(19) OFICIUL DE STAT
PENTRU INVENTII $1 MARCI

ROMANIA

an RO 126187 A0

Bucuresti 1) Int.CI.
AG1K 49/00 X5,
GOTN 33/49 @59V,
AG61B 5/0275 060D
(12) CERERE DE BREVET DE INVENTIE

(21)  Nr.cerere: d 2010 01123
(22)  Data de depozit: 17.11.2010

(41) Data publicarii cererii:
29.04.2011 BOPI nr. 4/2011

(71) Solicitant:
» STOIAN GHEORGHE, CAL. VACARESTI/
NR. 338BL. 15SC. 1ET. 5AP. 17,
BUCURESTI, B, RO;
+ DOBREANU MARIA, ALEEA CICEU
NR.11, BL.E14, SC.2, ET.1, AP.26,
SECTOR 4, BUCURESTI, B, RO;
+ CONSTANTINESCU ANDREI
ALEXANDRU,
STR. COL. POENARU BORDEA NR.16,
AP.4, SECTOR 4, BUCURESTI, B, RO;
* STURZOIU CRISTINA,
ALEEA ADRIAN CIRSTEA NR.3, BL.33B,
SC.1, AP.22, SECTOR 3, BUCURESTI, B,
RO;
+ UNGUREANU ADRIAN, S$OS. VERGULUI
NR.67, BL.15D, ET.3, AP.17, SECTOR 2,
BUCURESTI, B, RO

(72) Inventatori:
» STOIAN GHEORGHE, CAL. VACARESTI/
NR. 338BL. 15SC. 1ET. 5AP. 17,
BUCURESTI, B, RO;
+ CONSTANTINESCU ANDREI
ALEXANDRU,
STR. COL. POENARU BORDEA NR.16,
AP.4, SECTOR 4, BUCURESTI, B, RO;
+ DOBREANU MARIA, ALEEA CICEU
NR.11, BLLE14, SC.2, ET.1, AP.26,
SECTOR 4, BUCURESTI, B, RO;
* UNGUREANU ADRIAN, SOS. VERGULUI
NR.67, BL.15D, ET.3, AP.17, SECTOR 2,
BUCURESTI, B, RO;
* STURZOIU CRISTINA,
ALEEA ADRIAN CIRSTEA NR.3, BL.33B,
SC.1, AP.22, SECTOR 3, BUCURESTI, B,
RO
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UTILIZAREA UNUI NOU MARKER FLUORESCENT -

HIPERICINA

(57) Rezumat:

Prezenta inventie se refera la o metoda de evaluare
imagisticd a calitatii si a fiabilitatii eritrocitelor umane de
uz terapeutic, stocate pe o perioada de timp caracteris-
tica fiecarui produs sanguin eritrocitar. Metoda conform
inventiei presupune prelevarea de esantioane din pun-
gile cu sé&nge pentru stocare si analizarea lor, din punct
de vedere imagistic, prin aplicarea unei solutii de

hipericind. Analiza imagisticé se realizeaza prin obser-
varea, la microscopul confocal, a modificarilor morfolo-
gice ale eritrocitelor stocate.
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Prezenta inventie se referd la o metoda de evaluare imagistica a calitatii si fiabilitatii
eritrocitelor umane de uz terapeutic, stocate pe o perioada de timp caracteristica fiecarui
produs sanguin eritrocitar.

Singele total si concentratele eritrocitare utilizate in transfuzie pot fi pastrate timp de
42 de zile, dacd sunt resuspendate in SAGM, rata acceptatd de supravietuire in vivo a
eritrocitelor dupa administrare fiind de 75% (Walker et al., 1993).

Au fost identificate o serie de modificéri sanguine ale celulelor rosii sangvine (RBC)
in timpul stocarii, care sunt asociate cu efectele adverse negative aparute dupa transfuzie,
precum oxigenarea redusd a tesuturilor. Aceste alterari sunt denumite, colectiv, ,leziuni de
conservare”, includ modificari biochimice, biomecanice si imunologice si pot cauza probleme
multiple de sanatate pacientilor care primesc produse sanguine eritrocitare stocate o perioada
mai mare de timp (Koch et al., 2008).

Transfuzia de sange stocat pe o duratdi mai mare de timp creste riscul aparitiei
complicatiilor dupa interventiile de bypass arterial si/sau dupd interventiile chirurgicale pe
cord (Koch et al., 2008). Studiile experimentale indica faptul ca eritrocitele Tmbatranite isi
pierd elasticitatea si aderd pe suprafata endotelialad cauzand ocluzia capilarelor (Hovav et al.,
1999). Deformabilitatea eritrocitelor scade progresiv in timpul stocarii datoritd pierderii de
fragmente membranare (Izzo et al., 1999; Card et al., 1982). Pierderea integritdtii membranei
si scidderea deformabilitatii celulare pot conduce la ocluzia microcirculatiei rezultand
ischemia tisulara la pacientii care primesc produse eritrocitare vechi (Marik et al., 1993). In
plus, transfuzia de eritrocite imbatranite a fost asociatd cu TRIM (imuno modulare asociata
transtuziei) si MOF (insuficientd multipld de organe) (Zallen et al., 1999; Moore et al., 1997).
Mai mult, transfuzia de eritrocite imbatranite se poate asocia cu riscul crescut al morbiditatii
si mortalitatii ca urmare a complicatiilor posttransfuzionale (Purdy et al., 1997; Leal-Noval et
al., 2003), care se accentueaza pe masura cresterii perioadei de stocaj.

Sunt cunoscute diferite metode de testare a calitatii singelui provenit de la donatori:
hemoglobina, hematocrit, rata hemolizei, numarul de leucocite, numarul de plachete. Testele
virale si bacteriologice reprezintd primul nivel de triere al sangelui, care permit detectia unor
posibile contaminari cu virusuri sau bacterii patogene (Sweeney & Rizk, 1999; Shander et al.,
2007; Kaplan, 2007).

Testele pentru analiza unor posibile contaminiri cu elemente celulare sau moleculare
indezirabile sunt folosite pentru detectarea de celule sangvine care nu se doresc a fi stocate ori
substante chimice rezultate in urma procesérii pentru stocarea singelui (Sweeney & Rizk,

1999; Shander et al., 2007; Kaplan, 2007).
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Toate aceste teste pot determina calitatea singelui, in faza de pre-stocare, din punct de
vedere al prezentei de elemente virale, celulare sau chimice, care poate afecta sanatatea
pacientilor. Insa eritrocitele stocate pot prezenta alte riscuri pentru pacientii supusi transfuziei.
Aceste riscuri survin in urma modificdrilor morfo-biochimice a hematiilor, din timpul
pastrarii, care conduc la alterarea semnificativa a functiilor celulare. Aceste modificari nu sunt
detectabile prin testele clasice amintite anterior si pot aparea chiar la eritrocitele aflate intr-o
stare oficial acceptata pentru transfuzie. Lipsa unor teste specifice pentru determinarea
nivelului de alterare morfo-functionald a hematiilor stocate reprezintd un real risc pentru
sanitatea pacientilor, intrucat lipsa contaminarii virale si bacteriologice sau chimice nu
garanteaza si statusul biologic si functional optim al eritrocitelor, la un anumit moment, din
perioada de stocare (conform Ghidului de Preparare, Utilizare si Asigurarii Calitatii pentru
Componentele de Sange al CE 2007).

Mai exista teste care stabilesc compatibilitatea dintre pacientul care va suferi o
transfuzie si produsul sanguin stocat disponibil: grup sanguin ABO, Rh si alte sisteme de grup
(Kaplan, 2007).

Totusi, se cunoaste o metoda universal acceptatd pentru determinarea calitatii sdngelui
stocat, care constd in determinarea nivelului de hemoliza a eritrocitelor stocate prin masurarea
cantitatii de hemoglobina eliberate (standard mai mic de 0.8% din masa eritrocitard) din
hematii, in timpul pastrarii. Aproximéandu-se nivelul hemolitic al eritrocitelor dintr-o unitate
stocatd se poate aprecia nivelul de alterare al acestora (Hess et al., 2009). Metoda prezinta mai
multe dezavantaje: se aplica la sfarsitul perioadei de stocare; se testeazi un procent minim de
unitati stocate dintr-un lot intreg (1% din productia lunara), inducand erori in aprecierea
calitatii sngelui stocat dintr-un anumit lof; aprecierea nivelului de alterare a eritrocitelor este
nespecificd, indirectd si inexacta, conducand la aproximarea incorectd a calititii eritrocitelor
stocate; aplicarea metodei necesitd mai multe etape tehnice si un timp de analiza crescut.

O alta metoda pentru determinarea calitatii eritrocitelor stocate, aflatd in dezvoltare,
presupune analizarea stabilitdtii mecanice a hematiilor prin masurarea hemoglobinei libere si
aproximarea gradului de hemolizd (Schulzki & Reinhart, 2010). Astfel, aceasta metoda
prezintd dezavantajele prezentate anterior, $i anume nedeterminarea specifica a alterarilor
primare apérute la eritrocitele stocate.

Din punct de vedere al determindrii calitdtii eritrocitelor stocate se mai cunoaste o
metoda, aflatd inca in dezvoltare, care se bazeazd pe analizarea fragilititii membranei
celulare. Astfel, analizatorul Red Blood Cell Fragility Meter poate masura nivelul alterarii

fiecarei unititi de sange stocat aproape de sau chiar in momentul utilizarii (Alfano, 2009).
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Fragilitatea hematiilor este considerata un marker important pentru randamentul transfuzional
pentru cd influenteaza nivelul hemolizei, in vivo, si scdderea capacitatii de transport a
oxigenului a celulelor rimase viabile, generand ischemia tisulara. Analizatorul Red Blood
Cell Fragility Meter prezinta anumite dezavantaje, cum ar fi numirul de etape tehnice si
logistica necesara aplicarii testului. Metoda implica aplicarea unui stres mecanic de intensitate
si durata variabile, determinarea spectrofotometricd a hemolizatului din proba si procesarea
computerizaté a rezultatelor prin intermediul modelarii statistice pentru cuantificarea
aceastd metoda de analizd a eritrocitelor stocate prezinta un dezavantaj important,
nedeterminarea fenomenul de permeabilizare excesivd a membranei, care poate aparea fara ca
membrana sa prezinte o alterare detectabild prin metodele descrise anterior, respectiv fara sa
isi piarda din deformabilitate sau elasticitate.

De asemenea, pierderea deformabilitatii celulare se mai poate misura prin
ektacitometrie, prin tehnica resistive pulse spectroscopy, filtrare prin micropori, principiul
optical tweezers (Alfano, 2009). Aceste metode nu sunt insd fiabile pentru a fi folosite in
testarea sangelui stocat pentru ca implica un protocol de lucru complicat si o duratd de timp
care nu permite efectuarea testérii rapide necesare in transfuzie.

Alte posibile metode de determinare a viabilititii eritrocitelor pe perioada stocdrii
sunt: masurarea impedantei electrice; masurarea parametrilor fiziologici precum nivelul ATP,
nivelul 2,3-DPG, K*, CI' si Na*, masurarea nivelului de pH, mdsurarea proprietatilor electrice
ale sdngelui. Toate aceste tipuri de teste sunt scumpe si indelungate (Ulgen & Sezdi 2007)

Prin aplicarea inventiei propuse se inldturd dezavantajele metodelor de determinare a
calitatii eritrocitelor stocate amintite anterior prin faptul ca: evidentiazad un spectru mult mai
larg al aspectelor morfo-functionale ale eritrocitelor stocate; permite masurarea/cuantificarea
eritrocitelor viabile din punct de vedere al integritdtii membranei; evidentiaza specific si in
detaliu modificarile morfologice ale membranei celulare; poate evidentia stadiile timpurii ale
alterarii hematiilor stocate; permite aprecierea exactd a nivelului de alterare a hematiilor;
poate completa setul de teste pre-stocare ajutdnd la trierea singelui nu numai pe baza
contamindrii c¢i si a nivelului de eritrocite imbatranite; poate evidentia anumite maladii
hematologice, fard consum mare de reactivi; oferd rezultate usor de interpretat; este un test
rapid si eficient; implica un procedeu tehnic simplu si netoxic; necesitd resurse financiare
minime; metoda este pretabila la automatizari. Toate aceste caracteristici specifice confera
metodei inventate de testare a calitdfii eritrocitelor stocate avantajul rezultatelor exacte,

specifice si rapide.

i s

[V



¢~2010-01923--
17 -11- 2010

Aplicarea inventiei presupune doud etape de lucru, si anume aplicarea solutiei de
hipericind peste proba de eritrocite prelevate din unitatea stocata si vizualizarea fluorescentei
hipericinei la microscopul confocal.

Se prezinti in continuare un exemplu de realizare a inventiei prin figurile:

- fig. 1. Eritrocite in prima zi de stocare.

- fig. 2. Eritrocite in ziua de stocare 21.

- fig. 3. Eritrocite in ziua de stocare 42.

- fig. 4. Evidentierea morfologiei eritrocitelor decongelate.

Aparatura necesari pentru efectuarea determindrilor:

- set lamad-lamela de sticla pentru preparat;

- microscop confocal pentru vizualizarea fluorescentei;

Mod de lucru

Preparatul pentru microscopia confocala se obtine din aplicarea a 5 pl solutie de
hipericina peste 5 ul masa eritrocitara fluidd. Din acest amestec se pipeteaza 5 ul intre lama si
lameld. Excitarea hipericinei se obtine cu laser, la o lungime de unda intre 480-490 nm, iar
emisia se obtine in intervalul de lungimi de unda 550-600 nm. Concentratia de hipericind
utilizata In solutia de marcare este de 1,01x10™ umoli/ml.

Interpretarea rezultatelor

Hipericina se leaga preferential de colesterolul din membrana celulard care este o
componentd deosebit de importantd a acesteia. Membrana eritrocitelor este bogatd in
colesterol, iar marcarea cu hipericina evidentiaza detaliat modificirile morfologice care apar
datorita degradarii, respectiv deformare si fragmentare.

Scaderea intensitdtii fluorescentei generate de hipericina legatdi de membrana
eritrocitard indicd pierderea de colesterol membranar si, implicit, degradarea membranei
plasmatice.

Fluorescenta din interiorul eritrocitelor este generatd de aportul de hipericina al
acestora indicind permeabilizarea excesivi a membranei, ca stadiu avansat al alterarii.
Intensitatea fluorescentei din interiorul eritrocitelor este strdns corelatd cu gradul de
permeabilizare, respectiv alterare, a celulelor.

Fluorescenta difuzd a membranei plasmatice este generata de intreruperea continuitatii
acesteia ca urmare a alterarii si pierderii colesterolului membranar, avind drept consecinta
destabilizarea membranei. Aceasta indica alterarea puternicd se coroboreazi cu diminuarea

capacitatii antioxidante a membranei eritrocitare si a functiilor celulare.
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Fluorescenta intercelulard este generatd de fragmente membranare si/sau continut
citosolic eritrocitar, indicand nivelul vezicularii si/sau hemolizei, dar si aprecierea cantitatii de
resturi celulare distruse din compozitia produsului sanguin (eritrocite, leucocite, plachete).

Amplitudinea situatiilor caracterizate, in ordinea generarii acestora, este proportionald

cu nivelul respectiv de degradare al eritrocitelor.
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Revendiciri

1. Metoda pentru determinarea calitatii eritrocitelor umane stocate pentru transfuzie

caracterizati prin aceea cii aceasta cuprinde urmatoarele etape:

a.

b.

Se preleveaza 5 ul eritrocite din unitatea de stocare de interes;

Se adaugd 5 pl solutie de hipericina de concentratie 1,01x 10~ pmoli/ml;
Din amestec se folosesc, imediat, 5 pl pentru obtinerea preparatului
microscopic intre lama si lamela de sticla;

Fluorescenta generatd de hipericina legata de membrana eritrocitard se
vizualizeaza la microscopul confocal imediat dupa obtinerea preparatului
MiCroscopic;

Rezultatele de microscopie se interpreteaza astfel:

- marcarea cu hipericind evidentiaza detaliat modificarile morfologice care
apar datorita degradarii, respectiv de deformare si fragmentare a
eritrocitului;

- scidderea intensitatii fluorescentei generate de hipericina legata de
membrana eritrocitara indicd pierderca de colesterol membranar si,
implicit, degradarea membranei plasmatice;

- fluorescenta din interiorul eritrocitelor este generata de aportul de
hipericina al acestora indicind permeabilizarea excesiva a membranei, ca
stadiu avansat al alterdrii. Intensitatea fluorescentei din interiorul
eritrocitelor este strans corelata cu gradul de permeabilizare, respectiv
alterare, ale celulelor;

- fluorescenta difuzd din zona membranei plasmatice este generatd de
destabilizarea, alterarea si pierderea colesterolului membranar. Aceasta
indica alterarea puternicd a membranei eritrocitare si a functiilor celulare;

- fluorescenta intercelulara este generata de fragmente membranare si/sau
continut citosolic eritrocitar, indicind nivelul vezicularii si/sau hemolizei;

- amplitudinea situatiilor caracterizate, in ordinea generarii acestora. este

proporfionala cu nivelul respectiv de degradare a eritrocitelor;

2. Procedeu de configurare a parametrilor microscopului confocal caracterizat prin

aceea ci acesta cuprinde urmatoarele etape:

a.
b.

C.

Excitarea hipericinei se obtine cu laser la lungimea de undd 480-490 nm;
Emisia fluorescentei se obtine pe intervalul lungimii de unda 530-600 nm;

Grosimea sectiunii optice: 0,23 um;

G



0--2010-01123- -

17 -t 2010 ﬂ&/{

Figurile 1, 2, 3. si 4 caracterizate prin aceea ca sunt obtinute in urma cercetarilor

intreprinse pentru obtinerea metodei si demonstreaza veridicitatea acesteia;
Aplicabilitatea caracterizatd prin aceea ¢id metoda poate fi utilizatd pentru
determinarea calitatii eritrocitelor stocate, aproape de sau la momentul efectudrii
transfuziei, parcurgdndu-se etapele descrise in revendicarile 1 si 2.

Aplicabilitatea caracterizati prin aceea c¢i metoda poate fi utilizata pentru
determinarea calitatii eritrocitelor prelevate de la donatori, in stadiul de pre-
stocare, completdnd setul de analize pentru depistarea contaminarilor virale,
biologice si chimice, prin parcurgerea etapelor descrise in revendicarile 1 si 2.
Aplicabilitatea caracterizati prin aceea ci metoda poate fi utilizatd pentru
determinarea calitatii eritrocitelor congelate, dupa decongelare.

Aplicabilitatea caracterizati prin aceea c¢i metoda poate fi utilizatd pentru
determinarea calitdtii leucocitelor si plachetelor, sau a resturilor acestora, care
contamineaza concentratele eritrocitare.

Aplicabilitatea caracterizati prin aceea ca metoda poate fi utilizatd pentru
evidentierea exozomilor din suspensiile eritrocitare filtrate.

Aplicabilitatea caracterizati prin aceea cd metoda poate fi extinsa pentru analiza
starii eritrocitelor la persoane suferind de diverse maladii (malarie, hipertensiune,
diabet, etc.), stari patologice in care este afectatd structura si functiile eritrocitului,

prin parcurgerea etapelor descrise in revendicdrile 1 si 2.
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Figura 1.
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Figura 2.
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Figura 3.
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Figura 4.
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