buffy coat, και ςτο πάνω μζροσ με κιτρινοπό 

διαφανζσ χρόμα το πλάςμα.  

Σο ςθμείο τθσ ζνωςθσ των δφο αςκϊν ανοίγονταν αςκϊντασ πίεςθ ςτα δφο ςωλθνάρια 

με τα χζρια. το clip του άδειου αςκοφ. ΢τθ ςυνζχεια, με προςοχι πρζπει ο αςκόσ να ακουμπιςει 

ςτο πίςω μζροσ του plasma extractor και να ελευκερωκεί το ζμβολο ομαλά να πιζςει τον αςκό 

και να μεταφζρει το plasma ςτον άδειο αςκό. Σα αιμοπετάλια βρίςκονται πάνω από το buffy 

coat. Κακϊσ το πλάςμα μεταφζρεται και θ ςτοιβάδα με τα ερυκρά αιμοςφαίρια «ςθκϊνεται», 

λίγο πριν όλο το πλάςμα περάςει ςτο ςωλθνάριο, κα ςθκωκεί θ ςτοιβάδα με το buffy coat και τα 

αιμοπετάλια και κα ειςζλκει ςτο ςωλθνάριο με τθ ςτοιβάδα των ερυκρϊν να ακολουκεί. ΢ε αυτό 

Εικόνα 23 - Fenwal plasma extractor 4R4414.  



55 
 

το ςθμείο με γριγορεσ κινιςεισ πρζπει να κλιςει θ ροι πιζηοντασ το clip του αςκοφ τθν ςτιγμι 

που τα ερυκρά κα πλθςιάςουν τθν είςοδο του νζου αςκοφ ο οποίοσ είναι γεμάτοσ με πλάςμα. 

΢κοπόσ αυτοφ του extraction είναι να απομονωκεί ςε ζναν κακαρό αςκό το πλάςμα με όςα 

περιςςότερα αιμοπετάλια γίνεται και όςο το δυνατόν λιγότερα λευκά και ερυκρά αιμοςφαίρια 

γίνεται (εικ. 28).  

3.2.6 Μετριςει πριν τθν δεφτερθ φυγοκζντρθςθ. 

Από τον αςκό με το πλάςμα, εφόςον ανακινθκεί, λαμβάνεται δείγμα με ςφριγγα και βελόνα 

χωρίσ να αποςυνδεκεί από τον αρχικό αςκό που πλζων ζχει μόνο ερυκρά αιμοςφαίρια κατά 

κφριο λόγο. ΢ε αυτό το δείγμα πραγματοποιείται γενικι αίματοσ. Εάν τα αιμοπετάλια είναι 

παρόμοια ςε ςυγκζντρωςθ ι μεγαλφτερα από αυτά που μετριςαμε ςτον αρχικό αςκό (3.1.1/2), 

τότε με sealer κόβεται όλο το ςωλθνάριο του αςκοφ με το πλάςμα.  

 

Εάν τα αιμοπετάλια είναι χαμθλότερα ςε ςυγκζντρωςθ, τότε, με τθν βοικεια βελόνασ 

και ςφριγγασ, λαμβάνεται το υπόλοιπο πλάςμα που βρίςκεται ςτο επάνω μζροσ του αρχικοφ 

αςκοφ και μεταφζρεται ςτον αςκό με το πλάςμα (Τπάρχει πικανότθτα ζνασ ςθμαντικόσ αρικμόσ 

αιμοπεταλίων να ζχει περιςζψει ςτον αρχικό αςκό και να ζχει παγιδευτεί με το μικρό όγκο 

πλάςματοσ που δεν μποροφςε να περάςει από το ςωλθνάριο προσ τον καινοφριο αςκό). ΢ε αυτι 

τθν περίπτωςθ δείγμα λαμβάνεται ξανά από τον αςκό με το πλάςμα για γενικι αίματοσ. 

Εικόνα 24 - Το πλάςμα απομονωμζνο ςτον δεφτερο αςκό 
και ο αρχικόσ αςκόσ με τα ερυκρά αιμοςφαίρια ενωμζνοι 
αμζςωσ μετά τθν απομόνωςθ του πλάςματοσ. 
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Εφόςον οι δφο αςκοί διαχωριςτοφν, ηυγίηονται και οι δφο αςκοί (με το πλάςμα και τα 

ερυκρά αιμοςφαίρια) και λαμβάνεται δείγμα από τον αςκό των ερυκρϊν για γενικι αίματοσ ο 

οποίοσ ςτθν ςυνζχεια απορρίπτεται. Σο τελευταίο δείγμα είναι απαραίτθτο για να 

προςδιορίςουμε τθν απϊλεια των αιμοπεταλίων. Δθλαδι πόςα αιμοπετάλια δεν πζραςαν ςτον 

νζο αςκό με το πλάςμα. 

 Όλα τα αποτελζςματα (από τισ γενικζσ αίματοσ και τα βάρθ των αςκϊν) 

καταγράφονται ςε excel για να υπολογιςκοφν θ ανάκτθςθ αιμοπεταλίων μετά τθν πρϊτθ 

φυγοκζντρθςθ κακϊσ και τα αιμοπετάλια που χάκθκαν. 

3.2.7 Δεφτερθ φυγοκζντρθςθ 

Με τον ίδιο τρόπο όπωσ ςτθν πρϊτθ φυγοκζντρθςθ, οι αςκοί τοποκετοφνται ςε baskets και ςτθν 

φυγόκεντρο αντιδιαμετρικά και ιςοηυγιςμζνα. Σο πρόγραμμα για αυτι τθν φυγοκζντρθςθ είναι 

3000rpm για 15 λεπτά. 

Κατά τθν διάρκεια τθσ δεφτερθσ φυγοκζντρθςθσ, πραγματοποιοφνται υπολογιςμοί για 

το τελικό προϊόν PRP. Κάκε μονάδα PRP είναι επικυμθτό να ζχει τελικό όγκο  5 με 6 ml. Οπότε 

από από το βάροσ του αςκοφ του πλάςματοσ που βρζκθκε ςτο 3.1.6 αφαιρείται το απόβαρο του 

αςκοφ (μείον 32gr περίπου) και κατόπιν αφαιρείται ο τελικόσ επικυμθτόσ όγκοσ (μείον 5 με 6 

ml). Ο αρικμόσ από το αποτζλεςμα αυτισ τθσ αφαίρεςθσ είναι και τα ml που κα αφαιρεκοφν ςτο 

τζλοσ. 

Παράδειγμα: Αςκόσ πλάςματοσ των 100gr, ςτο τζλοσ πρζπει να μείνει όγκοσ 6ml, το 

απόβαρο του αςκοφ είναι 32gr. Σότε, υπολογίηεται ο όγκοσ του πλάςματοσ που πρζπει να 

αφαιρεκεί για να μείνουν ςτο τζλοσ μόνο 6ml μζςα ςτον αςκό: 100 – 6 – 32 = 62ml πλάςματοσ 

πρζπει να αφαιρεκοφν για να περιςςζψουν μόνο 6ml μζςα ςτον αςκό. 

3.2.8 Δεφτερο extraction 

Μεταφζρονται πάλι προςεκτικά τα baskets ςτον πάγκο ςε δεφτερο plasma extractor (Auto 

volume expressor) (εικ. 25) και αφαιρείται με τθν ίδια διαδικαςία όπωσ και ςτο πρϊτο extraction 

ο αςκόσ από τα baskets και τοποκετείται ςτον plasma extractor. Σο ζμβολο ελευκερϊνεται να 

πιζςει προςεκτικά τον αςκό. Αφαιρείται ο αζρασ που υπάρχει ςτθν κορυφι του αςκοφ με 

ςφριγγα και βελόνα, και τζλοσ αφαιρείται ο όγκοσ πλάςματοσ που υπολογίςτθκε με βελόνεσ και 

ςφριγγεσ οι οποίεσ απορρίπτονται με όλο το δείγμα που αναροφοφν. 
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3.2.9 Τελευταίεσ μετριςεισ και και αξιολόγθςθ του Platelet Rich Plasma 

Μόλισ αφαιρεκεί όλο το πλάςμα που από τον αςκό ϊςτε να ζχει μείνει μζςα ςε αυτό 

μόνο ό μικρόσ επικυμθτόσ όγκοσ πλάςματοσ που αποτελεί το PRP (εικ. 26), αφαιρείται ο αςκόσ 

από τον plasma extractor και ανακινείται όςο πιο καλά γίνεται. Με μία ςφριγγα και βελόνα 

λαμβάνεται ολόκλθρο το περιεχόμενο του αςκοφ και καταγράφεται ο τελικόσ όγκοσ του 

προϊόντοσ με τισ ενδείξεισ τθσ ςφριγγασ. Όλο το υλικό ξανά μεταφζρεται μζςα ςτον αςκό και με 

τθν ίδια ςφριγγα και βελόνα λαμβάνεται ελάχιςτο δείγμα για γενικι αίματοσ. Ο αςκόσ ηυγίηεται. 

Οι παράμετροι και τα όρια αναφοράσ που χαρακτθρίηουν ζνα ςωςτό PRP είναι: λιγότερα από 0,5 

WBCs/μl, λιγότερα από 0,1 RBCs/μl, ανάκτθςθ αιμοπεταλίων πάνω από 40% και ςυγκζντρωςθ 

αιμοπεταλίων πάνω από 800*103 PLTs/μl και απόλυτο αρικμό αιμοπεταλίων πάνω από 

4000*106 PLTs. Αυτό το τελικό προϊόν λζγεται PRP (Platelet Rich Plasma). 

Κάκε PRP που παραςκευαηόταν, αποκθκεφονταν ςουσ -20οC. 

Εικόνα 25 - Auto volume plasma expressor 
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Εικόνα 26 – αςκόσ με 5ml PRP μετά το δεφτερο extraction 

Προςοχι: Κατά τθν μζτρθςθ του τελευταίου δείγματοσ, ιταν πολφ πικανό ο αναλυτισ 

να ζβγαηε μινυμα over ςτθν ςυγκζντρωςθ αιμοπεταλίων. Αυτό ςυνζβαινε επειδι θ 

ςυγκζντρωςθ των αιμοπεταλίων ιταν εξαιρετικά μεγάλθ για να μπορζςει ο αναλυτισ να δϊςει 

αρικμθτικό αποτζλεςμα. ΢ε αυτι τθν περίπτωςθ πραγματοποιοφταν αραίωςθ 1:2 ςτο δείγμα. 

100μl από το δείγμα μεταφζρονταν ςε κακαρό πλαςτικό ςωλθνάριο ria και αραιωνόταν με άλλα 

100μl PBS 10%. Μετά από καλι ανάδευςθ του δείγματοσ, ςτο αραιωμζνο δείγμα 

πραγματοποιοφνταν γενικι αίματοσ και το αποτζλεςμα που ζβγαηε ο αναλυτισ για τθν 

ςυγκζντρωςθ των αιμοπεταλίων πολλαπλαςιαηόταν με το 2 ( εφόςον θ αραίωςθ ιταν 1:2) για να 

προςδιορίςουμε τθν αλθκινι ςυγκζντρωςθ των αιμοπεταλίων του PRP. 

3.2.10 Pool των μονάδων Platelet Rich Plasma. 

Από τισ πρϊτεσ 12 μονάδεσ PRP και οι επόμενεσ 10, μεταφζρκθκαν ολόκλθρα τα περιεχόμενα 

τουσ ςε δφο νζουσ κακαροφσ αςκοφσ (χωρίσ αντιπθκτικό) με τθν βοικεια βελόνασ και ςφριγγασ 

(εικ. 17). Από αυτοφσ τουσ αςκοφσ λιφκθκε δείγμα και μετρικθκαν τα βάρθ τουσ. Με τθν ίδια 
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διαδικαςία όπωσ παραπάνω επαναλιφκθκαν τα βιματα από τθν δεφτερθ φυγοκζντρθςθ και 

μετά για τον κάκε αςκό. Αυτι τθ φορά ο επικυμθτόσ τελικόσ όγκοσ των Pooled αςκϊν είναι 10ml. 

Μετρικθκε το τελικό προϊόν για όγκο, βάροσ  και λιφκθκε δείγμα για γενικι αίματοσ όπωσ 

περιγράφθκε και προθγουμζνωσ. Σζλοσ αυτζσ οι μονάδεσ αποκθκεφτθκαν ςτουσ -20οC. 

Επειδι το PRP ιταν εξαιρετικά πυκνό ςε αιμοπετάλια πραγματοποιικθκε αραίωςθ 1:10 για τον 

προςδιοριςμό τθσ ςυγκζντρωςθσ των αιμοπεταλίων. Δθλαδι 100μl από το PRP αραιϊκθκαν ςε 

900μl PBS 10% και εφόςον αναμείχκθκαν καλά πραγματοποιικθκε γενικι αίματοσ ςτο 

αραιωμζνο δείγμα. Σο αποτζλεςμα πολλαπλαςιάςτθκε με το 10 για τον προςδιοριςμό τθσ 

πραγματικισ ςυγκζντρωςθσ των αιμοπεταλίων. ΢ε αυτι τθν περίπτωςθ, θ αραίωςθ 1:2 ιταν 

ανϊφελθ εφόςον θ ςυγκζντρωςθ των αιμοπεταλίων ιταν τόςο μεγάλθ ϊςτε ο αναλυτισ να 

βγάηει μινυμα over. 

3.3 Μζκοδοσ παραςκευισ Platelet Rich Plasma από περιφερικό αίμα ενιλικου ανκρϊπου. 

Οι μονάδεσ περιφερικοφ αίματοσ ι PBUs (Peripheral Blood Units) οι οποίεσ χρθςιμοποιικθκαν 

για τθν Παραςκευι PRP ιταν ιδθ pooled (εικ. 27) από άγνωςτο αρικμό αρχικϊν μονάδων 

αίματοσ και με άγνωςτα ςτοιχεία όςο αφορά τισ αρχικζσ ςυγκεντρϊςεισ των αιμοπεταλίων και 

των ςυνολικϊν όγκων του αίματοσ των μονάδων.  

Aυτζσ οι μονάδεσ αίματοσ αποτελοφςαν αςκοφσ με πλάςμα ςε όγκουσ 48 και 47ml. Για 

τθν παραςκευι PRP από αυτζσ τισ μονάδεσ το μόνο που απαιτοφνταν ιταν να πραγματοποιθκεί 

θ ίδια διαδικαςία που πραγματοποιικθκε για τισ pooled CBUs με τουσ ίδιουσ τελικοφσ 

επικυμθτοφσ όγκουσ.  

Και για τισ δφο αυτζσ μονάδεσ PRP χρειάςτθκε να αραιωκεί το δείγμα ςτο τζλοσ, όπωσ 

περιγράφθκε παραπάνω για το προςδιοριςμό τθσ ςυγκζντρωςθσ των αιμοπεταλίων. 
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Πίνακασ 2 - Χαρακτθριςτικά μονάδων περιφερικοφ αίματοσ που χρθςιμοποιικθκαν για τθν παραςκευι PRP 

PBUs PLTs (*10
3
/μl) Βάροσ (gr) Όγκοσ(ml) 

Απόλυτοσ 
αρικμόσ PLTs 

(*10
6
) 

Ομάδα 
αίματοσ 

PB1 555 81 48 26640 Β+ 

PB2 520 80 47 24440 Α2+ 

 

 

3.4: Προςδιοριςμόσ τθσ ςυγκζντρωςθσ πρωτεΐνθσ ςτο PL 

Τλικά και εξοπλιςμόσ: 

 Φαςματόμετρο NanoDrop Lite (Thermo Scientific) 

 Τδατόλουτρο 

 Απορροφθτικζσ πετςτζτεσ 

 UCPL 

 PBPL 

Διαδικαςία: Oι Pooled μονάδεσ PRP εφόςον αποκθκεφτθκαν ςτουσ -20oC, λφκθκαν οι 

μεμβράνεσ των αιμοπεταλίων και ςχθματίςτικε το PL. Σα UCPL και PBPL εφόςον ξεπαγϊκθκαν ςε 

υδατόλουτρο ςτουσ 37οC, μεταφζρκθκαν για μζτρθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ τθσ πρωτεΐνθσ ςε 

φαςματόμετρο NanoDrop Lite. Σοποκετικθκε πρϊτα το PBPL και πραγματοποιικθκαν τρείσ 

μετριςεισ. ΢τθ ςυνζχεια τοποκετικθκε το UCPL και πραγματοποιικθκαν άλλεσ τρεισ μετριςεισ. 

Για τθν κάκε μζτρθςθ απαιτοφνταν μια μικρι ςταγόνα λίγων μl από το UCPL και PBPL. Μετά από 

κάκε μζτρθςθ και πριν από τθν επόμενθ μζτρθςθ, θ ςταγόνα με το PL που είχε μετρθκεί, 

Εικόνα 27 - PRP Pooled μονάδεσ. Δεξια και αριςτερά: PB Pooled PRP. Στο κζντρο: το Pool των 
πρϊτων 12 CBU PRP. 
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ςκουπιηόταν με ζνα κομμάτι απορροφθτικισ πετςζτασ ϊςτε να μθν επθρεαςτοφν οι επόμενεσ 

μετριςεισ. 
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Κεφάλαιο 4: Καλλιζργεια μεςεγχυματικϊν κυττάρων από βαρτόνειο γζλθ 

4.1 Πθγι WJ-MSCs 

Για τθν δεφτερθ ςειρά πειραμάτων απαιτοφνταν θ απομόνωςθ και θ καλλιζργεια 

μεςεγχυματικϊν ςτρωματικϊν κυττάρων βαρτονείου γζλθσ ι WJ-MSCs (Walton’s Jelly 

mesenchymal stromal cells). 

Εάν κοπεί ο ομφάλιοσ λϊροσ ςε εγκάρςια τομι, τότε ο ιςτόσ που βρίςκεται γφρο από 

τισ αρτθρίεσ και τθν φλζβα αλλά και γενικά ο ιςτόσ που βρίςκεται μεταξφ των αρτθριϊν και τθσ 

φλζβασ αποτελεί τθν βαρτόνειο γζλθ (Εικ. 28). Αυτόσ ο ιςτόσ είναι πλοφςιοσ ςε MSCs. 

 

Oι ομφάλιοι λϊροι που χρθςιμοποιικθκαν αποτελοφςαν δωρεζσ μαηί με τισ CBUs ςτθν 

ΕΛΣΟΠΑ. Οι ομφάλιοι λϊροι βριςκόντουςαν μζςα ςε ςωλινα προπυλενίου falcon των 50ml. 

4.2Απομόνωςθ WJ-MSCs 

Τλικά και εξοπίςμόσ: 

 Κλίβανοσ αποςτείρωςθσ (Techno-Gaz) 

 Βιολογικόσ κάλαμοσ (Bionair) 

 Επωαςτικόσ κλίβανοσ (Thermo Scientific) 

 Χειρουργικζσ λαβίδεσ και ψαλίδια  

 ςωλινεσ προπυλενίου falcon 50ml (BD, Biosciences) 

 Σριβλία Petri (Corning) 

 6-well (Corning) 

 Πιπζτεσ 10ml (Sarstedt) 

 PBS 10% 

Εικόνα 28 - Εγκάρςια τομι ομφαλίου λϊρου. 
 Πθγι: https://cells4life.com/2016/08/umbilical-cord-tissue-stem-cells-
more-valuable-than-you-think/ 
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 Κρεπτικό υλικό 20% 

 

Διαδικαςία απομόνωςθσ: Όλθ θ διαδικαςία πραγματοποιοφνταν μζςα ςε βιολογικό 

κάλαμο νθματικισ ροισ. Όλα τα υλικά που χρθςιμοποιικθκαν είχαν τοποκετθκεί μζςα ςτον 

βιολογικό κάλαμο πριν τθν ζναρξθ τθσ διαδικαςίασ τθσ απομόνωςθσ. Αρχικά 

πραγματοποιοφνταν θ προςκικθ 10 με 15ml PBS 10% ςε ζνα άδειο ςωλινα προπυλενίου falcon 

των 50 ml. Από τον ςωλινα προπυλενίου falcon το οποίο περιείχε τον ομφάλιο λϊρο, με τθ 

βοικεια χειρουργικισ λαβίδασ και ψαλιδιοφ απομονϊνονταν ζνα μικρό κομμάτι του ομφαλίου 

λϊρου, το οποίο ςτθ ςυνζχεια τοποκετοφνταν μζςα ςτον ςωλινα προπυλενίου falcon με το PBS 

10% για πλφςιμο. Σο πλφςιμο πραγματοποιοφνταν αφοφ ςφραγιηόταν ο ςωλινα προπυλενίου 

falcon με το καπάκι του και ανακινοφνταν καλά. Υςτερα, το κομμάτι αυτό του ομφαλίου  

τοποκετοφνταν ςε ζνα ςτείρο τριβλίο Petri (εικ. 29) όπου με τθν βοικεια χειρουργικϊν λαβίδων 

απομονϊνονταν θ βαρτόνειοσ γζλθ από τα ςθμεία που αναφζρκθκαν παραπάνω. Μόλισ 

Εικόνα 29 - Oμφάλιοσ λϊροσ πριν τθν απομόνωςθ τθσ βαρτονείου 
γζλθσ. 
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απομονϊνονταν μια ικανοποιθτικι ποςότθτα βαρτονείου γζλθσ, αυτι τεμαχιηόταν με τθν 

βοικεια ψαλιδιοφ και τα κομμάτια τθσ τοποκετοφνταν μζςα ςε 6-well. ΢υνολικά 8 με 10 

κομμάτια τοποκετοφνταν ςε κάκε well. Σζλοσ, ςτα 6-well προςτζκθκε κρεπτικό υλικό 20% με τθν 

βοικεια πιπζτασ των 10ml. ΢ε κάκε well προςτίκονταν 1 με 1,5ml κρεπτικοφ υλικοφ 20%.  

Σα 6-well παρζμεναν ςε επωαςτικό κλίβανο ςε ςτουσ 37οC με 5% CO2 για 18 θμζρεσ 

μζχρι τθν ανακαλλιζργεια τουσ ςε φλάςκεσ. 

Όλα τα χειρουργικά εργαλία ιταν αποςτειρωμζνα από κλίβανο ςε πρόγραμμα 134οC 

για 30 λεπτά. 

4.2.1 Πλφςιμο MSCs ςτα  6-well 

Τλικά και εξοπλιςμόσ: 

 Βιολογικόσ κάλαμοσ (Bionair) 

 Επωαςτικόσ κλίβανοσ (Thermo Scientific) 

 Πιπζτεσ 10ml (Sarstedt) 

 Σριβλία Petri (Corning) 

 PBS 10% 

 Κρεπτικό υλικό 20% 

Διαδικαςία: Μετά από 10 θμζρεσ επϊαςθσ των ΜSCs ΢τα 6-well, γινόταν πλφςιμο των 

κυττάρων και αλλαγι του κρεπτικοφ υλικοφ. Εφόςον τα 6-well μεταφζρονταν ςτον βιολογικό 

κάλαμο νθματικισ ροισ, απορρίπτονταν το περιεχόμενο τουσ (κρεπτικό υλικό) ςε ζνα ςτείρο 

τριβλίο Petri. Mε τθν βοικεια πιπζτασ των 10ml, πραγματοποιοφνταν θ προςκικθ 1ml PBS 10% 

ςε κάκε well. Σα 6-well ανακινοφνταν ϊςτε να απλωκεί το PBS ςε όλθ τθν επιφάνεια. Σο PBS το 

πολφ μετά από 1 λεπτό απορρίπτονταν ςτο τριβλίο. Με τθν βοικεια πιπζτασ των 10ml, 

πραγματοποιοφνταν θ προςκικθ 1 με 1,5 ml κρεπτικοφ υλικοφ ςε κάκε well. Σα 6-well 

μεταφερόντουςαν ξανά ςτον επωαςτικό κάλαμο ςε 37οC με 5% CO2 για άλλεσ 8 μζρεσ μζχρι τθν 

ανακαλλιζργεια των κυττάρων ςε φλάςκεσ. 

4.3 Ανακαλλιζργεια των WJ-MSCs 

4.3.1 Ανακαλλιζργεια από 6-well ςε φλάςκα 

Τλικά και εξοπλιςμόσ: 

 Βιολογικόσ κάλαμοσ (Bionair) 

 Επωαςτικόσ κλίβανοσ (Thermo Scientific) 

 Οπτικό μικροςκόπιο (Leica DMIL) 
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 Φλάςκεσ κυτταροκαλλιζργειασ 25 και 75 cm2 με φίλτρο (TPP) 

 Σριβλία Petri (Corning) 

 Αυτόματθ πιπζτα 100-10000μl 

 Πιπζτεσ 10ml (Sarstedt) 

 0.05% Trypsin-EDTA (Gibco) 

 PBS 10% 

 Κρεπτικό υλικό 20% 

Μετά από 18 θμζρεσ επϊαςθσ των κυττάρων ςτα 6-well γινόταν ανακαλλιζργια 

(passage) ςε φλάςκεσ. Σα 6-well παρατθροφνταν ςε οπτικό μικροςκόπιο για να διαπιςτωκεί εάν 

τα κφτταρα είχαν καλφψει όλθ τθν επιφάνεια του κάκε well. Εάν ςε κανζνα από τα wells ενόσ 6-

well δεν παρατθροφνταν ανάπτυξθ κυττάρων, τότε το 6-well αυτό απορρίπτονταν. Εάν 

παρατθροφνταν πλιρθσ ανάπτυξθ των κυττάρων και κάλυψθ όλθσ τθσ επιφάνειασ ςε 1 ι 2 well 

ενόσ 6-well, τότε πραγματοποιοφταν ανακαλλιζργεια ςε φλάςκα των 25 cm2. Εάν παρατθροφνταν 

πλιρθσ ανάπτυξθ των κυττάρων και κάλυψθ όλθσ τθσ επιφάνειασ ςε 3 ωσ 6 wells ενόσ 6-well, 

τότε γινόταν ανακαλλιζργεια ςε φλάςκα των 75 cm2. 

Διαδικαςία: Σα 6-well μεταφζρονταν ςτον βιολογικό κάλαμο νθματικισ ροισ. Σο 

κρεπτικό υλικό απορρίπτονταν ςε τριβλίo. ΢ε κάκε well πραγματοποιοφνταν θ προςκικθ PBS 

10% 1ml με τθν βοικεια πιπζτασ των 10ml. Σα 6-well ανακινοφνταν ϊςτε να απλωκεί το PBS ςε 

όλθ τθν επιφάνεια. Σο PBS, το πολφ μετά από 1 λεπτό, απορρίπτονταν και με τθν χριςθ πιπζτασ 

γινόταν θ ςυλλογι και θ απόρριψθ κάκε ςταγόνασ PBS από κάκε well. Υςτερα, με τθν βοικεια 

αυτόματθσ πιπζτασ των 100-1000 μl γινόταν θ προςκικθ 300 με 400 μl κρυψίνθσ-EDTA ςε κάκε 

well. Σα 6-well μεταφζρονταν ςτον επωαςτικό κλίβανο ςε 37οC με 5% CO2 για 10 λεπτά. Μετά 

από 10 λεπτά πραγματοποιοφνταν παρατιρθςθ των wells ςτo οπτικό μικροςκόπιο. Εάν τα 

κφτταρα είχαν ξεκολλιςει κα φαινόντουςαν να κινοφνται μζςα ςτο διάλυμα κρυψίνθσ-EDTA. ΢τθ 

ςυνζχεια, τα 6-well μεταφζρονταν ςτον βιολογικό κάλαμο νθματικισ ροισ ξανά. ΢ε κάκε well, με 

τθν βοικεια πιπζτασ των 10ml, μεταφζρονταν τουλάχιςτον 1 ml κρεπτικοφ υλικοφ 20% ϊςτε να 

γίνει θ αδρανοποίθςθ τθσ κρυψίνθσ. Από κάκε well, ςυλλζγονταν όλο το διάλυμα κρεπτικοφ 

υλικοφ και αδειάηονταν ξανά ςτο ίδιο well ϊςτε να ξεπλυκεί θ πλαςτικι επιφάνεια του well για 

να ξεκολλιςουν τυχόν κφτταρα που ζχουν παραμείνει προςκολλθμζνα ςε αυτι. Αυτι θ 

διαδικαςία επαναλαμβανόταν δφο με τρείσ φορζσ. Σο κρεπτικό υλικό από το ζνα well 

μεταφζρονταν ςτο επόμενο και  το ξζπλυμα επαναλαμβανόταν. Σζλοσ, όλο το κρεπτικό υλικό 

από τα well μεταφζρονταν ςτισ φλάςκεσ και γινόταν επιπλζων προςκικθ κρεπτικοφ υλικοφ 

ανάλογα με τθν χωρθτικότθτα τθσ φλάςκασ (Πιν. 3). Πριν τθν τοποκζτθςθ τθσ φλάςκασ ςτον 
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επωαςτικό κλίβανο, πραγματοποιοφνταν θ παρατιρθςθ τθσ ςτο μικροςκόπιο για να 

επιβεβαιωκεί ότι τα κφτταρα ζχουν μεταφερκεί ςε αυτι. 

 

 

 

Πίνακασ 3 - Ποςότθτεσ διαλυμάτων (κρεπτικοφ υλικοφ, PBS, κρυψίνθσ-EDTA) που χρθςιμοποιοφνται ςε κάκε είδουσ 

φλάςκα. 

Τφποσ Φλάςκασ 
Ποςότθτα Θρεπτικοφ 

υλικοφ 20% 
Ποςότθτα PBS 10% Ποςότθτα Trypsin-EDTA 

6-well 1-1,5ml 1ml 300-400μl 

25cm
2 

7-8ml 2-3ml 2ml 

75cm
2 

14ml 8-10ml 3-4ml 

175cm
2 

25-30ml 10-15ml 7-8ml 

. 

4.3.2 Ανακαλλιζργεια από φλάςκα ςε φλάςκα 

Τλικά και εξοπλιςμόσ: 

 Βιολογικόσ κάλαμοσ (Bionair) 

 Επωαςτικόσ κλίβανοσ (Thermo Scientific) 

 Οπτικό μικροςκόπιο (Leica DMIL) 

 Φλάςκεσ κυτταροκαλλιζργειασ 75 και 175 cm2 με φίλτρο (TPP) 

 Πιπζτεσ 10 και 25ml (Sarstedt) 

Εικόνα 30 - Φλάςκεσ TPP με φίλτρο (25cm
2
 με πορτοκαλί καπάκι, 75cm

2
 

με κίτρινο καπάκι) που περιζχουν τισ κατάλλθλεσ ποςότθτεσ κρεπτικοφ 
υλικοφ μετά από ανακαλλιζργεια WJ-MSCs απο 6-well. 
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 0.05% Trypsin-EDTA (Gibco) 

 PBS 10% 

 Κρεπτικό υλικό 20% 

Διαδικαςία: Μετά από μερικζσ θμζρεσ τα κφτταρα είχαν καλφψει όλθ τθν επιφάνεια τθσ 

φλάςκασ. Οπότε ιταν αναγκαίο να γίνει θ δεφτερθ ανακαλλιζργεια ςε μεγαλφτερεσ ι 

περιςςότερεσ φλάςκεσ. Αρχικά οι φλάςκεσ τοποκετοφνταν όρκιεσ ςτον βιολογικό κάλαμο 

νθματικισ ροισ και με τθν βοικεια πιπζτασ αφαιροφνταν όλθ θ ποςότθτα του κρεπτικοφ υλικοφ 

(μια πιπζτα για κάκε φλάςκα). ΢τθ ςυνζχεια, πραγματοποιοφταν θ προςκικθ ποςότθτασ PBS 

10% ανάλογα με τον τφπο τθσ φλάςκασ (Πίν. 3). Οι φλάςκεσ τοποκετοφνταν ςε ξαπλωμζνθ κζςθ 

και ανακινοφνταν ϊςτε να απλωκεί το PBS ςε όλθ τθν επιφάνεια. Σο PBS το πολφ μετά από 1 

λεπτό απορρίπτονταν και με τθν χριςθ πιπζτασ. Πραγματοποιοφνταν θ προςκικθ ποςότθτασ 

κρυψίνθσ-EDTA με τθν βοικεια πιπζτασ ανάλογα με τφπο τθσ φλάςκασ (Πίν. 3) και μεταφζρονταν 

ςτον επωαςτικό κλίβανο για 10 λεπτά. Μετά από 10 λεπτά επιβεβαιωνόταν ςτο μικροςκόπιο ότι 

τα κφτταρα είχαν ξεκολλιςει και οι φλάςκεσ τοποκετοφνταν ξανά όρκιεσ μζςα ςτον βιολογικό 

κάλαμο. Με τθν βοικεια πιπζτασ πραγματοποιοφνταν θ προςκικθ κρεπτικοφ υλικοφ ϊςτε να 

απενεργοποιθκεί θ κρυψίνθ. Κατά τθν προςκικθ του κρεπτικοφ υλικοφ, θ πιπζτα είχε τζτοια 

κλιςθ ϊςτε το κρεπτικό υλικό να πζφτει πάνω ςτθν επιφάνεια όπου αναπτφςςονταν τα κφτταρα 

για να παραςφρει και να ξεκολλιςει τυχόν κφτταρα που ιταν ακόμα προςκολλθμζνα. Σζλοσ, όλο 

το κρεπτικό υλικό μεταφζρονταν από τθν μία φλάςκα ςτθν καινοφρια και γινόταν επιπλζον 

προςκικθ κρεπτικοφ υλικοφ ανάλογα με τον τφπο τθσ νζασ φλάςκασ (Πίν. 3). Πριν θ νζα φλάςκα 

μεταφερόταν ςτον επωαςτικό κλίβανο, γινόταν επιβεβαίωςθ ςτο μικροςκόπιο ότι όλα τα 

κφτταρα είχαν μεταφερκεί ςε αυτι. 

΢τισ περιπτϊςεισ όπου γινόταν ανακαλλιζργεια από μία φλάςκα ςε δφο ι τρεισ 

καινοφριεσ, τότε, μετά τθν επϊαςθ τθσ παλιάσ φλάςκασ με τθν κρυψίνθ, πραγματοποιοφταν θ 

προςκικθ του κρεπτικοφ υλικοφ όπωσ περιγράφθκε παραπάνω και ςτθ ςυνζχεια το κρεπτικό 

υλικό μοιραηόταν ςε ίςα ποςά ςτισ νζεσ φλάςκεσ. 

4.3.3 Πλφςιμο των MSCs ςτισ φλάςκεσ. 

Τλικά και εξοπλιςμόσ: 

 Βιολογικόσ κάλαμοσ (Bionair) 

 Επωαςτικόσ κλίβανοσ (Thermo Scientific) 

 Πιπζτεσ 10 και 25ml (Sarstedt) 

 PBS 10% 
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 Κρεπτικό υλικό 20% 

Διαδικαςία: ΢ε περιπτϊςεισ όπου τα κφτταρα κακυςτεροφςαν να αναπτυχκοφν ςε όλθ 

τθν επιφάνεια τθσ φλάςκασ ι ςε περιπτϊςεισ που δεν ιταν δυνατι θ ανακαλλιζργεια, 

πραγματοποιοφταν πλφςιμο τθσ φλάςκασ και αλλαγι του κρεπτικοφ υλικοφ. Μζςα ςε βιολογικό 

κάλαμο νθματικισ ροισ, οι φλάςκεσ τοποκετοφνταν ςε όρκια κζςθ. Με τθν βοικεια πιπζτασ 

αφαιροφταν και απορρίπτονταν όλο το κρεπτικό υλικοφ. ΢τθ ςυνζχεια πραγματοποιοφταν θ 

προςκικθ ποςότθτασ PBS 10% ανάλογα με τον τφπο τθσ φλάςκασ (Πίν. 3) με τθν βοικεια 

πιπζτασ. Οι φλάςκεσ τοποκετοφνταν ςε ξαπλωτι κζςθ και ανακινοφταν ϊςτε το PBS να καλφψει 

όλθ τθν επιφάνεια τθσ φλάςκασ. Σο PBS αφαιροφταν και απορρίπτονταν όλο με τθν βοικεια 

πιπζτασ και τζλοσ, πραγματοποιοφνταν προςκικθ εκ νζου ποςότθτασ κρεπτικοφ υλικοφ ανάλογα 

με τον τφπο τθσ φλάςκασ (Πιν. 3). Οι φλάςκεσ μεταφζρονταν ξανά ςτον επωαςτικό κλίβανο ςε 

37οC με 5% CO2. 
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Κεφάλαιο 5: Μζτρθςθ και κυτταρομετρία ροισ των WJ-MSCs 

5.1 trypsinisation WJ-MSCs 

Σο trypsinization αποτελεί μια διαδικαςία όπου τα κφτταρα ξεκολλάνε από τισ φλάςκεσ με ςκοπό 

να καταμετρθκοφν και να χρθςιμοποιθκοφν ςε περαιτζρω πειράματα.  

 Τλικά και εξοπλιςμόσ:  

 Βιολογικόσ κάλαμοσ (Bionair)  

 Επωαςτικόσ κλίβανοσ (Thermo Scientific)  

 Φυγόκεντροσ  

 Οπτικό μικροςκόπιο (Leica DMIL)  

 Αυτόματθ πιπζτα 2-200μl  

 Πιπζτεσ 10 και 25ml (Sarstedt)  

 ςωλινεσ προπυλενίου falcon tubes 50ml (BD, Biosciences)  

 Cryotubes (BD, Biosciences)  

 Φλάςκεσ με WJ-MSCs  

 0.05% Trypsin-EDTA (Gibco)  

 PBS 10%  

 Κρεπτικό υλικό 20%  

Διαδικαςία: Εφόςον επιβεβαιωνόταν ότι τα κφτταρα είχαν καλφψει όλθ τθν επιφάνεια 

τθσ φλάςκασ, αυτζσ τοποκετοφνταν όρκιεσ μζςα ςτον βιολογικό κάλαμο νθματικισ ροισ και με 

τθν βοικεια πιπζτασ αφαιροφταν όλο το κρεπτικό υλικό και απορρίπτονταν. ΢τθ ςυνζχεια 

πραγματοποιοφταν θ προςκικθ ποςότθτασ PBS 10% ανάλογα με τον τφπο τθσ φλάςκασ (Πίν. 2) 

με τθν βοικεια πιπζτασ. Οι φλάςκεσ τοποκετοφνταν ςε ξαπλωτι κζςθ και ανακινοφταν ϊςτε το 

PBS να καλφψει όλθ τθν επιφάνεια τθσ φλάςκασ. Σο PBS αφαιροφταν και απορρίπτονταν όλο με 

τθν βοικεια πιπζτασ. ΢τθ ςυνζχεια προςτζκθκε ποςότθτα κρυψίνθσ-EDTA ανάλογα με τον τφπο 

τθσ φλάςκασ (Πίν. 2). Οι φλάςκεσ τοποκετοφνταν ςτον επωαςτικό κλίβανο για 10 λεπτά για να 

αποκολλιςουν τα κφτταρα από τθν επιφάνεια τθσ φλάςκασ. Μετά από 10 λεπτά, 

επιβεβαιωνόταν ςτο μικροςκόπιο ότι τα κφτταρα ζχουν ξεκολλιςει και προςτζκθκαν 30ml PBS 

10% ςε κάκε φλάςκα. Όλο το περιεχόμενο από κάκε φλάςκα μεταφζρκθκε ςε ςωλινα 
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προπυλενίου falcon των 50ml και φυγοκεντρικθκαν ςτα 500g για 5 λεπτά. Μετά το πζρασ τθσ 

φυγοκζντρθςθσ, το υπερκείμενο απορρίφκθκε και τα κφτταρα ιταν ορατά με γυμνό μάτι ςτο 

κάτω μεροσ του ςωλινα προπυλενίου falcon. Σζλοσ, ζγινε αναςφςταςθ των κυττάρων με 1 ι 2 ml 

κρεπτικό υλικό 20% και αυτά ιταν ζτοιμα για περαιτζρω χριςθ. 50μl ςυλλζχκθκαν ςε cryotube 

από τουσ ςωλινα προπυλενίου falcon για προςδιοριςμό τθσ ςυγκζντρωςθσ των MSCs, εφόςον 

αυτά είχαν ανακινθκεί για να μοιραςτοφν ομοιόμορφα τα κφτταρα ςε όλο το διάλυμα.  

Όλα τα κφτταρα που υποβλικθκαν ςε trypsinization, προζρχονταν από φλάςκεσ 175cm2   

5.2 μζτρθςθ κυττάρων και προςδιοριςμόσ ηωτικότθτασ 

Τλικά και εξοπλιςμόσ:  

 Αυτόματο κυτταρόμετρο Countess II (Thermo Fisher Scientific)  

 Cell counting chamber slides Countess II (Thermo Fisher Scientific)  

 Cryotubes (BD, Biosciences)  

 Αυτόματθ πιπζτεσ 2-20μl  

 Trypan blue solution  

Διαδικαςία: Εφόςον τα κφτταρα είχαν αποκολλθκεί με τθν παραπάνω διαδικαςία και 

είχε ςυλλεχκεί δείγμα μικρι ποςότθτα κυττάρων με κρεπτικό υλικό ςε cryotube, τότε ιταν 

δυνατόσ ο προςδιοριςμόσ τθσ ςυγκζντρωςθσ τουσ. ΢ε ζνα κακαρό cryotube μεταφζρονταν 10μl 

δείγματοσ και 10μl trypanblue με τθν βοικεια αυτόματθσ πιπζτασ. Σο μίγμα αυτό αναδευόταν 

καλά με διαδοχικά πιπεταρίςματα ϊςτε θ χρωςτικι και το δείγμα να αναμειχκοφν ομοιόμορφα. 

΢τθ ςυνζχεια 10μl από αυτό το δείγμα τοποκετοφνταν ςε μία από τισ εςοχζσ ενόσ cell counting 

chamber slide, το οποίο με τθ ςειρά του τοποκετοφνταν ςτο αυτόματο κυτταρόμετρο. Με αυτό 

τον τρόπο προςδιοριηόταν θ ςυγκζντρωςθ των κυττάρων κακϊσ και το ποςοςτό τθσ ηωτικότθτασ.  

Προςοχι: το αποτζλεςμα τθσ ςυγκζντρωςθσ ιταν ςε κφτταρα ανα ml. Εάν θ 

αναςφςταςθ είχε γίνει με διαφορετικό όγκο από 1ml, τότε το αποτζλεςμα πρζπει να διαιρεκεί 

για να υπολογίςουμε τθν πραγματικι ςυγκζντρωςθ. 

5.3 Κυτταρομετρία ροισ 

Θ διαδικαςία αυτι πραγματοποιικθκε με ςκοπό να χαρακτθριςτοφν τα κφτταρα ϊσ προσ του 

δείκτεσ των MSCs.  

Τλικά και εξοπλιςμόσ:  
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 Κυτταρόμετρο (Beckman Coulter) (Εικ. 31) 

 Φυγόκεντροσ  

 Δοκιμαςικά ςωλθνάρια ria  

 Αυτόματθ πιπζτα 2-20μl  

 PBS 1X  

 CD90-FITC (Beckman Coulter)  

 ABC-FITC (Beckman Coulter)  

 CD29-FITC (Beckman Coulter)  

 CD19-FITC (Beckman Coulter)  

 CD31-FITC (Beckman Coulter)  

 CD45-FITC (Beckman Coulter)  

 CD105-PE (Beckman Coulter)  

 CD73-PE (Beckman Coulter)  

 CD44-PE (Beckman Coulter)  

 CD3-PE (Beckman Coulter)  

 CD14-PC5 (Beckman Coulter)  

 HLA-DR-PC5 (Beckman Coulter)  

Διαδικαςία: Σα κφτταρα που χρθςιμοποιικθκαν για τθν κυτταρομετρία ροισ, είχαν 

προθγουμζνωσ μετρθκεί ωσ προσ τθν ςυγκζντρωςι τουσ με τον τρόπο που αναφζρκθκε 

παραπάνω. Εφόςον είχε γίνει αναςφςταςθ των κυττάρων με κρεπτικό υλικό μετά το 

trypsinization, τα κφτταρα μεταφζρκθκαν ςε 7 δοκιμαςτικοφσ ςωλινεσ. Προςτζκθκαν 1ml 

κυττάρων με κρεπτικό υλικό ςε κάκε δοκιμαςτικό ςωλινα. Σο πρϊτο ςωλθνάριο περιείχε μόνο 

το 1ml κυττάρων με το κρεπτικό υλικο και κακόλου αντιςϊματα. ΢τα υπόλοιπα μαηί με το 1ml 

των κυττάρων με το 1ml προςτζκθκαν επίςθσ μικρι ποςότθτα από αντιςϊματα (Πίν. 4). Όλα τα 

ςωλθνάρια επωάςτθκαν για 20 λεπτά ςε κερμοκραςία δωματίου ςε ςκοτεινό χϊρο. Μετά το 

πζρασ τθσ επϊαςθσ, προςτζκθκαν 1ml PBS 1x ςε κάκε ςωλθνάριο και ςτθ ςυνζχεια τα 

ςωλθνάρια φυγοκεντρικθκαν ςτα 500g για 5 λεπτά. Μόλισ τελείωςε θ φυγκοκζντρθςθ το 

Εικόνα 31 - Κυτταρόμετρο beckman coulter 
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υπερκείμενο απορρίφκθκε από κάκε ςωλθνάριο και ζγινε αναςφςταςθ των κυττάρων με τθν 

επιπλζων προςκικθ 1ml PBS 1X. Σζλοσ τα ςωλθνάρια τοποκετικθκαν ςτο καρουςζλ του 

κυτταρόμετρου όπου και πραγματοποιικθκε ο χαρακτθριςμόσ των κυττάρων ωσ προσ του MSCs 

δείκτεσ.  

Πίνακασ 4 - Σωλθνάρια με WJ-MSCs και τα αντιςϊματα που χριςθμοποιικθκαν για τθν κυτταρομετρία ροισ. 

΢ωλθνάριο ΜSCs 1o αντίςωμα 2ο αντίςωμα 

1 ΝΑΛ ΌΧΛ ΌΧΛ 

2 ΝΑΛ CD90-FITC 20μl CD105-PE 20μl 

3 ΝΑΛ ABC-FITC 20μl CD73-PE 20μl 

4 ΝΑΛ CD29-FITC 20μl CD44-PE  20μl 

5 ΝΑΛ CD19-FITC 20μl CD3-PE 20μl 

6 ΝΑΛ CD31-FITC 20μl CD14-PC5 20μl 

7 ΝΑΛ CD45-FITC 20μl HLA-DR-PC5 20μl 
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Κεφάλαιο 6: Οι τρείσ ςυνκικεσ, εφαρμογι του Platelet Rich Plasma ςτισ κυτταροκαλλιζργιεσ 

των WJ-MSCs 

Για αυτι τθν ςειρά πειραμάτων, δθμιουργικθκαν τρείσ ςυνκικεσ ανάπτυξεισ των κυττάρων 

παρουςία PL medium και γζλθσ αιμοπεταλίων προερχόμενθ είτε απο περιφερικό είτε απο 

ομφαλοπλακουντιακό αίμα. ΢κοπόσ ιταν να μελετθκεί πωσ επθρεάηεται θ ανάπτυξθ των WJ-

MSCs παρουςία αυτϊν των μζςων.  

6.1 Α’ Συνκικθ: WJ-MSCs + PL medium 

΢ε αυτι τθν ςυνκικθ τα WJ-MSCs 3θσ ανακαλλιζργειασ, μεταφζρκθκαν ςε δφο 6-well ςτα οποία 

εφαρμόςκθκε θ προςκικθ του PL medium  

Τλικά και εξοπλιςμόσ:  

 Βιολογικόσ κάλαμοσ (Bionair)  

 Επωαςτικόσ κλίβανοσ (Thermo Scientific)  

 Οπτικό μικροςκόπιο (Leica DMIL)  

 6-well (Corning)  

 Σριβλία Petri (Corning)  

 Πιπζτεσ 10ml (Sarstedt)  

 PBS 10%  

 Κρεπτικό υλικό 20%  

 a-MEM 500ml (Gibco)  

 UCPL medium  

 PBPL medium  

Διαδικαςία: ΢ε κφτταρα τα οποία είχαν αποκολλθκεί απο φλάςκεσ μετά απο 

trypsinization, ζγινε θ αναςφςταςθ τουσ με κρεπτικό υλικό 2ml και προςδιορίςκθκε θ 

ςυγκζντρωςθ τουσ όπωσ περιγράφεται παραπάνω. ΢τον ςωλινα προπυλενίου falcon όπου ζγινε 

θ αναςφςταςθ προςτζκθκε επιπλζων κρεπτικό υλικό 20% ϊςτε να ζιναι αρκετό για να μοιραςκεί 

ςε 2 6-well με τθν βοικεια πιπζτασ (βλζπε πίν. 3 για ποςότθτα κρεπτικοφ υλικοφ ςε κάκε well). 

Ζπειτα, επιβεβαιϊκθκε ότι τα κφτταρα είχαν περάςει ςτα 6-well μετά από παρατιρθςθ των wells 
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ςτο μικροςκόπιο. Σα 2 6-well τοποκετικθκαν ςτον επωαςτικό κλίβανο ςτουσ 37οC με 5% CO2 για 

μία θμζρα.  

Σθν επόμενθ θμζρα παρατθρικθκε ςτο μικροςκόπιο ότι τα κφτταρα είχαν 

προςκολλθκεί ςτθν επιφάνεια των wells. Πάνω ςε κάκε 6-well ςθμειϊκθκαν δφο wells τα οποία 

κα χρθςίμευαν ωσ δείγματα αναφοράσ. Σα 6-well μεταφζρκθκαν μζςα ςτον βιολογικό κάλαμο 

νθματικισ ροισ όπου απορρίφκθκε το κρεπτικό τουσ υλικό. ΢τθ ςυνζχεια, προςτζκθκε 1ml a-

MEM ςτo well των κυττάρων του κετικοφ δείγματοσ αναφοράσ του κάκε 6-well και 1 ml κρεπτικό 

υλικό 20% ςτο well των κυττάρων του αρνθτικοφ control του κάκε 6-well. ΢τθ ςυνζχεια ςτα 

υπόλοιπα wells του ενόσ 6-well, προςτζκθκε από 1ml PBPL medium και ςτα υπόλοιπα wells του 

άλλου 6-well προςτζκθκε 1ml UCPL medium (Εικ 32). Σα δφο 6-well τοποκετικθκαν ςτον 

επωαςτικό κλίβανο ςτουσ 37οC με 5% CO2. Κακθμερινά πραγματοποιοφταν θ λιψθ 

φωτογραφιϊν με τθν βοικεια κάμερασ που τοποκετοφνταν ςτο μικροςκόπιο και λογιςμικοφ IC 

Capture.  

6.2 Β’ Συνκικθ: WJ-MSCs + PLGEL 

΢ε αυτι τθν ςυνκικθ τα WJ-MSCs καλλιεργικθκαν μζςα ςε 6-well όπου ςτθν ςυνζχεια 

προςτζκθκε το PL απο πάνω τουσ με  γλυκονικό αςβζςτιο για να δθμιουργθκεί θ γζλθ.  

Εικόνα 32 - δφο 6-well όπου τα WJ-MSCs αναπτφςονται παρουςία PBPL medium (επάνω) 
και UCPL medium (Κάτω). Κάκε 6-well ζχει δφο wells όπου χρθςιμζυουν ωσ controls 
(φαίνοντα διαχωριςμζνα με μαρκαδόρο ςτθν εικόνα). 
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6.2.1 πρϊτθ εφαρμογι Βϋ ςυνκικθσ 

Τλικά και εξοπλιςμόσ:  

 Βιολογικόσ κάλαμοσ (Bionair)  

 Επωαςτικόσ κλίβανοσ (Thermo Scientific)  

 Τδατόλουτρο  

 Οπτικό μικροςκόπιο (Leica DMIL)  

 6-well (Corning)  

 Σριβλία Petri (Corning)  

 Πιπζτεσ 10ml (Sarstedt)  

 ΢φριγγεσ 10ml  

 Βελόνεσ 21G  

 ΢φςτθμα φιλτραρίςματοσ ςφριγγασ 0.45 και 0,20 μm (Corning)  

 PBS 10%  

 Κρεπτικό υλικό 20%  

 a-MEM 500ml (Gibco)  

 Γλυκονικό αςβζςτιο 10%  

 UCPL  

 PBPL  

Διαδικαςία: ΢ε κφτταρα 3θσ ανακαλλιζργειασ πραγματοποιικθκε trypsinization και 

προςδιοριςμόσ τθσ ςυγκζντρωςθσ τουσ. ΢τα κφτταρα αυτά ζγινε αναςφςταςθ με 2ml κρεπτικοφ 

υλικοφ 20% και ςτθν ςυνζχεια προςτζκθκε επιπλζων κρεπτικό υλικό ςε κατάλλθλθ ποςότθτα για 

να μοιραςκεί ςε δφο 6-well. Επιβεβαιϊκθκε ότι τα κφτταρα είχαν περάςει ςτα 6-well μετά από 

παρατιρθςθ τουσ ςτο μικροςκόπιο και τοποκετικθκαν ςτον επωαςτικό κλίβανο ςτουσ 37οC με 

5% CO για μια θμζρα.  

Σθν επόμενθ θμζρα παρατθρικθκε ςτο μικροςκόπιο ότι τα κφτταρα είχαν 

προςκολλικεί ςτθν επιφάνεια των wells. Πάνω ςε κάκε 6-well, ςθμειϊκθκαν δφο wells τα οποία 

κα χρθςίμευαν ωσ δείγματα αναφοράσ. Σα 6-well μεταφζρκθκαν μζςα ςτον βιολογικό κάλαμο 
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νθματικισ ροισ όπου απορρίφκθκε το κρεπτικό τουσ υλικό. ΢τθ ςυχζχεια προςτζκθκε 1ml a-

MEM ςτo well των κυττάρων του κετικοφ δείγματοσ αναφοράσ του κάκε 6-well και 1ml κρεπτικό 

υλικό 20% ςτο well των κυττάρων του αρνθτικοφ δείγματοσ αναφοράσ του κάκε 6-well. ΢τθ 

ςυνζχεια, εφόςον τα UCPL και PBPL ξεπαγϊκθκαν ςε υδατόλουτρο ςτουσ 37οC και ςυλλζχκθκαν 

με ςφριγγα και βελόνα. Από τθν ςφριγγα αφαιρζκθκε θ βελόνα και τοποκετικθκε το φίλτρο. 

΢κοπόσ ιταν να φιλτραριςτεί 1ml PL ςτα υπόλοιπα wells. To φιλτράριςμα ιταν εξαιρετικά 

δφςκολο κακϊσ τα φίλτρα βουλϊνανε αμζςωσ. Για αυτό τον λόγο το PL προςτζκθκε αυτοφςιο 

ςτα υπόλοιπα wells. ΢το ζνα 6-well προςτζκθκε PBPL και ςτο άλλο UCPL. Tζλοσ ςε όλα τα wells 

όπου είχε γίνει θ προςκικθ PL, ζγινε επιπλζον προςκικθ 0,5ml γλυκονικοφ αςβεςτίου με ςκοπό 

να δθμιουγθκεί θ γζλθ. Οπότε, ςτο ζνα 6-well τα MSCs είχαν απο πάνω τουσ PBGEL και ςτο άλλο 

UCGEL (Εικ. 33). Σα 6-well τοποκετικθκαν ςτον επωαςτικό κλίβανο ςτουσ 37οC με 5% CO. 

Κακθμερινά πραγματοποιοφταν θ λιψθ φωτογραφιϊν με τθν βοικεια κάμερασ που 

τοποκετοφνταν ςτο μικροςκόπιο και λογιςμικοφ IC Capture.  

To α-ΜΕΜ μετά απο μία θμζρα αφαιρζκθκε και ςτθν κζςθ του προςτζκθκε 

PBS10% ωσ κετικό δείγμα αναφοράσ.  

Εικόνα 33 - δφο 6-well όπου τα WJ-MSCs αναπτφςςονται παρουςία PBGEL (επάνω) και 
UCGEL (Κάτω). Κάκε 6-well ζχει δφο wells όπου χρθςιμεφουν ωσ controls (φαίνονται 
διαχωριςμζνα με μαρκαδόρο ςτθν εικόνα). 
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6.2.2 Δεφτερθ εφαρμογι Β’ ςυνκικθσ 

Τλικά και εξοπλιςμόσ:  

 Βιολογικόσ κάλαμοσ (Bionair)  

 Επωαςτικόσ κλίβανοσ (Thermo Scientific)  

 Τδατόλουτρο  

 Φυγόκεντροσ  

 Οπτικό μικροςκόπιο (Leica DMIL)  

 ςωλινα προπυλενίου falcon tubes 50ml (BD, Biosciences)  

 6-well (Corning)  

 Σριβλία Petri (Corning)  

 Πιπζτεσ 10ml (Sarstedt)  

 ΢φριγγεσ 10ml  

 Βελόνεσ 21G  

 PBS 10%  

 Κρεπτικό υλικό 20%  

 Γλυκονικό αςβζςτιο 10%  

 UCPL  

 PBPL  

Διαδικαςία: Ακολουκικθκε θ ίδια διαδικαςία όπωσ και ςτθν πρϊτθ εφαρμογι τθσ B’ 

ςυνκικθσ. Κφτταρα 3θσ ανακαλλιζργειασ μετά από trypsinization ζγινε θ αναςφςταςθ τουσ ςε 

2ml κρεπτικοφ υλικοφ και προςδιορίςκθκε θ ςυγκζντρωςθ τουσ. Σα κφτταρα μεταφζρκθκαν ςε 

δφο 6-well όπου και τοποκετικθκαν ςτον επωαςτικό κλίβανο ςτουσ 37οC με 5% CO2 για μία 

θμζρα.  

Σθν επόμενθ μζρα ζγινε θ απόρριψθ του κρεπτικοφ υλικοφ και προςκζκθκαν τα 

κατάλλθλα υλικά ςε κάκε δείγμα ανφοράσ. Αυτι τθ φορά ςτο κετικό δείγμα αναφοράσ 

προςτζκθκε κατευκείαν PBS 10%. Σα PBPL και UCPL ξεπαγϊκθκαν ςτο υδατόλουτρο ςτουσ 37οC 

και μεταφζρκθκε όλο το περιεχόμενο τουσ ςε ζναν διαφορετικό ςωλινα προπυλενίου falcon των 
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50ml το κάκε ζνα. Οι δφο ςωλινα προπυλενίου falcon φυγοκεντρικθκαν ςτα 1800g για 10 

λεπτά. ΢το τζλοσ τθσ φυγοκζντρθςθσ, 1ml απο το υπερκείμενο του ςωλινα προπυλενίου falcon 

με το UCPL μεταφζρκθκε ςτα υπόλοιπα wells του ενόσ 6-well και 1ml από το υπερκείμενο του 

ςωλινα προπυλενίου falcon με το PBPL μεταφζρκθκε ςτα υπόλοιπα wells του δεφτερου 6-well. 

΢ε όλα τα wells όπου είχε γίνει θ προςκικθ PL, ζγινε επιπλζον προςκικθ 0,5ml γλυκονικοφ 

αςβεςτίου με ςκοπό να δθμιουργθκεί θ γζλθ. Όπωσ και τθν πρϊτθ φορά, ζτςι και τϊρα υπιρχαν 

δφο 6-well όπου ςτο ζνα τα MSCs αναπτφςςονταν με PBGEL από πάνω τουσ και ςτο δεφτερο τα 

MSCs αναπτφςςονταν με UCGEL από πάνω τουσ. Κακθμερινά πραγματοποιοφταν θ λιψθ 

φωτογραφιϊν από το μικροςκόπιο με το λογιςμικό IC Capture.  

6.3 Γ’ Συνκικθ: PLGEL + WJ-MSCs 

΢ε αυτι τθν ςυνκικθ τα WJ-MSCs καλλιεργικθκαν πάνω ςε γζλθ αιμοπεταλίων μζςα ςε 6-wells 

και culture slides. Όπωσ και ςτισ προθγοφμενεσ ςυνκικεσ, ζτςι και εδϊ, θ γζλθ προερχόταν απο 

PL περιφερικοφ και ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ.  

6.3.1 Πρϊτθ εφαρμογι Γ’ ςυνκικθσ 

Τλικά και εξοπλιςμόσ:  

 Βιολογικόσ κάλαμοσ (Bionair)  

 Επωαςτικόσ κλίβανοσ (Thermo Scientific)  

 Τδατόλουτρο  

 Οπτικό μικροςκόπιο (Leica DMIL)  

 6-well (Corning)  

 Πιπζτεσ 10ml (Sarstedt)  

 ΢φριγγεσ 10ml  

 Βελόνεσ 21G  

 ΢φςτθμα φιλτραρίςματοσ ςφριγγασ 0.45 και 0,20 μm (Corning)  

 Γλυκονικό αςβζςτιο 10%  

 Κρεπτικό υλικό 20%  

 UCPL  

 PBPL  
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Διαδικαςία: Σα PBPL και UCPL ξεπαγϊκθκαν ςε υδατόλουτρο ςτουσ 37 οC. ΢υλλζχκθκε 

ποςότθτα PBPL και UCPL με ςφριγγα και βελόνα και δοκιμάςτθκε να φιλτραριςτεί ςτα 6-well. Εν 

τζλει, τα PL προςτζκθκαν αυτοφςια ςτα 6-well εφόςον τα φίλτρα βοφλωναν αμζςωσ. ΢ε ζνα 6-

well προςτζκθκε ςτα 3 wells 1ml PBPL, ΢ε ζνα δεφτερο 6-well προςτζκθκε ςτα 2 wells 1ml UCPL. 

΢ε όλα τα wells που είχε γίνει προςκικθ PL, προςτζκθκε επιπλζον ποςότθτα 0,5ml γλυκονιοφ 

αςβεςτίου 10% ϊςτε να ςχθματιςτεί θ γζλθ. Σα 6-well τοποκετικθκαν ςτον επωαςτικό κλίβανο 

ςτουσ 37οC με 5% CO2 για μία θμζρα.  

Σθν επόμενθ θμζρα ζγινε trypsinization ςε MSCs 3θσ ανακαλλιζργειασ, και 

προςδιορίςτθκε θ ςυγκζντρωςι τουσ. Μετά από αναςφςταςθ με 2ml κρεπτικοφ υλικοφ 20%, τα 

MSCs αραιϊκθκαν με επιπλζων ποςότθτα κρεπτικοφ υλικοφ ϊςτε να προςτεκοφν ςτα 6-well. 

Σζλοσ, αυτά τα 6-well τοποκετικθκαν ςτον επωαςτικό κλίβανο ςτουσ 37οC με 5% CO2. 

Κακθμερινά πραγματοποιοφταν θ λιψθ φωτογραφιϊν από το μικροςκόπιο με κάμερα και 

λογιςμικό IC Capture.  

΢ε αυτι τθν ςυνκικθ δεν χρθςιμοποιικθκαν contorls. Όλα τα MSCs αναπτφςςονταν 

μζςα ςε κρεπτικό υλικό 20% πάνω ςε PBPG και UCPG. Χρθςιμοποιικθκαν μόνο τρία wells από 

κάκε 6-well (Εικ. 34). 

 

Εικόνα 34 - Δφο 6-well όπου τα WJ-MSCs αναπτφςςονται επάνω ςε PBGEL (επάνω) και 
UCGEL (κάτω). 
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6.3.2 Δεφτερθ εφαρμογι Γ’ ςυνκικθσ (culture slides) 

Τλικά και εξοπλιςμόσ:  

 Βιολογικόσ κάλαμοσ (Bionair)  

 Επωαςτικόσ κλίβανοσ (Thermo Scientific)  

 Τδατόλουτρο  

 Οπτικό μικροςκόπιο (Leica DMIL)  

 Culture slides  

 Αυτόματθ πιπζτα 100-10000μl 

 Πιπζτεσ 10ml (Sarstedt)  

 ΢φριγγεσ 10ml  

 Βελόνεσ 21G  

 ΢φςτθμα φιλτραρίςματοσ ςφριγγασ 0.45 και 0,20 μm (Corning)  

 Γλυκονικό αςβζςτιο 10%  

 Κρεπτικό υλικό 20%  

 UCPL  

 PBPL  

Διαδικαςία: Σα PBPL και UCPL ξεπαγϊκθκαν ςε υδατόλουτρο ςτουσ 37 οC. ΢υλλζχκθκε 

ποςότθτα PBPL και UCPL με ςφριγγα και βελόνα και δοκιμάςτθκε να φιλτραριςτεί ςτα 6-well. Εν 

τζλει, τα PL προςτζκθκαν αυτοφςια ςτα Culture slides εφόςον τα φίλτρα βοφλωναν αμζςωσ. ΢ε 

δφο culture slides προςτζκθκε 1ml PBPL και ςε ζνα culture slide προςτζκθκε 1ml UCPL εξαιτίασ 

απϊλειασ του υλικοφ. Ζπειτα, ςε αυτά τα culture slides προςτζκθκε από 0,5ml γλυκονικοφ 

αςβεςτίου για να ςχθματιςτεί θ γζλθ. Σα culture slides τοποκετικθκαν ςτον επωαςτικό κλίβανο 

ςτουσ 37οC με 5% CO για μία θμζρα.  

Σθν επόμενθ θμζρα, ΜSCs 3θσ ανακαλλιζργειασ υποβλικθκαν ςε trypsinization, 

προςδιορίςκθκε θ ςυγκζντρωςθ τουσ και πραγματοποιικθκε αναςφςταςθ με 2ml κρεπτικοφ 

υλικοφ 20%. 
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Ο ιδανικόσ αρικμόσ κυττάρων ςε κάκε slide ιταν 40000 MSCs. Μετρικθκε θ 

ςυγκζντρωςθ των κυττάρων και με βάςθ αυτά τα δεδομζνα υπολογίςτθκε ο όγκοσ των κυττάρων 

και του κρεπτικοφ υλικοφ για κάκε slide. Άλλα τρία culture slides χρθςιμοποιικθκαν ωσ δείγματα 

αναφοράσ, δφο αρνθτικά (MSCs + κρεπτικό υλικό 20%) και ζνα αρνθτικό (MSCs + PBS 10%) (Εικ. 

35). 

6.3.2.1 ανοςοφθοριςμόσ 

Ο ανοςοφκοριςμόσ πραγματοποιικθκε για να διαπιςτωκεί και να αξιολογθκεί θ ανάπτυξθ των 

κυττάρων ςτθν τρίτθ ςυνκικθ εφόςον θ αξιολόγθςθ τθσ ανάπτυξθσ των κυττάρων ιταν αδφνατθ 

με το οπτικό μικροςκόπιο. 

Τλικά και εξοπλιςμόσ: 

 Μικροςκόπιο (Leica DMIRE) 

 Βιολογικόσ κάλαμοσ (Bionair)  

 Πιπζτεσ 10ml (Sarstedt)  

 Αυτόματθ πιπζτα 20-200μl 

 PBS 10% 

Εικόνα 35 - Culture slides με WJ-MSCs ςτθν Γϋ ςυνκικθ (WJ-MSCs να αναπτφςςονται 
επάνω ςτθν γζλθ αιμοπεταλίων) 
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 Χρωςτικι DAPI 

 Αντίςωμα με φκορίηουςα χρωςτικι FITC 

Διαδικαςία: Σα κφτταρα που αναπτφςςονταν για 2 θμζρεσ ςτα culture slides 

τοποκετικθκαν μζςα ςτον βιολογικό κάλαμο νθματικισ ροισ. Αφαιρζκθκε και απορρίφκθκε το 

κρεπτικό τουσ υλικό. ΢τα culture slides προςτζκθκε χρωςτικι DAPI και αντίςωμα με φκορίηουςα 

χρωςτικι FITC αραιωμζνα με PBS. ΢τθ ςυνζχεια τα culture slides επωάςτθκαν για 30 λεπτά. ΢το 

τζλοσ τθσ επϊαςθσ τα culture slides πλφκθκαν με PBS και μεταφζρκθκαν για μικροςκόπθςθ.  
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Κεφάλαιο 7: Αποτελζςματα μονάδων PRP 

7.1 Αποτελζςματα μονάδων PRP προερχόμενο από ομφαλοπλακουντιακό αίμα. 

΢υνολικά, από τον Νοζμβριο ωσ τον Δεκζμβριο του 2019, 39 μονάδεσ ομφαλοπλακουντιακοφ 

αίματοσ χρθςιμοποιικθκαν για τθν Παραςκευι PRP. Καμία από αυτζσ τισ μονάδεσ δεν 

ςυμπλιρωνε τα κριτιρια ϊςτε να μπορζςουν να επεξεργαςτοφν για τθν ανάπτυξθ μοςχευμάτων 

για αςκενείσ με αιματολογικά προβλιματα. 

Πίνακασ 5 - Αποδεκτά κριτιρια απο τθν ΕΛ.Τ.ΟΠΑ. για τθν επεξεργαςία προσ μεταμόςχευςθ μιασ μονάδασ 
ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ. 

Κριτιρια Μθ ςυγγενικι δωρεά ΢υγγενικι δωρεά 

Μεικτό βάροσ αςκοφ 120 – 280gr 100 – 220 gr 

Απόλυτοσ αρικμόσ λευκοκυττάρων 120 – 250 x 107 cells 100 – 250 x 107 cells 

΢υγκζντρωςθ Λευκοκυττάρων 13 – 29.5 cells/μL 10 – 29.5 cells/μL 

Ηωτικότθτα κυττάρων 85 – 100% 85 – 100% 

 

Από τισ 39 μονάδεσ μόνο οι 8 (20,51%) μπόρεςαν να επεξεργαςτοφν αυτοφςιεσ για τθν 

παραγωγι PRP. Οι υπόλοιπεσ, επειδι είχαν χαμθλό όγκο αίματοσ, ενϊκθκαν ανά δφο ι τρείσ 

μεταξφ τουσ για τον ςχθματιςμό μονάδων αίματοσ μεγαλφτερου όγκου οι οποίεσ μποροφςαν να 

επεξεργαςτοφν για τον ςχθματιςμό PRP. ΢υνολικά, από τισ 39 μονάδεσ ομφαλοπλακουντιακοφ 

αίματοσ παραςκευάςτθκαν 22 μονάδεσ PRP. 

Από τισ 39 μονάδεσ, οι 8 ιταν ομάδασ αίματοσ Β+ (20,51%), οι 11 ιταν Α+ (28,21%), οι 

τρεισ ιταν Α- (7,69%), οι 13 ιταν Ο+ (33,33), οι 2 ιταν Ο- (5,13%), θ μία ιταν ΑΒ+ (2,56%) και μία 

ΑΒ- (2,56%) (Διάγραμμα 1). Από τισ 22 μονάδεσ PRP oι 5 ιταν Β+ (22,73%), οι 6 ιταν Α+(27,27%), 

οι 2 ιταν Α- (9,09%), οι 7 ιταν Ο+ (31,82%), θ μία ιταν Ο- (4,55%) και μία ΑΒ+ (4,55%). Από τισ 22 

μονάδεσ PRP μόνο οι 10 (45%) είχαν τελικι ανάκτθςθ αιμοπεταλίων πάνω από 40% (Final 

recovery of PLTs) και μόνο οι 16 (72,73%) είχαν ςυγκζντρωςθ αιμοπεταλίων πάνω από 800*106 

PLTs/μl. Από αυτζσ τισ 22 μονάδεσ PRP οι 18 (81,82%) είχαν απόλυτο αρικμό αιμοπεταλίων πάνω 

από 4000*106. Όλεσ αυτζσ οι μονάδεσ είχαν όγκο από 5 ωσ 14 ml με μζςο όρο 7,83ml για τισ 

πρϊτεσ 12 μονάδεσ PRP και 5,6ml για τισ επόμενεσ 10 μονάδεσ PRP. 

Οι πρϊτεσ 12 μονάδεσ και οι επόμενεσ 10 μονάδεσ που ζγιναν PRP ενϊκθκαν όλεσ μαηί 

ςε δφο pool. Οι ςυγκεντρϊςεισ και ο απόλυτοσ αρικμόσ των αιμοπεταλίων και ςτισ δφο pooled 

μονάδεσ ιταν αρκετά υψθλότεροσ από τα όρια αναφοράσ (Πίν. 12). 

΢τουσ παρακάτω πίνακεσ φαίνονται αναλυτικά όλεσ οι μετριςεισ κατά τθν επεξεργαςία 

όλων των μονάδων ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ για τθν επεξεργαςία του PRP. ΢υγκεκριμζνα 

δίνονται οι μετριςεισ και τα χαρακτθριςτικά του αίματοσ πριν τθν επεξεργαςία (Πίν. 6,7), μετά 
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Ομάδεσ αίματοσ 

τθν πρϊτθ φυγοκζντρθςθ (Πιν 8,9) και τα χαρακτθριςτικά και οι μετριςεισ των τελικϊν 

προϊόντων PRP (Πίν. 10,11). 

  

Διάγραμμα 1 - Ομάδεσ αίματοσ ςτισ μονάδεσ ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ 

Διάγραμμα 2 - Ομάδεσ αίματοσ ςτισ μονάδεσ PRP 
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Πίνακασ 6 - Χαρακτθριςτικά των πρϊτων 12 ομφαλοπλακουντιακϊν μονάδων πριν τθν επεξεργαςία τουσ για τθν 
παραςκευι PRP. Στθν ςτιλθ CBUs είναι ο κωδικόσ των μονάδων ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ. 

Μονάδα 
Ομφαλοπλακουντιακοφ 

αίματοσ 

Αιμοπετάλια 
(X10^3/μl) 

Μεικτό 
βάροσ (gr) 

Κακαρό 
βάροσ 

αίματοσ 
(gr) 

Απόλυτοσ 
αρικμόσ 

αιμοπεταλίων 
(x10^6) 

Αιμοςφαιρίνθ 
(g/dl) 

ABO 

1 154 116 83 12782 5 Β+ 

2 237 127 94 22278 12 A+ 

3 202 128 95 19190 12,8 Α- 

4 305 134 101 30805 10,1 0- 

5 143 102 69 9867 10 A+ 

6 182 169 136 24752 10 0+ 

7 251 113 80 20080 9,9 0+ 

8 153 201 168 25704 8 A+ 

9 142 172 139 19738 10,1 0+ 

10 164 153 120 19680 9,8 0+ 

11 257 130 97 24929 10,8 B+ 

12 136 145 112 15232 9,9 0+ 

Μζςοσ όροσ 193,8333 140,8333 107,8333 20419,75 9,866667 
 

Συπικι απόκλιςθ 55,95913 28,55563 28,55563 5858,791 1,938759 
 

Πίνακασ 7 - Χαρακτθριςτικά των επόμενων 10 μονάδων ομφαλοπλακουντιακϊν μονάδων πριν τθν επεξεργαςία 
τουσ για τθν παραςκευι PRP. Στθν ςτιλθ CBUs είναι ο κωδικόσ των μονάδων ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ. 

Μονάδα 
Ομφαλοπλακουντιακοφ 

αίματοσ 

Αιμοπετάλια 
(X10^3/μl) 

Μεικτό 
βάροσ (gr) 

Κακαρό 
βάροσ 

αίματοσ 
(gr) 

Απόλυτοσ 
αρικμόσ 

αιμοπεταλίων 
(x10^6) 

Αιμοςφαιρίνθ 
(g/dl) 

ABO 

13 219 158 125 27375 10,2 A- 

14 267 137 104 27768 7,8 B+ 

15 126 190 157 19782 7,3 0+ 

16 145 160 127 18415 9,3 Α+ 

17 266 127 94 25004 8,6 Β+ 

18 123 156 123 15129 7,3 0+ 

19 131 132 99 12969 7,3 Β+ 

20 128 152 119 15232 6,2 Α+ 

21 186 183 150 27900 10,7 AB+ 

22 79 120 87 6873 16,9 Α+ 

Μζςοσ όροσ 167 151,5 118,5 19644,7 9,16 
 

Συπικι απόκλιςθ 64,57382 23,07596 23,07596 7239,501 3,067464 
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Πίνακασ 8 – Χαρακτθριςτικά των πρϊτων 12  μονάδων ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ μετά τθν πρϊτθ φυγοκζντρθςθ. 

Μονάδα 
Ομφαλοπλακουντιακ

οφ αίματοσ 

Αιμοπετάλι
α 

(X10^3/μl) 

Συγκζντρωςθ 

αιμοπεταλίων 

ςτον αςκό με 

τα 

ερυκροκφτταρ

α (X10^3/μl) 

Μεικτό 

βάροσ 

αςκοφ 

PRP (gr) 

Μεικτό βάροσ 

αςκοφ 

ερυκροκυτάρ

ων (ml) 

Όγκοσ 

PRP (ml) 

Όγκοσ 

Ερυκροκυττάρ

ων  (ml) 

Απόλυτοσ 

αρικμόσ 

αιμοπεταλί

ων ςτον 

αςκό του 

PRP (x10^6) 

Απόλυτοσ 

αρικμόσ 

αιμοπεταλίων 

ςτον αςκό των 

ερυκροκυττάρ

ων  (x10^6) 

Ανάκτθςθ 

αιμοπεταλί

ων ςτον 

αςκό του 

PRP % 

Ανάκτθςθ 

αιμοπεταλίων 

ςτον αςκό με 

τα 

ερυκροκφτταρ

α % 

1 53 282 93 55 60 22 3180 15510 24,87874 82,41135 

2 186 631 62 95 29 62 5394 59945 24,21223 37,16407 

3 100 845 78 74 45 41 4500 62530 23,44971 30,68927 

4 163 102 102 102 69 69 11247 10404 36,51031 296,088 

5 72 539 70 61 37 28 2664 32879 26,99909 30,01004 

6 253 111 87 100 54 67 13662 11100 55,19554 222,991 

7 166 485 72 65 39 32 6474 31525 32,24104 63,69548 

8 151 145 136 91 103 58 15553 13195 60,50809 194,8011 

9 138 109 100 95 67 62 9246 10355 46,84365 190,6132 

10 162 128 98 80 65 47 10530 10240 53,5061 192,1875 

11 408 164 71 78 38 45 15504 12792 62,19263 194,8796 

12 110 160 92 76 59 43 6490 12160 42,60767 125,2632 

Μζςοσ όροσ 163,5 308,4167 88,416 81 55,4166 48 8703,667 23552,92 40,76207 138,3995 

Συπικι απόκλιςθ 93,70602 252,3556 20,0656 15,69598 20,065 15,69598 4605,59 19285,15 14,66691 88,67626 
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Πίνακασ 9 – Χαρακτθριςτικά των επόμενων 10  μονάδων ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ μετά τθν πρϊτθ φυγοκζντρθςθ 

 

Μονάδα 
Ομφαλοπλακουντιακ

οφ αίματοσ 

Αιμοπετάλι
α 

(X10^3/μl) 

Συγκζντρωςθ 

αιμοπεταλίων 

ςτον αςκό με 

τα 

ερυκροκφτταρ

α (X10^3/μl) 

Μεικτό 

βάροσ 

αςκοφ 

PRP (gr) 

Μεικτό βάροσ 

αςκοφ 

ερυκροκυτάρ

ων (ml) 

Όγκοσ 

PRP (ml) 

Όγκοσ 

Ερυκροκυττάρ

ων  (ml) 

Απόλυτοσ 

αρικμόσ 

αιμοπεταλί

ων ςτον 

αςκό του 

PRP (x10^6) 

Απόλυτοσ 

αρικμόσ 

αιμοπεταλίων 

ςτον αςκό των 

ερυκροκυττάρ

ων  (x10^6) 

Ανάκτθςθ 

αιμοπεταλί

ων ςτον 

αςκό του 

PRP % 

Ανάκτθςθ 

αιμοπεταλίων 

ςτον αςκό με 

τα 

ερυκροκφτταρ

α % 

16 239 126 91 66 58 33 13862 8316 50,63744 329,1847 

17 130 51 99 61 66 28 8580 3111 30,89888 892,5747 

18 130 80 135 80 102 47 13260 6400 67,03063 309,0938 

19 73 100 84 85 51 52 3723 8500 20,21721 216,6471 

20 102 82 83 67 50 34 5100 5494 20,39674 455,1147 

21 123 99 111 70 78 37 9594 6930 63,41463 218,3117 

22 111 113 97 97 64 64 7104 10961 54,77678 118,3195 

23 82 116 116 69 83 36 6806 8004 44,68225 190,3048 

24 243 90 100 105 67 72 16281 9450 58,35484 295,2381 

25 170 109 74 66 41 33 6970 7194 101,4113 95,53795 

Μζςοσ όροσ 140,3 96,6 99 76,6 66 43,6 9128 7436 51,18207 312,0327 

Συπικι απόκλιςθ 59,56891 21,8388 17,9629 14,78137 17,9629 14,78137 4092,691 2175,005 24,37821 229,7779 
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Πίνακασ  10 - Χαρακτθριςτικά των 12 πρϊτων μονάδων PRP μετά τθν δεφτερθ φυγοκζντρθςθ 

Μονάδα 
PRP 

Συγκζντρωςθ 
αιμοπεταλίων 

(X10^3/μl) 

Όγκοσ 
τελικοφ 
PRP (ml) 

Απόλυτοσ 
αρικμόσ 

αιμοπεταλίων 
(x10^6) 

Λευκά 
αιμοςφαίρια  

(X10^3/μl) 

Απόλυτοσ αρικμόσ 
λευκϊν 

αιμοςφαιρίων ςτο 
PRP (x10^6) 

Ερυκρά 
αιμοςφαίρια  

(X10^6/μl) 

Τελικι ανάκτθςθ 
αιμοπεταλίων 

ςτο PRP (%) 

Ημζρα 
παραςκευισ 
μονάδασ PRP 

ABO 

PRP 1 238 13 3094 0,3 3,9 0,13 24,20591 5/11/2019 Β+ 

PRP 2 387 14 5418 2,4 33,6 0,04 24,31996 6/11/2019 A+ 

PRP 3 234 13 3042 0,3 3,9 0,1 15,85201 11/11/2019 Α- 

PRP 4 856 6 5136 6,3 37,8 0,1 16,67262 12/11/2019 0- 

PRP 5 387 5 1935 1 5 0,05 19,61082 13/12/2019 A+ 

PRP 6 1674 7 11718 1,7 11,9 0,06 47,34163 19/11/2019 0+ 

PRP 7 970 6 5820 3,3 19,8 0,05 28,98406 19/11/2019 0+ 

PRP 8 2196 5 10980 9,8 49 0,07 42,71709 20/11/2019 A+ 

PRP 9 1396 5 6980 4,6 23 0,06 35,36326 20/11/2019 0+ 

PRP 10 1245 7 8715 3,1 21,7 0,07 44,28354 25/11/2019 0+ 

PRP 11 2210 7 15470 6,9 48,3 0,09 62,05624 27/11/2019 B+ 

PRP 12 877 6 5262 4,7 28,2 0,2 34,54569 27/11/2019 0+ 

Μζςοσ 
όροσ 

1055,833 7,833333 6964,167 3,7 23,84167 0,085 32,99607 
  

Συπικι 
Απόκλθςθ 

706,0729 3,406767 4042,211 2,902036902 16,10982 0,04462 14,10472 
  



89 
 

Πίνακασ 11- Χαρακτθριςτικά των 10 επόμενων μονάδων PRP μετά τθν δεφτερθ φυγοκζντρθςθ. 

Μονάδα 
PRP 

Συγκζντρωςθ 
αιμοπεταλίων 

(X10^3/μl) 

Όγκοσ 
τελικοφ 
PRP (ml) 

Απόλυτοσ 
αρικμόσ 

αιμοπεταλίων 
(x10^6) 

Λευκά 
αιμοςφαίρια  

(X10^3/μl) 

Απόλυτοσ 
αρικμόσ 
λευκϊν 

αιμοςφαιρίων 
ςτο PRP 
(x10^6) 

Ερυκρά 
αιμοςφαίρια  

(X10^6/μl) 

Τελικι 
ανάκτθςθ 

αιμοπεταλίων 
ςτο PRP (%) 

Ημζρα 
παραςκευισ 
μονάδασ PRP 

ABO 

PRP 13 2242 5 11210 4,4 22 0,21 40,94977 9/12/2019 A- 

PRP 14 1385 5 6925 3,7 18,5 0,17 24,93878 9/12/2019 B+ 

PRP 15 1860 6 11160 10,5 35 0,45 56,41492 11/12/2019 0+ 

PRP 16 558 7 3906 2,8 19,6 0,05 21,21097 11/12/2019 Α+ 

PRP 17 743 6 4458 3,9 23,4 0,19 17,82915 17/12/2019 Β+ 

PRP 18 1564 5 7820 4,9 24,5 0,11 51,68881 19/12/2019 0+ 

PRP 19 1124 5 5620 4,4 22 0,12 43,3341 19/12/2019 Β+ 

PRP 20 936 6 5616 2,8 16,8 0,15 36,86975 24/12/2019 Α+ 

PRP 21 1888 6 11328 12,9 77,4 0,22 40,60215 24/12/2019 AB+ 

PRP 22 1025 5 5125 3,6 18 0,1 74,56715 30/12/2019 Α+ 

Μζςοσ 
όροσ 

1332,5 5,6 7316,8 5,39 27,72 0,177 40,84055 
  

Συπικι 

Απόκλιςθ 
549,0372 0,699206 2921,297 3,438491271 18,19718 0,109651 17,28035 
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Πίνακασ 12 – Χαρακτθριςτικά Μονάδων PRP μετά το Pool 

Πριν τθν επεξεργαςία Μετά τθν επεξεργαςία 

Pooled 

CBUs 

Συγκζντρ
ωςθ 

Αιμοπετα
λίων 

(X10^3/μl) 

Μεικτό 
Βάροσ 

Αςκοφ (gr) 

Κακαρό 
Βάροσ 

περιεχομζ
νου (gr) 

Απόλυτοσ 
Αρικμοόσ 

Αιμοπεταλ
ίων 

(x10^6) 

Pooled 
PRP 

Συγκζντρω
ςθ 

αιμοπεταλί
ων ςτο PRP 
(X10^3/μl) 

Όγκοσ  
τελικοφ 
PRP (ml) 

Απόλυτοσ 
αρικμόσ 

αιμοπεταλ
ίων 

(x10^6) 

Λευκά 
αιμοςφαίρια  

(X10^3/μl) 

Απόλυτο
σ 

αρικμόσ 
λευκϊν 

αιμοςφα
ιρίων 

(x10^6) 

Ερυκρά 
αιμοςφαίρια  

(X10^6/μl) 

Τελικι 
ςυγκζντρως

θ 
αιμοπεταλίω
ν ςτο PRP(%) 

Pooled CBU 1 950 122 89 84550 
PRP POOL 

1 
4380 10 43800 5,4 54 0,34 49213,48 

Pooled CBU 2 1422 86 53 75366 
PRP POOL 

2 
5400 12 64800 4,5 54 0,62 122264,2 

Mζςοσ όροσ 1186 104 71 79958  4890 11 54300 4,95 54 0,48 85738,82 

Συπικι 
απόκλιςθ 

333,754 25,4558 25,4558 6494,06  721,248 1,41421 14849,2 0,63639610 0 0,19799 51654,62 
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Διάγραμμα 4 - Διάγραμμα απόλυτου αρικμοφ αιμοπεταλίων για κάκε τελικι μονάδα Pooled PRP 
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Διάγραμμα 3- Συγκζντρωςθ αιμοπεταλίων ςτισ Pooled μονάδεσ PRP μετά τθν επεξεργαςία τουσ. 
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7.2 Αποτελζςματα μονάδων PRP προερχόμενα από περιφερικό αίμα 

΢τον πίνακα 12 φαίνονται τα χαρακτθριςτικά των δφο μονάδων περιφερικοφ αίματοσ που 

χρθςιμοποιικθκαν για τθν Παραςκευι του PRP. ΢τον παρακάτω (Πίν. 12) πίνακα και ςτα 

παρακάτω διαγράμματα (Διαγράμματα 5, 6, 7) φαίνονται τα χαρακτθριςτικά των μονάδων PRP 

που προζκυψαν μετά τθν επεξεργαςία των μονάδων του πίνακα 1. Οι μονάδεσ περιφερικοφ 

αίματοσ ιταν ιδθ Pooled από δφο ι περιςςότερεσ μονάδεσ αίματοσ, Οπότε τα αρχικά 

χαρακτθριςτικά τθσ κάκε μονάδασ είναι άγνωςτα. 

Πίνακασ 12 - Χαρακτθριςτικά μονάδων PRP απο περιφερικό αίμα. 

PRP UNIT 
 PRP PLTs 

(X10^3/μl) 

PRP Net 
Volume 

(ml) 

PRP Total 
PLTs 

(x10^6) 

WBC  
(X10^3/μl) 

PRP Total 
WBCs 

(x10^6) 

RBC  
(X10^6/μl) 

PRP PLT: 
FINAL 

RECOVERY 
(%) 

PBPRP1 1640 11 18040 0,5 5,5 0,01 67,71772 

PBPRP2 1584 10 15840 0,3 3 0,02 64,81178 

average 1612 10,5 16940 0,4 4,25 0,015 66,26475 

Standart 
deviation 39,59798 0,707107 1555,635 0,141421356 1,767767 0,007071 2,054805 
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Διάγραμμα 6 - Απόλυτοσ αρικμόσ αιμοπεταλίων ςτισ τελικζσ μονάδεσ PRP από περιφερικό αίμα. 

 

 

Διάγραμμα 7 - Ανάκτθςθ αιμοπεταλίων ςτισ τελικζσ μονάδεσ PRP από περιφερικό αίμα. 

7.3 Αποτελζςματα από τθν μζτρθςθ των πρωτεϊνϊν των PL μονάδων. 

Όταν οι pooled μονάδεσ PRP από ομφαλοπλακουντιακό αίμα και οι PRP μονάδεσ από περιφερικό 

αίμα αποκθκεφονταν ςτουσ -20οC, οι μεμβράνεσ των αιμοπεταλίων λφονταν και αυτό που 

προζκυπτε ιταν το PL. ΢τον παρακάτω (Πίν. 13) πίνακα και διάγραμμα (Διάγραμμα 8) φαίνονται 

τα αποτελζςματα από τισ μετριςεισ τθσ πρωτεΐνθσ που πραγματοποιικθκαν ςτα PBPL και UCPL. 
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Πίνακασ 13 - Μετριςεισ πρωτεΐνθσ ςτα PBPL και UCPL. 

Μετριςεισ Protein PBPC (mg/ml) Protein UCPC (mg/ml) 

1
θ
 μζτρθςθ 72,047 45,615 

2
θ
 μζτρθςθ 72,357 47,524 

3
θ
 μζτρθςθ 71,690 49,852 

 

 

Διάγραμμα 8 - Σε αυτό το διάγραμμα απεικονίηεται θ ςυγκζντρωςθ τθσ πρωτεΐνθσ ςτο PBPL (μπλε χρϊμα) και UCPL 

(κόκκινο χρϊμα) ςτισ τρείσ διαφορετικζσ μετριςεισ που πραγματοποιικθκαν. H διαφορά μεταξφ τθσ ςυγκζντρωςθσ 

πρωτεϊνϊν είναι ςτατιςτθκά ςθμαντικι p= 0.002053<0,005 
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Κεφάλαιο 8: Αποτελζςματα κυτταροκαλλιεργιϊν 

8.1 Αρχικι Καλλιζργεια WJ-MSCs  

Όταν πραγματοποιικθκε απομόνωςθ MSCs από βαρτόνειο γζλθ, τοποκετικθκε ςε 6-wells όπου 

και παρζμεναν για 18 θμζρεσ μζχρι τθν ανακαλλιζργεια τουσ ςε φλάςκεσ των 75cm2 ι 175cm2. 

Όπωσ περιγράφθκε και παραπάνω, για να πραγματοποιθκεί θ ανακαλλιζργεια των MSCs από 6-

well ςε φλάςκα κα ζπρεπε τα MSCs να είχαν αναπτυχκεί ςε όλθ τθν επιφάνεια από τουλάχιςτόν 

ζνα well. ΢τθν παρακάτω εικόνα (Εικ. 40) φαίνονται πϊσ τα MSCs αναπτφςςονται γφρω από το 

κομμάτι βαρτονείου γζλθσ που τοποκετικθκε ςε 6-well. 

8.2 Τα MSCs ςτισ φλάςκεσ. 

Σα κφτταρα μεταφζρκθκαν ςε φλάςκεσ μζχρι να αναπτυχκοφν και να καλφψουν όλθ τθν 

επιφάνεια τθσ φλάςκασ. Εφόςον είχε επιβεβαιωκεί μετά από μικροςκοπικό ζλεγχο ότι τα 

κφτταρα είχαν επικαλφψει πλιρωσ τθν επιφάνεια τθσ φλάςκασ τότε ιταν ζτοιμα για 

Εικόνα 36 - Εικόνα από μικροςκόπιο Leica DMIL ςτθν οποία φαίνονται τα WJ-MSCs να ζχουν αναπτυχκεί ςτθν 
επιφάνεια του 6-well γφρω απο το κομμάτι τθσ βαρτονείου γζλθσ. 10x1280x960 bin 2x, scale bar 100μm. 
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ανακαλλιζργεια ςε μεγαλφτερεσ ι περιςςότερεσ φλάςκεσ. Σα MSCs ςε όλθ τθν φάςθ τθσ 

ανάπτυξθσ τουσ και ςε κάκε ανακαλλιζργεια είχαν το χαρακτθριςτικό ςχιμα ινοβλάςτθ (Εικ. 37). 

 

Εικόνα 37 - Σε αυτιν τθν εικόνα φαίνονται τα WJ-MSCs ςτθν επιφάνεια μίασ φλάςκασ κακϊσ και το ςχιμα 
ινοβλάςτθ που ζχουν αυτά τα κφτταρα. 10x1280x960 bin 2x, scale bar 100μm. 

 

8.3 Αποτελζςματα κυτταρομετρίασ ροισ των WJ-MSCs 

Σα MSCs που χρθςιμοποιικθκαν για τθν κυτταρομετρία ροισ ιταν 4θσ ανακαλλιζργειασ (P4) από 

φλάςκα 175cm2. Σα κφτταρα αυτά υποβλικθκαν ςε κυτταρομετρικό ζλεγχο ωσ προσ τουσ δείκτεσ 

που εκφράηονται και χαρακτθρίηουν τα MSCs ςφμφωνα με τθν ISCT. Tα κφτταρα μετρικθκαν ωσ 

προσ τθν ςυγκζντρωςθ και τθν ηωτικότθτα τουσ. Σο δείγμα τθσ μζτρθςθσ προερχόταν από 

αναςφςταςθ των παραπάνω κυττάρων ςε 2ml κρεπτικοφ υλικοφ 20%. Θ μζτρθςθ 

πραγματοποιικθκε ςε αυτοματοποιθμζνο ςφςτθμα καταμζτρθςθσ κυττάρων Countess II 

(Thermo Fisher Scientific). Σα αποτελζςματα ιταν: 3,24*106 Cells/ml με 86% ηωτικότθτα. ΢τον 

επόμενο πίνακα (πιν. 14) φαίνονται τα αποτελζςματα τθσ κυτταρομετρίασ. 
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Πίνακασ 14 - Σε αυτό τον πίνακα φαίνονται τα αποτελζςματα τθσ κυτταρομετρίασ ροισ των MSCs. Μποροφμε να 
διαπιςτόςουμε ότι οι δείκτεσ που εκφράηονται είναι αυτοί που χαρακτθρίηουν τα MSCs 

Επιφανειακό αντιγόνο Ποςοςτό ζκφραςθσ (%) 

CD90 94,7 

CD105 94 ,7                            

HLA-ABC 97,2 

CD73 99,6 

CD29 94,4 

CD44 99,2 

CD19 3,2 

CD3 2,8 

CD31 4,1 

CD14 1,5 

HLA-DR 2,1 

CD45 1,3 

 

8.4 Αποτελζςματα από τισ τρείσ ςυνκικεσ ανάπτυξθσ των MCSs. 

8.4.1 A’ ςυνκικθ: WJ-MSCs + PL medium. 

Σα κφτταρα που εφαρμόςτθκαν ςε αυτι τθν ςυνκικθ ιταν κφτταρα WJ-MSCs τρίτθσ 

ανακαλλιζργειασ. Εφόςον αποκολλικθκαν από τισ φλάςκεσ, μετρικθκαν ωσ προσ τθν 

ςυγκζντρωςθ και τθν ηωτικότθτα τουσ. Σο δείγμα τθσ μζτρθςθσ προερχόταν από αναςφςταςθ 

των παραπάνω κυττάρων ςε 2ml κρεπτικοφ υλικοφ 20%. Θ μζτρθςθ πραγματοποιικθκε ςε 

αυτοματοποιθμζνο ςφςτθμα καταμζτρθςθσ κυττάρων Countess II (Thermo Fisher Scientific) με 

τθν χριςθ χρωςτικισ Trypan Blue. Σα αποτελζςματα ιταν: 2,72*106 cells/ml με 34% ηωτικότθτα. 

 Πρϊτα τοποκετικθκαν ςε 6-well για μία θμζρα με κρεπτικό υλικό και ςτθ ςυνζχεια 

ζγινε θ προςκικθ του medium και των δειγμάτων αναφοράσ. ΢τθ ςυνζχεια, ςτα κφτταρα 

πραγματοποιοφταν μικροςκοπικόσ ζλεγχοσ ςχεδόν κακθμερινά και καταγράφονταν ο 

πολλαπλαςιαςμόσ τουσ και θ ανάπτυξθ τουσ. ΢τα 6-well που είχε προςτεκεί PBPL medium 

παρατθρικθκε ότι τα κφτταρα αποκτοφςαν ζνα πεπλατυςμζνο (μορφολογία ινοβλάςτθ) ςχιμα 

από τθν πρϊτθ κιόλασ θμζρα. Παρατθρικθκε ότι τα κφτταρα αυτά μποροφςαν να διατθρθκοφν 

ηωντανά ςτο PBPL medium ωσ και 6 θμζρεσ. Εξαιτίασ τθσ απϊλειασ του 6-well με το PBPL medium 

τθν 6θ θμζρα, δεν μπόρεςε να διαπιςτωκεί το ακριβζσ χρονικό διάςτθμα ηωισ των κυττάρων ςτο 

PBPL medium. ΢τα 6-well όπου είχε προςτεκεί το UCPL medium, διαπιςτϊκθκε ότι τα κφτταρα 

πζκαιναν μετά από 4 θμζρεσ. Σο ςχιμα των κυττάρων ςτο UCPL medium παρζμενε το ίδιο όπωσ 

και ςτισ καλλιζργειεσ με κρεπτικό υλικό 10%, δθλαδι είχαν ςχιμα ινοβλάςτθ. 

Μετά τθν δεφτερθ θμζρα το κετικό δείγμα αναφοράσ όπου μζχρι εκείνθ τθν ςτιγμι 

περιείχε WJ-MSCs + 1ml α-ΜΕΜ, το α-ΜΕΜ αλλάχκθκε με 1ml PBS 10% και τα κφτταρα πζκαιναν. 
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Σα κφτταρα του αρνθτικοφ δείγματοσ αναφοράσ παρζμειναν ηωντανά μζχρι το τζλοσ των 

παρατθριςεων (6 θμζρεσ).  

΢τισ παρακάτω εικόνεσ φαίνονται τα κφτταρα πωσ αναπτφςςονταν πριν τθν εφαρμογι 

του PBPL medium (Εικ. 38) και πριν τθν εφαρμογι του UCPL medium (Εικ. 39). 

 

 

 

  

Εικόνα 38 - WJ-MSCs ςε δφο τυχαία wells πριν τθν εφαρμογι του PBPL medium. Τα κφτταρα φαίνονται να 
ζχουν μορφολογία ινοβλάςτθ. 10x1280x960 bin 2x, scale bar 100μm. 

Εικόνα 39 - WJ-MSCs ςε ζνα τυχαίο well πριν τθν εφαρμογι του 
UBPL medium. Τα κφτταρα φαίνονται να ζχουν μορφολογία 
ινοβλάςτθ. 10x1280x960 bin 2x, scale bar 100μm. 
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84.1.1 WJ-MSCs + PBPL medium 

΢τισ παρακάτω εικόνεσ φαίνεται θ πρόοδοσ τθσ ανάπτυξθσ των κυττάρων για 6 θμζρεσ μετά τθν 

εφαρμογι το PBPL medium. Παρατθροφμε πωσ τα κφτταρα απζκτθςαν πεπλατυςμζνο ςχιμα και 

ότι παρζμειναν ηωντανά μζχρι και τθν 6θ θμζρα. 

Κετικό δείγμα αναφοράσ: WJ-MSCs + a-MEM (τισ πρϊτεσ δφο θμζρεσ), WJ-MSCs + PBS 

10% (τισ υπόλοιπεσ θμζρεσ).  

Αρνθτικό δείγμα αναφοράσ: WJ-MSCs + κρεπτικό υλικό 20%. 

  Εικόνα 40 - WJ-MSCs + PBPL medium τθν πρϊτθ μζρα εφαρμογισ του PBPL medium. Παρατθρείται ότι τα 
κφτταρα ζχουν πάρει πεπλατυςμζνο ςχιμα από τθν πρϊτθ κιόλασ θμζρα εφαρμογισ του PBPL medium και το 
οποίο διατθροφν μζχρι τθν ζκτθ θμζρα. Αρνθτικό control (WJ-MSCs + κρεπτικό υλικό 20%).  Θετικό control (WJ-
MSCs + a-MEM τισ δφο πρϊτεσ θμζρεσ και WJ-MSCs + PBS 10% τισ υπόλοιπεσ θμζρεσ). Παρατθρείται εκφφλθςθ 
των κυττάρων του κετικοφ control λίγεσ ϊρεσ μετα τθν προςκικθ του PBS 10% 10x1280x960, scale bar 100μm. 
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8.4.1.2 WJ-MSCs + UCPL medium 

Παρακάτω φαίνεται θ πρόοδοσ τθσ ανάπτυξθσ των κυττάρων παρουςία του UCPL medium. 

Παρατθροφμε ότι τα κφτταρα πεκαίνουν ςε λιγότερεσ από 6 θμζρεσ. ΢υγκεκριμζνα 

παρατθρικθκε ότι τθν 4θ θμζρα τα κφτταρα άρχιςαν να πεκαίνουν όμωσ δεν λιφκθκαν 

φωτογραφίεσ εκείνθ τθν θμζρα. 

Κετικό δείγμα αναφοράσ: WJ-MSCs + a-MEM (τισ πρϊτεσ δφο θμζρεσ), WJ-MSCs + PBS 

10% (τισ υπόλοιπεσ θμζρεσ).  

Αρνθτικό δείγμα αναφοράσ: WJ-MSCs + κρεπτικό υλικό 20%. 

  

Εικόνα 41 - WJ-MSCs + UCPL medium. Τα κφτταρα ζχουν το χαρακτθριςτικό ςχιμα ινοβλάςτθ. 
Παρατθρείται ότι τθν ζκτθ θμζρα τα κφτταρα ζχουν πεκάνει. Αρνθτικό control (WJ-MSCs + κρεπτικό υλικό 
20%). Θετικό control (WJ-MSCs + a-MEM τισ πρϊτεσ δφο θμζρεσ και WJ-MSCs + PBS 10% τισ υπόλοιπεσ 
θμζρεσ). Τα κφτταρα του κετικοφ control αρχίηουν να εκφυλίηονται από τισ πρϊτεσ ϊρεσ τθσ προςκικθσ 
του PBS. 10x1280x960 bin2x, scale bar 100μm. 

Αρνθτικό control Θετικό control WJ-MSCs + PBPL 

medium 
 

Π
ρ

ϊ
τθ

 θ
μ

ζρ
α

 
Δ

εφ
τε

ρ
θ

 θ
μ

ζρ
α

 

Τρ
ίτ

θ
 θ

μ
ζρ

α
 

Τρ
ίτ

θ
 θ

μ
ζρ

α
 

Ζκ
τθ

 θ
μ

ζρ
α

 



101 
 

8.4.2 Β’ ςυνκικθ: WJ-MSCs + PLGEL. 

Θ Βϋ ςυνκικθ εφαρμόςτθκε δφο φορζσ κακϊσ τθν ιταν αδφνατθ θ εξαγωγι ςυμπεραςμάτων 

μετά τθν πρϊτθ εφαρμογι. Σθν πρϊτθ φορά που εφαρμόςτθκε αυτι θ ςυνκικθ, το PL δεν 

μποροφςε να φιλταριςτεί με αποτζλεςμα τα αιμοπετάλια να εμποδίηουν τθν μικροςκόπθςθ των 

κυττάρων. Αυτι τθν φορά ιταν γνωςτόσ ο παράγοντασ που οδιγθςε ςτο πρόβλθμα κατά τθν 

μικροςκόπθςθ τθσ των κυττάρων. Όμωσ, εξακολουκοφςε να είναι αδφνατο το φιλτράριςμα των 

PL. Για αυτό το λόγο αποφαςίςτθκε τα PL να φυγοκεντρθκοφν ϊςτε τα αιμοπετάλια να 

κακιηάνουν και να χρθςιμοποιθκεί το υπερκείμενο του PL για τισ κυτταροκαλλιζργειεσ των MSCs. 

Σα κφτταρα που εφαρμόςτθκαν ςε αυτι τθν ςυνκικθ ιταν κφτταρα WJ-MSCs τρίτθσ 

ανακαλλιζργειασ. Aποκολλικθκαν από τισ φλάςκεσ και μετρικθκαν ωσ προσ τθν ςυγκζντρωςθ 

και τθν ηωτικότθτα τουσ. Σο δείγμα τθσ μζτρθςθσ προερχόταν από αναςφςταςθ των παραπάνω 

κυττάρων ςε 2ml κρεπτικοφ υλικοφ 20%. Θ μζτρθςθ πραγματοποιικθκε ςε αυτόματο 

κυτταρόμετρο Countess II (Thermo Fisher Scientific). Σα αποτελζςματα ιταν: 3,16*106 cells/ml με 

95% ηωτικότθτα. 

Αρχικά, τα κφτταρα τοποκετικθκαν ςε 6-well για μία θμζρα με κρεπτικό υλικό 20% και 

ςτθ ςυνζχεια ζγινε θ προςκικθ των δειγμάτων αναφοράσ και του PL με το γλυκονικό αςβζςτιο 

για τθν δθμιουργία τθσ γζλθσ. ΢τθ ςυνζχεια τα κφτταρα παρατθρικθκαν ςτο μικροςκόπιο ςχεδόν 

κακθμερινά. 

΢ε αυτι τθν περίπτωςθ ιταν απολφτωσ επιτυχισ θ παρατιρθςθ των κυττάρων κακϊσ 

μόνο ελάχιςτα αιμοπετάλια ιταν παρόν ςτα 6-well. Σα αιμοπετάλια αυτά φαίνεται ότι 

ςυλλζχκθκαν από το υπερκείμενο μετά τθν φυγοκζντρθςθ. Δθλαδι, παρόλο που ιταν φανερι θ 

ςτοιβάδα των αιμοπεταλίων ςτο κάτω μζροσ του ςωλινα προπυλενίου falcon μετά τθν 

φυγοκζντρθςθ, ζνασ μικρόσ αρικμόσ από αυτά παρζμεινε ςτο υπερκείμενο τα οποία φαίνονται 

ςαν μικρζσ κουκίδεσ πάνω και γφρο από τα κφτταρα. 

΢τισ παρακάτω εικόνεσ φαίνονται τα κφτταρα πωσ αναπτφςςονταν πριν τθν εφαρμογι 

του PBGEL και πριν τθν εφαρμογι του UCGEL medium (Εικ. 42). 
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8.4.2.1 WJ-MSCs + PBGEL 

Σα κφτταρα παρατθροφνταν κάκε μζρα και αξιολογοφταν θ ανάπτυξθ τουσ κάτω από τθν γζλθ. 

Διαπιςτϊκθκε ότι τθν πζμπτθ θμζρα τα κφτταρα άρχιςαν να εκφυλίηονται και τθν ζκτθ θμζρα 

ιταν ςχεδόν όλα νεκρά. Επίςθσ όπωσ ςτο PBPL medium, ζτςι και εδϊ τα κφτταρα παρουςίαςαν 

ζνα πεπλατυςμζνο ςχιμα κακϊσ αναπτφςςονταν κάτω από το PBGEL.  

Κετικό δείγμα αναφοράσ: WJ-MSCs + PBS 10%. ΢ε αυτι τθν δεφτερθ εφαρμογι τθσ Β’ 

ςυνκικθσ το κετικό control περιείχε PBS από τθν πρϊτθ θμζρα. Σα κφτταρα πζκαιναν παρουςία 

PBS.  

Αρνθτικό δείγμα αναφοράσ: WJ-MSCs + κρεπτικό υλικό 20%. Tα κφτταρα ςτο αρνθτικό 

δείγμα αναφοράσ παρζμειναν ηωντανά όλεσ για όλεσ τισ θμζρεσ όπου πραγματοποιοφνταν οι 

παρατθριςεισ.  

Παρακάτω παρουςιάηονται οι 6 θμζρεσ κατά τισ οποίεσ παρατθροφνταν θ ανάπτυξθ 

των κυττάρων. Σα κοκκία που φαίνονται να περιβάλουν τα κφτταρα είναι τα αιμοπετάλια. Δεν  

Πραγματοποιικθκαν λιψεισ φωτογραφιϊν κατά τθν τζταρτθ θμζρα. 

  

Εικόνα 42 - WJ-MSCs ςε δφο τυχαία wells πριν τθν εφαρμογι του PBGEL (αριςτερά) και του 
UCGEL (δεξιά) Τα κφτταρα φαίνονται να ζχουν μορφολογία ινοβλάςτθ. 10x1280x960 bin 2x, 
scale bar 100μm. 
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Εικόνα 43 – WJ-MSCs + PBGEL. Παρατθροφμε ότι τα κφτταρα αρχίηουν να εκφυλίηονται τθν πζμπτθ θμζρα 
παρουςία του PBGEL. Τθν τζταρτθ θμζρα δεν λιφκθκαν εικόνεσ. Τα «κοκκία» που φαίνονται γφρω από τα 
κφτταρα είναι αιμοπετάλια. Παρατθροφμε ότι τα κφτταρα ζχουν πεπλατιςμζνο ςχιμα. Το αρνθτικό δείγμα 
αναφοράσ αποτελείται από WJ-MSCs + κρεπτικό υλικό 20%. Το κετικό δείγμα αναφοράσ αποτελείται από WJ-
MSCs + PBS 10%. Παρατθροφμε ότι τα κφτταρα ςτο κετικό δείγμα αναφοράσ πεκαίνουν από τθν πρϊτθ θμζρα 
εφαρμογισ του PBS 10%.   10x1280x960 bin2x, scale bar 100μm. 
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8.4.3.2 WJ-MSCs + UCGEL 

Σα κφτταρα παρατθροφνταν κάκε μζρα και αξιολογοφταν θ ανάπτυξθ τουσ κάτω από τθν γζλθ. 

Διαπιςτϊκθκε ότι τθν τρίτθ θμζρα τα κφτταρα άρχιςαν να εκφυλίηονται και τθν πζμπτθ θμζρα 

ιταν όλα νεκρά. ΢ε αυτι τθν περίπτωςθ τα κφτταρα δεν παρουςίαςαν πεπλατυςμζνο ςχιμα 

κακϊσ αναπτφςςονταν κάτω από το UBGEL, αλλά παρουςίαςαν το ςχιμα ινοβλάςτθ που ζχουν 

κανονικά αυτά τα κφτταρα. ΢ε αυτι τθν εφαρμογι του UCGEL, τα αιμοπετάλια είχαν ιςχυρότερθ 

παρουςία ςε ςχζςθ με το PBGEL, κακϊσ μποροφςαν να παρατθρθκοφν ςε μεγαλφτερεσ 

ςυγκεντρϊςεισ γφρο από τα κφτταρα ςε ςχζςθ. 

Κετικό δείγμα αναφοράσ: WJ-MSCs + PBS 10%. ΢ε αυτι τθν δεφτερθ εφαρμογι τθσ Β’ 

ςυνκικθσ το κετικό δείγμα αναφοράσ περιείχε PBS από τθν πρϊτθ θμζρα. Σα κφτταρα πζκαιναν 

παρουςία PBS.  

Αρνθτικό δείγμα αναφοράσ: WJ-MSCs + κρεπτικό υλικό 20%. Tα κφτταρα ςτο κετικό 

δείγμα αναφοράσ παρζμειναν ηωντανά όλεσ για όλεσ τισ θμζρεσ όπου πραγματοποιοφνταν οι 

παρατθριςεισ.  

Παρακάτω παρουςιάηονται οι 5 θμζρεσ κατά τισ οποίεσ παρατθροφνταν θ ανάπτυξθ 

των κυττάρων. Σα κοκκία που φαίνονται να περιβάλουν τα κφτταρα είναι τα αιμοπετάλια. Δεν  

Πραγματοποιικθκαν λιψεισ φωτογραφιϊν κατά τθν τζταρτθ θμζρα. 
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Αρνθτικό δείγμα αναφοράσ Θετικό δείγμα αναφοράσ WJ-MSCs + PBPL 
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Εικόνα 44 – WJ-MSCs + UCGEL. Παρατθροφμε ότι τα κφτταρα αρχίηουν να εκφυλίηονται από τθν δζυτερθ 
θμζρα και τθν πζμπτθ θμζρα παρουςία του UCGEL είναι όλα νεκρά. Τθν τζταρτθ θμζρα δεν λιφκθκαν 
εικόνεσ. Τα «κοκκία» που φαίνονται γφρω από τα κφτταρα είναι αιμοπετάλια. Παρατθροφμε ότι τα 
κφτταρα ζχουν ςχιμα ινοβλάςτθ. Το αρνθτικό δείγμα αναφοράσ αποτελείται από WJ-MSCs + κρεπτικό 
υλικό 20%. Το κετικό δείγμα αναφοράσ αποτελείται από WJ-MSCs + PBS 10%. Παρατθροφμε ότι τα κφτταρα 
ςτο κετικό δείγμα αναφοράσ πεκαίνουν από τθν πρϊτθ θμζρα εφαρμογισ του PBS 10%. 10x1280x960 
bin2x, scale bar 100μm. 
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8.4.4 Γ’ ςυνκικθ: PLGEL + WJ-MSCs (πρϊτθ εφαρμογι). 

Κατά τθν πρϊτθ εφαρμογι τθσ Γ’ ςυνκικθσ, τοποκετικθκε το PL ςτα 6-well  αφιλτράριςτο (ιταν 

αδφνατο να φιλτραριςτεί εξαιτίασ τθσ υψθλισ ςυγκζντρωςθσ αιμοπεταλίων τα οποία βοφλωναν 

τα φίλτρα) μαηί με γλυκονικό αςβζςτιο ϊςτε να ςχθματιςτεί θ γζλθ. Μία θμζρα μετά, εφόςον θ 

γζλθ είχε ςχθματιςτεί με επιτυχία, ακολοφκθςε θ προςκικθ των MSCs. 

Σα κφτταρα που εφαρμόςτθκαν ςε αυτι τθν ςυνκικθ ιταν κφτταρα WJ-MSCs τρίτθσ 

ανακαλλιζργειασ. Aποκολλικθκαν από τισ φλάςκεσ και μετρικθκαν ωσ προσ τθν ςυγκζντρωςθ 

και τθν ηωτικότθτα τουσ. Σο δείγμα τθσ μζτρθςθσ προερχόταν από αναςφςταςθ των παραπάνω 

κυττάρων ςε 2ml κρεπτικοφ υλικοφ 20%. Θ μζτρθςθ πραγματοποιικθκε ςε αυτόματο 

κυτταρόμετρο Countess II (Thermo Fisher Scientific). Σα αποτελζςματα ιταν: 2,79*106 cells/ml με 

43% ηωτικότθτα. 

Σα κφτταρα αυτά τοποκετικθκαν επάνω ςτθν γζλθ αιμοπεταλίων μαηί με κρεπτικό 

υλικό 20% με ςκοπό να προςδιοριςτεί ο τρόποσ και ο ρυκμόσ ανάπτυξθσ τουσ. 

Θ μικροςκόπθςθ και ςε αυτι τθν περίπτωςθ ιταν αδφνατθ, κακϊσ θ ςυγκζντρωςθ των 

αιμοπεταλίων ιταν εξαιρετικά υψθλι με αποτζλεςμα τα κφτταρα να μθν είναι ευδιάκριτα πάνω 

ςτθν γζλθ. ΢ε μερικζσ περιπτϊςεισ ιταν δυνατι θ παρατιρθςθ «ςκιϊν» που ςχθμάτιηαν τα 

κφτταρα πάνω ςτθν γζλθ. ΢ε αυτι τθν πρϊτθ εφαρμογι τθσ Γ’ ςυνκικθσ δεν υπιρχαν δείγματα 

αναφοράσ. Τπιρχαν μόνο δφο 6-well το ζνα με PBGEL και το άλλο με UCGEL ςτα οποία είχε γίνει 

θ προςκικθ WJ-MSC. Όμωσ ςε κανζνα από αυτά τα 6-well δεν μποροφςε να παρατθρθκεί εάν τα 

κφτταρα αναπτφςςονται για τουσ λόγουσ που αναφζρονται παραπάνω. 

΢τθν επόμενθ εικόνα φαίνονται μερικεσ φωτογραφίεσ που λιφκθκαν από τα δφο 6-well 

κατά τθν διάρκεια 6 θμερϊν. Θ καφζ αδιάφανθ ςτρϊςθ που παρατθρείται είναι το αποτζλεςμα 

τθσ υψθλισ ςυγκζντρωςθσ των αιμοπεταλίων ςτα PBGEL και UCGEL. 
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Εικόνα 45 – Α) PBGEL + MSCs 1
θ
 θμζρα. Β) PBGEL + MSCs 2

θ
 θμζρα. Γ) PBGEL + MSCs 6

θ
 θμζρα. Δ) UCGEL + MSCs 1

θ
 θμζρα. Ε) UCGEL + MSCs 2

θ 
θμζρα.  ΣΤ)UCGEL + MSCs 6

θ
 θμζρα. Σε 

όλεσ τισ περιπτϊςεισ δεν είναι ευδιάκριτα τα κφτταρα. Μόνο χαρακτθριςτικζσ «ςκιζσ» μποροφν να παρατθρθκοφν επάνω ςτθν γζλθ οι οποίεσ ςχθματίηοντα από τα κφτταρα 
μπροςτά από το φωσ του μικροςκοπίου. 10x1280x960 bin2x, scale bar 100μm. 
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8.4.5 Γϋ ςυνκικθ: PLGEL + MSCs (δεφτερθ εφαρμογι). Αποτελζςματα ανοςοφκοριςμοφ. 

Θ Γϋ ςυνκικθ εφαρμόςτθκε ξανά κακϊσ τθν ιταν αδφνατθ θ εξαγωγι ςυμπεραςμάτων μετά τθν 

πρϊτθ εφαρμογι. Αυτι τθν φορά ιταν γνωςτόσ ο παράγοντασ που οδιγθςε ςτο πρόβλθμα κατά 

τθν μικροςκόπθςθ των κυττάρων. Αυτι τθ φορά πραγματοποιικθκε μια διαφορετικι 

προςζγγιςθ για τθν λφςθ του παραπάνω προβλιματοσ. Και ςε αυτι τθν περίπτωςθ κα μποροφςε 

να εφαρμοςτεί θ λφςθ που εφαρμόςτθκε ςτθν Β’ ςυνκικθ, δθλαδι να φυγοκεντρθκοφν τα PL με 

ςκοπό να χρθςιμοποιικεί το υπερκείμενο, το οποίο κα περιείχε λίγα αιμοπετάλια, για τα 

πειράματα. Όμωσ, αποφαςίςτθκε με τον ίδιο τρόπο όπωσ και ςτθν πρϊτθ εφαρμογι αυτισ τθσ 

ςυνκικθσ να εφαρμοςτεί τo PL αφιλτράριςτο ςε culture slides μαηί με τα MSCs και ςτο τζλοσ να 

πραγματοποιθκεί ανοςοφκοριςμόσ για τθν διαπίςτωςθ τθσ ανάπτυξθσ των κυττάρων. 

Σα κφτταρα που εφαρμόςτθκαν ςε αυτι τθν ςυνκικθ ιταν κφτταρα WJ-MSCs τρίτθσ 

ανακαλλιζργειασ. Aποκολλικθκαν από τισ φλάςκεσ και μετρικθκαν ωσ προσ τθν ςυγκζντρωςθ 

και τθν ηωτικότθτα τουσ. Σο δείγμα τθσ μζτρθςθσ προερχόταν από αναςφςταςθ των παραπάνω 

κυττάρων ςε 2ml κρεπτικοφ υλικοφ 20%. Θ μζτρθςθ πραγματοποιικθκε ςε αυτόματο 

κυτταρόμετρο Countess II (Thermo Fisher Scientific). Σα αποτελζςματα ιταν: 3,26*106 cells/ml με 

99% ηωτθκότθτα. 

Σα κφτταρα αυτά τοποκετικθκαν ςτα culture slides επάνω ςτθν γζλθ αιμοπεταλίων 

μαηί με κρεπτικό υλικό 20%. Δφο slides με PBGEL + WJ-MSCs και ζνα slide με UCGEL + WJ-MSCs. 

Επίςθσ ςε αυτι τθν περίπτωςθ τθσ Γ’ ςυνκικθσ υπιρχαν τρία slides που χρθςίμευαν ωσ δείγματα 

αναφοράσ, ζνα κετικό δείγμα αναφοράσ με WJ-MSCs + PBS 10% και ζνα αρνθτικό δείγμα 

αναφοράσ με WJ-MSCs + κρεπτικό υλικό 20%. 

Ο ανοςοφκοριςμόσ πραγματοποιικθκε δφο θμζρεσ μετά. Διαπιςτϊκθκε ότι τα κφτταρα 

είχαν προςκολλθκεί και αναπτφςςονταν εξαιρετικά καλά πάνω ςτα δφο ειδϊν γζλθσ (PBGEL και 

UCGEL).  

΢τισ επόμενεσ εικόνεσ φαίνονται οι φωτογραφίεσ και οι απεικονίςεισ των κυττάρων που 

λιφκθκαν από μικροςκόπιο Leica DMΛRΕ 2 (Εικ. 46,47). Με μπλε χρϊμα φαίνονται οι πυρινεσ 

βαμμζνοι από τθν χρωςτικι DAPI και με πράςινο χρϊμα ο φκοριςμόσ από τθν χρωςτικι FITC.  
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Εικόνα 46 - Τα κφτταρα απο τα culture slides όπωσ φαίνονται ςτο μικροςκόπιο μετά τον ανοςοφκοριςμό τουσ. Κάκε 
ςειρά αποτελεί μιά διαφορετικι μεγζνκυςθ. Φαίνεται ξεκάκαρα ότι τα κφτταρα αναπτφςςονται πλιρωσ ςτα PBGEL 
και UCGEL. Στο αρνθτικό control παρατθρείται φυγιολογικι ανάπτυξθ των κυττάρων. Στο κετικό control όλα τα 
κφτταρα είναι πεκαμζνα επειδι περιζχει PBS 10%. Με μπλε χρϊμα φαίνονται οι πφρινεσ από τθν χρωςτικι DAPI και 
με πράςινο ο φκοριςμόσ που δίνει θ χρωςτικι FITC από το αντίςωμα που ζχει ενωκεί με τα κφτταρα και τθν γζλθ. 
Μικροςκόπιο Leica DMIRE 2. 

Εικόνα 47 - Εικόνεσ απο τον ανοςοφκοριςμό ενόσ απο τα δείγματα. Σε κάκε ςειρά φαίνεται θ εικόνα που λιφκθκε 
απο το μικροςκόπιο για κάκε χρωςτικι ςτο ίδιο οπτικό πεδίο. Στθν τελευταία ςειρά φαίνεται ο ςυνδιαςμόσ των δφο 
εικόνων. Μικροςκόπιο Leica DMIRE 2, 2x 
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Εικόνα 48 - ςε αυτι τθν 3D απεικόνιςθ φαίνεται πωσ τα WJ-MSCs ζχουν προςκολθκεί ςτθν επιφάνεια του PBGEL (αριςτερά, μεγζνκυςθ 20x απο τθν εικόνα 48) και του UCGEL (αριςτερά, 
μεγζκυνςθ 20x από τθν εικόνα 68). 
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Συηιτθςθ 

Σο PRP είναι χρίςθμο εργαλείο για τθν ιατρικι κακϊσ μπορεί να εφαρμοςτεί ςε πολλαπλζσ 

πακιςεισ. Θ τεχνικι και το πρωτόκολλο που ακολουκείται για τθν ανάπτυξθ του PRP είναι ο 

βαςικόσ παράγοντασ για τθν ποιότθτα αυτοφ του προϊόντοσ και κατά ςυνζπεια τθσ 

αποτελεςματικότθτασ του. 

΢ε αυτι τθν εργαςία, χρθςιμοποιικθκαν μονάδεσ από ομφαλοπλακουντιακό και 

περιφερικό αίμα για τθν ανάπτυξθ του PRP. Θ μεκοδολογία που ακολουκικθκε ιταν βαςιςμζνθ 

ςτο πρωτόκολλο που χρθςιμοποιεί θ ΕΛ.Σ.ΟΠΑ. για τθν παραςκευι PRP. ΢υνολικά 

παραςκευάςτθκαν 22 μονάδεσ PRP από ομφαλοπλακουντιακό αίμα, τα αποτελζςματα των 

μονάδων PRP αυτισ τθσ εργαςίασδεν διαφζρουν πολφ από αυτά που προζκυψαν από το 

πρωτόκολλο που ςνζπτυξε θ ΕΛ.Σ.ΟΠΑ το οποίο περιγράφθκε νωρίτερα. ΢υγκεκριμζνα, θ 

ανάκτθςθ και ο απόλυτοσ αρικμόσ αιμοπεταλίων ςτα PRP των δφο ερευνϊν δεν φαίνεται να 

ζχουν ςθμαντικζσ διαφορζσ, όμωσ όςο αφορά τθν ςυγκζντρωςθ των αιμοπεταλίων, ςτθν 

παροφςα ζρευνα οι μονάδεσ PRP με τελικι ςυγκζντρωςθ άνω του 1400*103 PLTs/μl κεωροφνταν 

αποδεκτζσ ςε ςχζςθ με τθν ζρευνα των Mallis et al. όπου το 1400*103 PLTs/μl είναι το άνω όριο 

αναφοράσ (Mallis, et al. 2019). 

Όπωσ αναφζρκθκε από τθν αρχι, ςυνολικά χρθςιμοποιικθκαν 39 μονάδεσ 

ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ για τθν παραςκευι 22 μονάδων PRP. Αυτό ςθμαίνει ότι πολλζσ 

από τισ 39 μονάδεσ ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ ενϊκθκαν μεταξφ τουσ για τθν δθμιουργία 

μεγαλφτερων ςε όγκο μονάδων αίματοσ οι οποίεσ ςτθ ςυνζχεια επεξεργάςτθκαν για να παραχκεί 

το PRP. Κριτιριο για τθν ζνωςθ δυο μονάδων είναι οι ομάδεσ αίματοσ ABO οι οποίεσ πρζπει να 

είναι ίδιεσ ςτισ δφο μονάδεσ αίματοσ που πρόκειται να ενωκοφν. ΢ε αυτι τθν ζρευνα όλεσ οι 

μονάδεσ που ενϊκθκαν ιταν ςυμβατζσ κατά ABO. Κάποιεσ από τισ μονάδεσ ιταν αςφμβατεσ ωσ 

προσ το αντιγόνο Rhesus D. Δθλαδι ζτυχε κάποιεσ μονάδεσ Rhesus (+) να ενωκοφν με μονάδεσ 

Rhesus (-). Σο αποτζλεςμα ιταν θ νζα μονάδα που προζκυψε από αυτι τθν ζνωςθ να είναι 

Rhesus (+). 

΢θμαντικζσ διαφορζσ βρζκθκαν ςτισ ςυγκεντρϊςεισ τθσ πρωτεΐνθσ ςτα PRP του 

περιφερικοφ και του ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ. ΢υγκεκριμζνα οι ςυγκζντρωςθ τθσ 

πρωτεΐνθσ πραγματοποιικθκε ςτα PL του περιφερικοφ και ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ. Θ 

ςυγκζντρωςθ ςτο PBPL ιταν αρκετά υψθλότερθ από αυτι ςτο UCPL το οποίο ιταν μθ 

αναμενόμενο κακϊσ, το UCPL προερχόταν από PRP με πολφ μεγαλφτερθ ςυγκζντρωςθ 

αιμοπεταλίων. 
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΢το δεφτερο ςτάδιο αυτισ τθσ ζρευνασ, το PRP εφαρμόςτθκε για τθν ανάπτυξθ 

μεςεγχυματικϊν κυττάρων βαρτονείου γζλθσ. ΢τθν πρϊτθ ςυνκικθ τα WJ-MSCs αναπτφςςονταν 

παρουςία PBPL medium και UCPL medium. ΢τθν δεφτερθ ςυνκικθ τα WJ-MSCs αναπτφςςονταν 

κάτω από τθν γζλθ αμοπεταλίων (PG) θ οποία ςχθματίςτθκε μετά από τθν προςκικθ γλυκονικοφ 

αςβεςτίου ςτα UCPL και PBPL. ΢τθν τρίτθ ςυνκικθ τα κφτταρα αναπτφςςονταν επάνω ςτθν γζλθ 

αιμοπεταλίων μαηί με κρεπτικό υλικό 20%. 

Ζνα από τα κφρια ευριματα αυτισ τθσ ζρευνασ είναι ότι ςτισ πρϊτεσ δφο ςυνκικεσ τα 

κφτταρα αναπτφςςονταν για περιςςότερο διάςτθμα ςτο PBPL medium και όταν βριςκόντουςαν 

κάτω από τθν γζλθ αιμοπεταλίων. Δθλαδι τα κφτταρα παρουςίαηαν καλφτερθ ανάπτυξθ όταν το 

PL και το PG προερχόταν από περιφερικό αίμα. Αυτό το εφρθμα ςυμφωνεί με άλλεσ μελζτεσ που 

δοκίμαςαν τθν ανάπτυξθ MSCs παρουςία PBPL και UCPL. ΢τθν ίδια μελζτθ μετά από 

ποςοτικοποίθςθ των αυξιτικϊν παραγόντων, βρζκθκε ότι το PBPL είχε ςυγκζντρωςθ ςε 

αυξιτθκοφσ παράγοντεσ μεγαλφτερθ από το UCPL (Christou, et al. 2018). Αυτό το εφρθμα δίνει 

τθν εξιγθςθ γιατί τα κφτταρα αναπτφχκθκαν καλφτερα ςτο PBPL medium και ςτο PBGEL. 

Όςο αφορά τθν τρίτθ ςυνκικθ, τα αποτελζςματα που προζκυψαν από τον 

ανοςοφκοριςμό, ζδειξαν ότι τα κφτταρα είχαν προςκολλθκεί κανονικά επάνω ςτθν γζλθ και ότι 

αναπτφςςονταν ικανοποιθτικά και ςτα δφο ειδϊν PG (PBPGEL, UCPGEL). H προςκόλλθςθ των WJ-

MSCs επάνω ςτθν γζλθ οφείλεται ςτα RGD biding motifs. Αυτά είναι μικρά μόρια τριϊν 

πεπτιδίων (αργινίνθ, γλυκίνθ, αςπραρτικό οξφ) τα οποία βρίςκονται ςτο μόριο του ινοδογόνου 

και βοθκοφν ςτθν προςκόλλθςθ των κυττάρων (Nieberler, et al. 2017). Όςο αφορά τθν ικανότθτα 

των κυττάρων αυτϊν να αναπτφςςονται με τον ίδιο ρυκμό επάνω ςτο PBPGEL και ςτο UCPGEL, 

το γεγονόσ ότι ςτα wells μαηί με τα κφτταρα είχε προςτεκεί κρεπτικό υλικό 20% ενδζχεται να 

είναι ο λόγοσ για τον οποίο δεν παρατθρικθκε διαφορά ανάμεςα ςτθν ανάπτυξθ των 

κυτταροκαλλιζργειων επάνω ςτο PBGEL και ςτο UCGEL ςε ςχζςθ με τισ διαφορζσ που 

παρατθρικθκαν ςτισ προθγοφμενεσ δφο ςυνκικεσ. 

Σζλοσ, πριν τθν εφαρμογι τθσ πρϊτθσ ςυνκικθσ και τθσ πρϊτθσ εφαρμογισ τθσ 

δεφτερθσ και τρίτθσ ςυνκικθσ παρατθριςαμε ότι κατά τον προςδιοριςμό τθσ ςυγκζντρωςθσ των 

MSCs θ ηωτικότθτα τουσ ιταν μειωμζνθ εωσ και πάνω από 50%. Αυτό οφείλεται ότι οι 

ςυγκεκριμζνεσ μετριςεισ κακυςτζρθςαν να πραγματοποιθκοφν μετά τθν ςυλλογι του δείγματοσ 

με αποτζλεςμα να πεκάνει ζνασ ςθμαντικόσ αρικμόσ κυττάρων μζχρι τθν ςτιγμι τθσ μζτρθςθσ. 

Περαιτζρω πειράματα που κα μποροφςαν να πραγματοποιθκοφν είναι θ ανάλυςθ τθσ 

γζλθσ αιμοπεταλίων κάτω από θλεκτρονικό μικροςκόπιο κακϊσ και θ ανάλυςθ τθσ 

διαφοροποίθςθσ των WJ-MSCs όταν αναπτφςςονται ςτισ παραπάνω ςυνκικεσ. Οι Shirzad et al. 
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παρατιρθςαν ότι τα MSCs παρουςία του PBPL διαφοροποιοφνταν κατά κφριο λόγο ςε 

οςτεοκφτταρα και τα MSCs παρουςία UCPL διαφοροποιοφνταν κατά κφριο λόγο προσ 

χονδροκφτταρα (Shirzad, et al. 2017).  
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Συμπεράςματα 

Σo PRP από περιφερικό και ομφαλοπλακουντιακό αίμα ζχει ςυγκζκριμζνθ διαδικαςία 

παραςκευισ θ οποία αν ακολουκθκεί όπωσ υποδεικνφουν τα ανάλογα πρωτόκολλα το τελικό 

προϊόν κα είναι το επικυμθτό. Όςο αναφορά τισ διαφορζσ του PRP από το περιφερικό αίμα και 

από το ομφαλοπλακουντιακό, βρζκθκε ότι διαφζρουν ωσ προσ τθν ςυγκζντρωςθ τουσ ςε 

πρωτεΐνεσ ενϊ και τα δφο μπόρεςαν να ςχθματίςουν γζλθ αιμοπεταλίων μετά τθν προςκικθ 

μιςισ ι ίςθσ ποςότθτασ γλυκονικοφ αςβεςτίου. Παρατθρικθκε επίςθσ, ότι ςτισ 

κυτταροκαλλιζργιεσ των MSCs, τα κφτταρα παρουςία medium ι gel από PRP περιφερικοφ 

αίματοσ παρουςίαςαν καλφτερθ ανάπτυξθ από αυτά που αναπτφςςονταν παρουςία medium ι 

gel από PRP από ομφαλοπλακουντιακοφ αίματοσ. 
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