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Nalezy cytowad wersje pierwotna.

Koncentraty krwinek ptytkowych (KKP) od lat
sg stosowane w krwiolecznictwie u pacjentow z ma-
foplytkowoScia i z towarzyszacymi jej objawami
skazy krwotocznej. Juz w latach 80. XX wieku zaob-
serwowano stymulujacy wplyw plytkopochodnych
czynnikoéw wzrostu na metabolizm komorek u zwie-
rzat. Do czynnikéw tych naleza: ptytkopochodny
czynnik wzrostu (PDGF-aa, PDGF-ab i PDGF-bb,
Dplatelet-derived growth factor), transformujacy czyn-
nik wzrostu beta (TGF-B1 1 TGF-B2, transforming
growth factor), naczyniowo-§rodblonkowy czynnik
wzrostu (VEGE, vascular endothelial growth factor)
oraz czynnik wzrostu fibroblastow (FGE, fibroblast
growth factor). Potwierdzono takze, ze biologiczne
mediatory regulujace wczesng proliferacje biora
udzial w roznicowaniu wszystkich typow komorek
odgrywajacych wazng role w regeneracji tkanek
miekkich i1 twardych. Od tego czasu znacznie
zwiekszylo sie zainteresowanie preparatami na
bazie plytek krwi, coraz wiecej ukazujgcych sie
prac przedstawialo zastosowanie osocza bogato-
plytkowego lub KKP, ktore stosowano nie tylko
w medycynie regeneracyjnej (np. owrzodzenia
koficzyn, choroby zwyrodnieniowe stawow czy
umocowania przeszczepoOw kosci), ale rowniez
w chirurgii plastycznej czy tez kosmetologii. Coraz
czeSciej zaczely pojawiaé sie takze doniesienia

o mozliwoSciach zastosowania klinicznego prepa-
ratow plytkopochodnych stosowanych w formie
lizatow. Od lat 90. XX wieku zainteresowanie
budzg takze preparaty zawierajace autologiczng
surowice, stosowane m.in. u pacjentow z zespolem
suchego oka.

W trakcie wirtualnego kongresu Miedzyna-
rodowego Towarzystwa Przetaczania Krwi (ISBT,
International Society of Blood Transfusion), ktory
odbyt sie w dniach 4-8 czerwca 2022 roku, zapre-
zentowano kilka prac odnoszacych sie do niekon-
wencjonalnego zastosowania preparatow plytkopo-
chodnych. Zagadnienia dotyczace ww. preparatow
prezentowano podczas sesji plakatowych: , Blood
products — The versatility of platelets and their
products” oraz ,,Cellular therapies — New avenues
of cellular therapy” [1-3].

W pracy Burnoufa (Although expired, platelets
are now starting a new life in medicine) z Me-
dycznego Uniwersytetu w Taipei przedstawiono
mozliwo$c¢ alternatywnego wykorzystania przeter-
minowanych KKP. Na podstawie wynikéw badan
stwierdzono, ze allogeniczne krwinki ptytkowe
w przeterminowanych KKP moga by¢ cennym
materialem do przygotowania ludzkich lizatow
plytkowych (HPL, human platelet lysates) lub bio-
materialow ptytkowych w celu ich medycznego
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zastosowania w terapiach komoérkowych 1 w me-
dycynie regeneracyjnej. Naukowe uzasadnienie
dla tych klinicznych zastosowan lezy w fakcie, ze
krwinki plytkowe zawieraja duza ilo$¢ czynnikow
troficznych (czynniki wzrostu, cytokiny, chemoki-
ny, przeciwutleniacze, czynniki zapalne 1 przeciw-
zapalne itp.), ktore sg niezbedne do koordynowania
1 promowania wzrostu komorek i regeneracji tka-
nek. Lizaty, otrzymane z przeterminowanych KKP,
sg zamrazane 1 przechowywane w centrach krwio-
dawstwa, a nastepnie dostarczane do producenta
HPL, zgodnie z wcze$niej ustalonymi warunkami.
Proces otrzymywania lizatow obejmuje zamrazanie
1rozmrazanie KKP w celu lizy krwinek plytkowych
skutkujacej uwolnieniem z ich ziarnisto§ci aktyw-
nych biologicznie substancji. Nastepnie otrzymany
rozwor biatka jest poddawany wirowaniu (lub filtra-
¢ji) w celu usuniecia resztkowych elementow mor-
fotycznych. Ostatni etap obejmuje sterylna filtracje,
rozlewanie do butelek 1 przechowywanie w stanie
zamrozonym. Lizaty sg wykorzystywane miedzy
innymi w charakterze suplementu w podiozach
hodowlanych dla mezenchymalnych komorek zrebu
(MSC, mesenchymal stromal cells) (szpiku, tkanki
ttuszczowej, galarety Whartona czy miazgi zeba),
zamiennie dla najczeSciej stosowanej plodowe;j
surowicy bydlecej lub konskiej. Stosujac surowice
odzwierzeca, zawsze zwieksza sie ryzyko zaréwno
kontaminacji hodowli, jak 1 mozliwo$¢ przeniesie-
nia do podloza ksenoprotein, toksyn, inhibitorow
wzrostu oraz odzwierzecych czynnikow zakaznych,
takich jak na przykiad herpeswirus bydia typu-
1 (BHV-1, bovine herpesvirus type-1), ktory moze
wywolac zapalenie nosa i tchawicy bydia (IBR/IPY,
infectious bovine rhinotracheitis), wirus biegunki
bydta (BVDV, bovine viral diarrhoea virus) [1].

Stosowanie ludzkiego lizatu eliminuje to ry-
zyko. W badaniach eksperymentalnych potwier-
dzono rowniez skuteczno$¢ zastosowania podloza
z dodatkiem lizatu krwinek plytkowych w hodowli
komoérek nablonka rogowki, chondrocytow, fibro-
blastow czy komorek Srodblonka.

Mozliwo$¢ stosowania lizatow krwinek piyt-
kowych w medycynie regeneracyjnej oparto na
bogatym do$wiadczeniu klinicznym wynikajacym
z zastosowania allogenicznego lub autologicznego
osocza bogatoplytkowego (PRP, platelet rich plas-
ma) miedzy innymi w chirurgii ortopedycznej (np.
choroba zwyrodnieniowa stawOw), gojeniu ran tka-
nek miekkich (np. opornych owrzodzen), chirurgii
szczekowo-twarzowej, stomatologii i implantologii,
medycynie sportowej czy okulistyce. Alloge-
niczne KKP s3 uzywane takze do otrzymywania
kropli do oczu pochodzenia ludzkiego (EDHO,

eye drops of human origin) w postaci surowicy lub
lizatow krwinek plytkowych stosowanych w le-
czeniu zespolu suchego oka. Obecnie (faza badan
przedklinicznych) oceniane jest rowniez dzialanie
neuroprotekcyjne 1 neuroregeneracyjne lizatow,
co moze mieé zastosowanie w leczeniu zaburzen
neurodegeneracyjnych i urazow tkanki mozgowe;j
[4-6].

Jak podkre§lono w kolejnej pracy, zaprezento-
wanej w Sesji: Cellular therapies — New avenues
of cellular therapy (Preparation and neuroprotective
activity of nanofiltered human platelet lysate in
Parkinson’s disease and traumatic brain injury
models) w przyszloSci stosowanie lizatow krwinek
plytkowych moze stanowié nowg bioterapie neu-
rodegradacyjnych chorob 1 uszkodzen centralnego
uktadu nerwowego. Otrzymanie jednorodnej serii
lizatu jest zwiazane z koniecznoS$cig pulowania
KKP oraz wprowadzenia metod redukcji czynnikow
zakaznych w celu zwiekszenia bezpieczenstwa sto-
sowanych preparatéw. Burnouf i wsp. przedstawili
badania oceniajace wplyw wprowadzenia nanofiltra-
cji w procesie otrzymywania lizatow z pul KKP na
ich ewentualng skuteczno$¢ w leczeniu Parkinsona
1 uszkodzen tkanki mozgowej. Pule otrzymano
w wyniku polaczenia 50 preparatéw KKP, ktorg
poddano wstepnej filtracji (0,2 10,1 um), a nastep-
nie nanofiltracji (0,001 m? Planova 20 N (19 nm))
przy stalym natezeniu przeptywu 0,1 ml/min
1 pod kontrolowanym ci$nieniem. W celu oceny
stopnia redukcji wirusa zastosowano model par-
wowirusa mysiego (MVM, minute virus of mice)
1 metode immuno-qPCR. Zawarto$¢ biatka catko-
witego oznaczano metoda Bradforda, a iloSciowe
oznaczenie czynnikow neurotroficznych okre§lono
za pomoca testow ELISA. Plytkowe pecherzyki
zewnatrzkomorkowe (PEVs, platelet-derived ex-
tracellular vesicles) badano metoda dynamicznego
rozpraszania Swiatta (DLS, dynamic light scat-
tering) 1 metoda Sledzenia nanoczasteczek (NTA).
Analize proteomiczng przeprowadzono za pomoca
chromatografii cieczowej i spektrometrii masowe;.
W celu oceny neuroprotekcyjnych i przeciwza-
palnych funkcji poddanych nanofiltracji lizatow
krwinek ptytkowych zastosowano komorkowe
modele in vivo. Zréznicowane ludzkie neurony
dopaminergiczne $rodmozgowia zastosowano jako
model choroby Parkinsona (PD). Jednocze$nie,
stosujac model mysi iz vivo, przeprowadzono la-
godne urazowe uszkodzenie mozgu w celu oceny,
czy donosowe podanie ludzkich lizatow krwinek
plytkowych (poddanych nanofiltracji) powoduje
zmniejszenie ekspresji prozapalnych markerow
mRNA (RT-PCR). Na podstawie wynikow badan
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stwierdzono, ze nanofiltracje mozna wdrozy¢ do

procesu otrzymywania lizatow krwinek plytkowych

w celu zwiekszenia bezpieczenstwa wirusologicz-

nego bez wplywu na dzialanie neuroprotekcyjne

1 przeciwzapalne tych preparatow [2].

W tej samej Sesji: Cellular therapies — New
avenues of cellular therapy. Le 1 wsp. przedstawili
wyniki badan (Proteomics studies of human platelet
lysates for optimized applications in cell therapies
and regenerative biotherapies) otrzymane podczas
wielooSrodkowych badan wykonanych w Chinach
1 we Francji. W pracy podkreSlono, ze nie opra-
cowano jeszcze jednej standardowo stosowanej
metody otrzymywania lizatow krwinek plytkowych,
natomiast réznice w sposobie ich przygotowywania
moga wplywac na ich skiad biatkowy 1 funkcje bio-
logiczng, a w konsekwencji na ich bezpieczenstwo
1 skuteczno$c kliniczng. Celem tej pracy byta proba
poréwnania 7 metod otrzymywania lizatow krwinek
ptytkowych (HPL):

1. Zamrazanie-rozmrazanie lizatu krwinek plyt-
kowych (FTPL): KKP zamrazano i rozmrazano
w celu uwolnienia zawarto$ci krwinek ptytko-
wych do osocza.

2. Konwertowany lizat krwinek plytkowych
w surowicy (SCPL): do KKP dodawano chlorku
wapnia w celu przeksztalcenia fibrynogenu
w fibryne.

3. Konwertowany lizat krwinek plytkowych
w surowicy (HSCPL) poddany procesowi
ogrzewania (56°C, 30 min).

4. Lizat osadu krwinek ptytkowych (PPL): wy-
izolowane krwinki plytkowe, pozbawione
osocza poddawane lizie przez zamrazanie/
/rozmrazanie.

5. Lizat osadu krwinek plytkowych poddany
procesowi ogrzewania (56°C, 30 min) (HPPL).

6. Lizat osadu krwinek ptytkowych z mikrofiltra-
cja (HPPL0201): filtracja 0,2-0,1 um.

7. Lizat osadu krwinek plytkowych z mikro-
filtracja (HPPL0201) poddany dodatkowo
nanofiltracji (Planova 20 N, filtr usuwajacy
wirusy 19 nm).

W wyniku badan proteomicznych zidentyfi-
kowano 1441 biatek w réznych rodzajach lizatow.
Stwierdzono, ze niektore bialka, wystepujace
w wysokich stezeniach w osoczu, maskowaly biatka
pochodzenia ptytkowego. Usuniecie ,,przeszkadza-
jacych biatek” umozliwilo ocene proteomu krwinek
plytkowych. Stwierdzono takze, ze sktad bialek
lizatow krwinek plytkowych zalezy od metody
ich otrzymywania, a szczegolnie od dodatkowych
etapow, takich jak usuwanie osocza, ogrzewanie
1 filtracja. Roznice w sktadzie proteomu lizatow

krwinek plytkowych, moga zatem wplywac na
ich funkcjonalno§¢, a w konsekwencji na rézna
skuteczno$¢ w terapii komorkowej i w medycynie
regeneracyjnej [3].

Zastosowanie lizatow krwinek
plytkowych — najnowsze doniesienia

Prace dotyczace lizatow krwinek ptytkowych,
przedstawione podczas kongresu ISBT, potwierdza-
ja coraz wieksze zainteresowanie tymi preparatami.
W piSmiennictwie coraz czesSciej pojawiaja sie
doniesienia dotyczace zarowno metod ich otrzy-
mywania, jak 1 ich zastosowania. W jednej z prac
udowodniono na przykiad, ze stosowanie podiozy
hodowlanych zawierajacych lizaty krwinek plytko-
wych nasila wlasciwo$ci klonogenne komoérek MSC
ze szpiku 1 tkanki ttuszczowej. W wyzej wymienio-
nym badaniu wykazano niewielki wplyw metody
otrzymywania lizatow na namnazane komorki (np.
na ich potencjal roznicowania). Obecnie ze wzgledu
na brak jednoznacznych metod otrzymywania liza-
ty krwinek ptytkowych nie sg preparatem czesto
stosowanym do produkcji podiozy wzrostowych.
Jednak nalezy oczekiwac, ze zachecajace wyniki
badan oraz bezpieczne metody otrzymywania ma-
terialu wyjSciowego, jakim sg KKP (m.in. detekcja
wiruso6w, metody inaktywacji biologicznych czynni-
kéw chorobotworczych) spowoduja, ze lizaty beda
coraz czesciej otrzymywane 1 dodawane do podlozy
wzrostowych) [4, 7, 8].

Krwinki plytkowe oprocz udzialu w procesie
krzepniecia odgrywaja istotng role w innych fizjo-
logicznych mechanizmach. Potwierdzono na przy-
kiad, ze krwinki plytkowe, wydzielajac czynniki
proneurogenne, komunikujg sie z tkanka mozgowa,
wplywajac na funkcje kognitywne mozgu (zdolnos¢
przetwarzania bodZcow z otoczenia). Jest to Scisle
zwigzane z obecnoS$cig w ziarnisto$ciach krwinek
plytkowych czynnikow neurotroficznych — neu-
rotropowego czynnika pochodzenia mézgowego
(BDNE, brain-derived neurotrophic factor), czynnika
plytkowego 4 (PF4, platelet factor 4), pelniacego
funkcje stymulatora neurogenezy oraz innych,
wspomnianych wczesniej biatek, bioragcych udziat
w mechanizmach wzrostu i regeneracji, miedzy
innymi czynnik wzrostu naskorka (EGE, epider-
mal growth factor), VEGF lub PDGFE. W zwiazku
z powyzszymi doniesieniami zainteresowano sie
zastosowaniem lizatow w procesach neuroregene-
racyjnych. Wyniki badan (zaréwno in vitro, jak 1 in
vivo) otrzymane w modelach chordb: stwardnienia
zanikowego bocznego (ALS, amyotrophic lateral
sclerosis), urazowego uszkodzenia mozgu (TBI,
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traumatic brain injury), Parkinsona czy Alzhaime-
ra potwierdzily, ze lizaty podtrzymuja optymalng
strukture i funkcje neuronow (wykazuja dziatanie
neuroprotekcyjne), a w modelu udaru niedokrwien-
nego mozgu potwierdzono takze dzialanie pobu-
dzajace tworzenie komoérek nerwowych i1 naczyn
krwiono$nych. W przypadku ww. jednostek choro-
bowych wazna jest mozliwo§¢ indukcji podziatow
komorek nerwowych, co daje szanse na poprawe
stanu zdrowia pacjentow. W przypadku urazowego
uszkodzenia mézgu (TBI) mogacego doprowadzié
w zaawansowane]j formie do zaburzen fizycznych,
poznawczych, spoleczno-emocjonalnych lub nawet
Smierci stosuje sie wylacznie leczenie paliatywne
(tzn. objawowe). Leczenie lizatami, ze wzgledu
na ich szerokie spektrum bialek proteomu (ze-
staw bialek wystepujacych w komérce, w danym
momencie), moze stanowi¢ w tym przypadku
jedna z nielicznych opcji terapeutycznych. W celu
zapewnienia maksimum bezpieczenstwa do badan
stosuje sie HPLs poddane nanofiltracji oraz inak-
tywacji poprzez ogrzewanie (ok. 55°C przez 0,5 h)
(IHPPL, heat-treated Inactivated Platelet Pellet Ly-
sate). Filtracja membranowa zapewnia usuniecie
wiruso6w, natomiast wysoka temperatura zapobiega
aktywacji trombiny, aktywacji czynnika XI oraz
chroni pacjenta przed ewentualnym ryzykiem
zakrzepicy. Piecio-procentowy roztwor IHPPL
po tygodniu inkubacji z komérkami mikrogleju
1 neuronami nie wykazywal w stosunku do nich
toksyczno$ci i nie indukowal stanu zapalnego, wy-
razanego w komorkach przez ekspresje czynnikow
zapalnych (m.in. czynnika martwicy nowotworow
[TNE, tumor necrosis factor] oraz cyklooksygenazy
[COX-2, cyclooxygenase-2]), co w polaczeniu z ba-
daniami nad podziatami neuronéw daje nadzieje
na mozliwo$¢ implementacji lizatow do leczenia
uktadu nerwowego [6, 9, 10].

Aktywne biologicznie substancje zawarte
w plytkach krwi sprawiaja, ze obecnie preparaty
plytkopochodne juz znalazly swoje zastosowanie
w terapii wielu jednostek chorobowych, miedzy

innymi takich jak niegojace sie rany i choroby
zwyrodnieniowe stawow, a prowadzone obecnie
badania mogg umozliwi¢ wykorzystanie tych pre-
paratow w przyszloSci, na przykiad w chorobach
neurodegeneracyjnych oraz regeneracji koSci,
Sciegien, neuronow i innych.
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