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SOUHRN

Autorka se zamérila na destickové faktory z alfa granuli trombocytl, konkrétné PDGF, IGF 1, TGF a VEGF. Trombocyty
byly nejprve destruovany termodestrukci, aby se faktory vyplavily do plazmy. Plazma byla defibrinovana tepelng,
¢imz doslo jak k vysrazeni koagulacnich faktor(, tak k inaktivaci komplementu. Po centrifugaci byl destickovy lyzat
pretlacen plazmaextraktorem do ozarovaciho vaku. Byl pfidan roztok Riboflavinu a destickovy lyzat byl virové a bak-
teridlné inaktivovan systémem Mirasol. Konecny roztok byl lyofilizovan.

Autorka validovala kazdy kriticky vyrobni krok. Destickové faktory byly méfeny na zacatku procesu, po mikrobidlni
inaktivaci a po lyofilizaci.

Vyrobni proces nemél vyznamny vliv na hladinu desti¢kovych faktor(. Toto zjisténi je zasadni pro dalsi vyuziti des-
tickového lyzatu.
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SUMMARY
KubeSova B
Influence of processing of platelet lysate at selected of platelets factors

The author focused on factors from platelet alpha granules, specifically the PDGF, IGF-1, a VEGF and TGF. Platelets were
first broken by deep frozen that had washed factors into the plasma. Plasma was heat-treated, thereby leading to precipi-
tation of coagulation factors, as well as to inactivate the complement. After centrifugation platelet lysate was pushed to
the bag. Riboflavin solution was added and platelet lysate was viral and bacterial inactivated by Mirasol system. The final
solution was freeze-dried.

The author of validated each critical step. Platelet factors were measured at the beginning of the process, following the
inactivation of microbial and after freeze-dried. The production process had not a significant impact on the level of plate-
let factors. This finding is crucial for the other using of platelet lysate.
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uvob

Kultivace lidskych kmenovych bunék vyzaduji spe-
cificka média a suplementy do nich. V pfipadé, Ze kul-
tivované buniky maji byt nasledné aplikovany ¢lovéku,
jsou pozadavky na tato média velmi ptisné. Pro kulti-
vaci mesenchymalnich kmenovych bunék se nezbyt-
nym suplementem do média stal destickovy lyzat (1).

Destickovy lyzat je na hranici bunéénych pripravki,
transfuznich pfipravkl, krevnich derivati a 1é¢ivych
pripravka pro moderni terapii (ATMP), coZ se projevuje
i pfi snaze o legislativni zatazeni.

V této praci jsme se zabyvali hledanim vhodného
postupu, pii kterém byly ziskany desti¢kové faktory
ve formé destickového lyzatu, a to ve formé, kterd je
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vychozi surovinou pro dalsi vyuziti. Hladiny faktorQ by-
ly v pribéhu procesu monitorovany, abychom zjistili,
nakolik jsou procesem zpracovani zménény.

MATERIAL A METODIKA

Pro vyzkum byla vyuzita plazma bohata na desticky
(PRP) ziskana pristrojovou separaci. Pro separaci byl
pouzit piistroj Haemonetics MCS. Béhem procedury
se s krvi automaticky misi antikoagula¢ni roztok (3,8%
natrium citricum). Primérny obsah trombocytd v od-
separované PRP je cca 4 x vyss$i jak v plné krvi, tedy cca
1200 x 10°/1 koncentratu.

Destrukci trombocytli jsme provedli tak, Ze trom-
bocyty byly tfikrat zmrazeny pii teploté -80 °C a pak
rozmrazeny pii pokojové teploté. Tim doslo k destrukci
membran a vyliti obsahu alfa granul do plazmy.

Vak s plazmou a s destruovanymi trombocyty jsme
ponofili do vodni 1azné 57 °C na 30 minut. Tim doslo
k vysrazeni koagulacnich faktor a k inaktivaci kom-
plementu. Vysledny produkt byl centrifugovan pri
3000 g 15 minut. Supernatant - destickovy lyzat - byl
pretlacen do sbérného vaku a koagulaty s trombocyto-
vymi membranami byly likvidovany.

Pro inaktivaci patogentl jsme zvolili Systém Mirasol.
Systém Mirasol pro oSetfeni trombocytli a plazmy vy-
uziva Riboflavin (vitamin B2) v kombinaci s UV zafenim
k poskozeni patogennich agens, které obsahuji nukle-
ové kyseliny. Tento systém je efektivni proti klinicky
relevantnim patogentim, aniz by doslo k poskozeni
potfebnych slozek.

Faktory byly vySetfovany kvantitativni technikou
imunochemické analyzy (immunoassay). Kromé PDGF
(platelet derived growth factor) byly vySetfovany i ty-
to faktory: TGF (transforming growth factor), VEGF

(vascular endothelial growth factor) a IGF-I (insulin
like growth factor). PDGF: Human PDGF-BB Platinum
ELISA, BMS2071, Bender MedSystems GmbH (eBiosci-
ence). IGF-I: Immulite 2000 IGF-I, L2KGF2, Siemens.

Prvni tfi metody jsou manualni dvoukrokové ne-
kompetitivni (sendvicové) imunoanalytické metody.
V prvnim kroku reaguje analyt ve vzorku se specifickou
protilatkou na sténé mikrotitra¢ni jamky. Po odstra-
néni nadbytku antigenu a promyti se prfidava druha
biotinylovana specificka protilatka, kterd se béhem
druhé inkubace navazuje na antigen zachyceny prvni
protilatkou. Po promyti se vznikly komplex zviditelni
pomoci konjugatu kienova peroxidaza-streptavidin
a substratu (tetrametylbenzidin). Signal se méfi na
ELISA readeru pfi 450 nm. Koncentrace analytu se
odecita z kalibrac¢ni kfivky stanovované v kazdé sérii.

Stanoveni IGF-1je plné automatizovana jednokroko-
va chemiluminiscen¢ni imunoanalytickd metoda pro-
vadéna na analyzatoru Immulite 2000 firmy Siemens.
IGF-1ve vzorku reaguje béhem jedné inkubace se dvéma
specifickymi protilatkami; monoklonalni mysi proti-
latka je navazana na povrchu reagencni kulicky, druha
polyklondlni kralici protilatka je znacena alkalickou
fosfatazou. Po promyti je mnozstvi vzorku detekova-
no chemiluminiscenci vyvolané pfidanim substratu.
Pristroj Immulite 2000 automaticky vyhodnocuje kon-
centrace analytu porovnanim signalu vzorku s kalib-
racni kfivkou. Kalibruje se vZzdy nova Sarze reagencie
a po uplynuti vyrobcem garantované doby stability se
provadi kalibrace - 14 dni.

Faktory byly vySetfeny v rozmrazené plazmeé bohaté
na desticky od jednotlivych darcti (30 vzorki), potom po
smichani PRP do jednoho objemu, tepelné defibrinaci,
inaktivaci komplementu, inaktivaci patogenti systé-

30 vaka s plazmou bohatou

Smichani, tepelna defibrinace,

na desti¢ky po kryodestrukci => inaktivace komplementu, => Lyofilizace
desticek inaktivace patogent
30 vzorki 3 vzorky 3 vzorky

Obr.1 Schéma zpracovani a odbéru vzorkd k vysetieni desti¢kovych faktord.
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mem Mirasol (Iaboratofe NTC a. s.) (3 vzorky) a nasled-
né na konci zpracovani po lyofilizaci (3 vzorky) (obr. 1).

Kromeé faktori bylo soubézné provedeno také vyset-
feni celkové bilkoviny v destickovém lyzatu. Stanoveni
celkové bilkoviny ve vzorcich bylo provedeno na analy-

Tab. 1 Hladina ristovych faktor( IGF1, TGF, PDGF, VEGF v DL od
jednotlivych darcd.

IGF-1 TGF PDGF VEGF
Oznaceni vzorku ug/I ug/l .74 ng/I
DL-1 147 157,6 26,7 1,632
DL-2 47,4 135,3 33,4 1,608
DL-3 48,7 184,4 64,3 3,936
DL-4 103 150,5 52 1,372
DL-5 64,4 147 44,8 2,51
DL-6 30,3 125,2 56,3 1,021
DL-7 15 195 16,5 1,333
DL-8 143 126 40,7 0,981
DL-9 133 1791 85,1 3,826
DL-10 92,2 121,7 17,6 0,942
DL-11 150 135,9 80,7 1,442
DL-12 98,9 108,2 29,9 2,974
DL-13 157 116,9 20 1,216
DL-14 208 160 37,6 0,112
DL-15 139 1271 28 0,112
DL-16 73,6 90,7 212 0,626
DL-17 93,8 120,6 30,5 3,021
DL-18 122 150,7 32] 0,595
DL-19 62,5 163,4 77,3 1,730
DL-20 157 164,3 25,6 1,233
DL-21 85,8 167,9 458 4,396
DL-22 135 126 39,6 0,527
DL-23 177 1131 253 1,528
DL-24 82 138 329 5,068
DL-25 84,5 13,3 45,1 2,590
DL-26 95,3 151,2 454 1,794
DL-27 13 136,4 44,8 2,840
DL-28 105 166,7 33,7 2,950
DL-29 124 101,9 31,5 0,675
DL-30 173 139,3 419 2,326

zatoru Cobas 8000 C701 soupravou TP2 (Celkovy protein
2. generace) fotometricky biuretovou reakci. Analyzator
i souprava jsou produkty firmy Roche Diagnostic
GmbH, Mannheim, Germany.

Zkousky na endotoxiny byly provedeny v kontrolni
laboratofiITEST plus s.r.0., Hradec Kralové. Stanoveni
bakteridlnich endotoxint bylo provedeno LAL testem
- kinetickou turbidimetrickou metodou.

VYSLEDKY

Vzorky k vySetfeni destickovych faktort byly odebra-
ny z destickového lyzatu (DL) pfed smisenim do jedno-
ho objemu, potom po smichani, tepelné defibrinaci,
inaktivaci komplementu, inaktivaci patogenti systé-
mem Mirasol a pak na konci zpracovani po lyofilizaci.
Schéma odebrani vzorkil pro vysetfeni destickovych
faktor je zobrazeno na obrazku 1.

V tabulce 1jsou uvedeny hladiny riistovych faktori
IGF-1, TGE, PDGF, VEGE v DL od jednotlivych darc.

Tabulka 2 uvadi hladiny ristovych faktor IGF-I,
TGF, PDGF, VEGF v DL po smichani rozmrazené plaz-
my bohaté na desticky, tepelné defibrinaci, inakti-
vaci komplementu a inaktivaci patogent systémem
Mirasol.

V tabulce 3 jsou uvedeny vysledky méteni hladiny
vybranych destickovych faktorli po lyofilizaci, tedy na
konci procesu zpracovani.

Nameéfené vysledky byly statisticky hodnoceny po-
moci Studentova t-testu. Rozdily v naméfenych hod-
notach nebyly statisticky vyznamné.

V tabulce 4 je uvedena hladina celkové bilkoviny na
zacatku procesu a na konci - po lyofilizaci. Vzorky po
lyofilizaci byly pro méfeni resuspendovany v odpovi-
dajicim objemu fyziologického roztoku.

Hladina celkové bilkoviny po procesu zpracovani
Klesla priblizné o jednu tfetinu.

Pro vySetfeni bakteridlnich endotoxint je limitni
hodnota dle zadavatele 0,25 EU/ml. Ve vSech méfenych
vzorcich byla hodnota podlimitni, tedy neméfitelna.

Vzorky byly vySetfeny mikrobiologicky a vSechny
vzorky byly sterilni.

Tab. 2 Vysledky méreni hladiny vybranych desti¢kovych faktor( v DL
po smichani, tepelné defibrinaci, inaktivaci komplementu
a inaktivaci patogena.

Vzorek 1

Vzorek 2

Vzorek 3
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Tab. 3 Vysledky méreni hladiny vybranych destickovych faktord v DL
po lyofilizaci.

226

Vzorek 1

Vzorek 2

Vzorek 3

Tab. 4 Hladina celkové bilkoviny na zac¢atku a na konci procesu zpra-
covani.

Hodnoty pfed zpracovanim Hodnoty po zpracovani

celkova bilkovina g/1

celkova bilkovina g/1

655 486

659 488

62,1 48]
DISKUSE

Trombocyty hraji centrdlni tlohu v hemostize
a v hojeni ran. Hojen{ ran je komplexem intra- a ex-
tracelularnich kroki, které jsou regulovany signalnimi
proteiny, a cely proces neni dosud kompletné poznan.
Co je jisté, je to, Ze krevni desti¢ky v ném hraji velmi
dtileZitou a dost mozna zcela rozhodujici roli. Aktivace
desticek je odpovédi na poskozeni tkané a vede kromé
podpory sraZeni i k sekreci biologicky aktivnich pro-
teinti. Tyto proteiny pfipravuji podminky pro hojeni
tkané, které zahrnuji bunéénou chemotaxi, proli-
feraci a diferenciaci, odstranéni tkanového detritu,
angiogenezi, tvorbu extracelularni matrix a regeneraci
odpovidajicim typem tkané.

V na$i praci jsme hledali vhodny proces ziskani
obsahu alfa granuli z lidskych trombocytl. V alfa gra-
nulich jsou obsazeny tzv. destickové faktory a chtéli
jsme je ziskat tak, aby nedoslo k velkému snizeni jejich
hladiny. Dvodem naseho snazeni jsou vysoké hojivé
a biostimula¢ni i¢inky destickovych faktor, které
maji stimula¢ni vliv na celou fadu bunék (2, 3, 4, 5, 6,
7, 8). Stimulujici i¢inky jsou popsany na osteoblastech,
fibroblastech, cévnim endotelu, bunkach ziskanych
z periostu a na mesenchymalnich kmenovych burikich
(9). Klic¢ové destickové faktory, které maji mohutny
biostimulacéni ucinek, jsou predevsim PDGF (plate-
let derived growth factor) a TGF-beta (transforming
growth factor). V nasi praci jsme se rozhodli sledovat
z dalsich faktort jesté IGF (insulin like growth factor)
a VEGF (vascular endothelial growth factor) (10, 11).
Z fyzikalniho hlediska se tyto faktory chovaji v podstaté
stejné (12, 13, 14).
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Cela fada in vitro studii dokazuje vliv destickového
lyzatu (coz je vlastné plazma obohacena o obsah alfa
granuli) na bunécné kultury (15, 16, 17).

Pro kultivace mesenchymalnich kmenovych bunék
je pouziti destickového lyzatu jiz uzndvanym ,,zlatym*
standardem. V soucasné dobé je ale stale nevyhodou, Ze
priprava tohoto lyzatu probiha jen v laboratornich pod-
minkach jednotlivych pracovist. To ovSem znamena, Ze
kazda laboratof pouziva trochu jiny postup. Pracovnici,
ktetfi mesenchymadlni kmenové bunky kultivuji, si
musi desti¢kovy lyzat pfipravovat sami v laboratornich
podminkach a neexistuje jednotny postup.

Proto jsme chtéli vytvofit a otestovat standardni
postup, ktery by ve vysledku obsahoval vybrané destic-
kové faktory a splrioval veskeré kvalitativni pozadavky
a soucasné i legislativni naroky na bezpecnost.

Museli jsme vytesit nékolik procesnich kroki. A na-
konec zjistit, nakolik cely proces ovlivni hladinu des-
tickovych faktori, zejména PDGF.

Suplement do média musi byt sérum, aby nedocha-
zelo k nezadoucimu vysraZeni plazmatickych faktort.
Ty by vytvotily sit, do které by mohly byt zachyceny
buriky, a kultivace by tim byla znehodnocena.

Hledali jsme zplisob defibrinace plazmy, ktery by
soucasné vedl i k inaktivaci komplementu a z praktic-
kého hlediska byl pouZitelny pro zpracovani vétsich ob-
jemt PRP. Tepelna defibrinace je bezpecny a pomérné
snadny zplisob zmény plazmy na sérum, ktery soucasné
vede i k inaktivaci komplementu. Testovanim pod mi-
kroskopem na erytrocytovém naplavu jsme si ovérili,
Ze nedochazi k pozdnim vznikéim fibrinovych vlaken.

Dalsi podminkou bylo, Ze vysledny produkt musi
byt zcela bezpecny z pohledu mozného prenosu infek¢-
nich agens. Plazmu bohatou na desticky jsme ziskali
z transfuzniho oddéleni. Jednalo se o krevni desticky
od zdravych darci, které byly ziskané pfistrojovou
separaci. Darci byli vySetfeni na povinné laboratorni
testy konkrétné HBsAg, anti-HCV, HIV-1,2 (Ab/Ag)
a syfilis. I pfes negativni laboratorni vysledky vySetfe-
ni pfedepsanych testii, bylo zapotfebi zvolit nékterou
z moznosti, které fesi diagnostické okno pfi vySetfeni
infekénich markert.

Prvni moznost je minimalné Sestimési¢ni karanténa
a druha je inaktivace patogenti. Zvolili jsme druhou
moznost, tedy inaktivaci patogenti. Chtéli jsme zame-
zit pfenosu i béZné nevysetfovanych patogent. Hledali
jsme zplisob inaktivace, kdy by pfiddvana latka neméla
negativni ti¢inek na kultivované buriky po pfidani lyza-
tu ke kultivacnimu médiu. Z tohoto pohledu nés nejvi-
ce zaujala technologie firmy Caridian - Mirasol. Tento
systém vyuziva pfidani Riboflavinu s naslednym oza-
fenim UV zafenim. Tim dojde k destrukci DNA i RNA
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pfipadnych agens. Riboflavin v produktu zistava, ale
pro kultivaci bunék je neskodny. Naopak se ukazalo,
Ze je pro bunky vyhodny. Vyuziti Riboflavinu a na-
sledného ozateni UV zafeni je bezpecné. Riboflavin,
ktery v desti¢kovém lyzatu zGstava, je kultivovanymi
burikami metabolizovan.

Dalsi otazkou, kterou jsme fesili, byla vysledna po-
doba destickového lyzatu. Chtéli jsme, aby byl snadno
transportovatelny, skladovatelny a prakticky pouzi-
telny.

Idealni je v tomto pfipadé iprava pomoci lyofilizace.
Tato Uprava je obecné velmi Setrna k plazmatickym
faktorm, a proto jsme doufali, Ze bude Setrna i k des-
tickovym faktorGm.

Po tepelné defibrinaci plazmy a kryodestrukci trom-
bocytld jsme centrifugaci odstranili sraZzené plazma-
tické faktory a detritus z rozpadlych trombocytovych
membran. Proto jsme méfili hladinu celkové bilkoviny.
Pokles o necelou tfetinu nas neprekvapil. Pocitali jsme
i s moZnosti, Ze dojde k poklesu desti¢kovych faktord.
To se nastésti nepotvrdilo. Pravdépodobné je to dano re-
lativné malou molekulovou hmotnosti téchto faktort.
Pfi centrifugaci neklesnou na dno vaku, ale ziistanou
VvV supernatantu.

Hladinu destic¢kovych faktori nesnizila ani inak-
tivace patogenti, ani konecna lyofilizace. Toto bylo
v souladu s nasim predpokladem.

Pii studiu vyuziti destickového lyzatu jsme nasli
celou fadu odbornych prezentaci, kde bylo vyuzivano
desti¢kového lyzatu nebo plazmy bohaté na desticky pro
podporu hojeni nejriznéjsich ran na zvifecich mode-
lech, zejména pfti arteficialnim poskozeni mandibuly
krysy nebo Achillovy §lachy kralika (18, 19).

Rada praci se zabyva vyuzZitim plazmy bohaté na
destic¢ky u lidskych pacient s chronickymi i akutnimi
poskozenimi. Popisuje se vyznamneé pozitivni acinek
na chronické, nehojici se kozni rany a bércové viedy
(20). Dochazi k poklesu pooperativnich infekci, snizeni
bolesti a ke zmenSeni pooperacniho krvaceni. Néktera
pracovisté, mezi nimi i klinika celistni chirurgie ve
Fakultni nemocnici u Svaté Anny v Brné, jiz standardné
vyuzivaji autologni PRP pfi tézkych rekonstrukénich
operacich (21). Stale vice se plazma obohacena destic-
kami vyuziva v kosmetické a plastické chirurgii. Jiz
pomérné bézné se vlastni plazma obohacend krevni-
mi destickami aplikuje do podkozi k efektu omlazeni
pleti, pfi mezoterapii nebo k podpore hojeni jizev (22).
Vyznamné je i pouziti v oftalmologii, kde nejcastéjsi
diagnézou je syndrom suchého oka. Syndrom suché-
ho oka se stava témér epidemiologickou zaleZitosti,
protoze pocet lidi, ktefi timto trpi, se dramaticky zvy-
Suje. Neni pritom zcela jasné, co tuto situaci a tento

dramaticky narfist zptisobuje. Spekuluje se o vlivu
klimatizace, prace s pocitaci apod. Destickovy lyzat
je v tuto chvili nejuic¢innéjsi 1é¢bou na tento syndrom,
ktery jinak vede ke kornedlnim defektiim a mtiZe dojit
az k slepoté. Vzdy se ovSem jednalo o autologni mate-
rial, nikdy ne alogenni (23).

Dalsi vyzkum se bude vénovat hledani idealni kon-
centrace pro jednotlivé typy diferencovanych bunék
a pro mesenchymadlni kmenové buriky.

ZAVER

Predkladana prace komplexné posuzuje proces zis-
kani a zpracovani destickového lyzatu tak, aby doslo
k zachovani v ném obsazenych desti¢kovych faktorQi.

Vysetfili jsme vybrané destickové faktory PDCF, IGF,
TGF a VEGF pred zahajenim procesu zpracovani (v PRP,
kterd byla tfikrat zmrazena a opét rozmrazena tak, aby
doslo k maximalni destrukci trombocytd a uvolnéni
obsahu alfa granul a tim padem destickovych faktor
do plazmy) a po ukoncéeni celého procesu, tedy v lyofili-
zovaném a znovu rehydratovaném destickovém lyzatu.

Prestoze doslo k poklesu celkové bilkoviny pii defib-
rinaci a nasledném odstranéni aktivovanych plazma-
tickych faktori a bunécného detritu, hladina sledo-
vanych destickovych faktortl se statisticky vyznamné
nezmeénila.
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