(19) OFICIUL DE STAT
PENTRU INVENTII $| MARCI
Bucuresti

ROMANIA

«n RO 130211 B1

(51) Int.Cl.
AB1K 35/34 (200001

(12) BREVET DE INVENTIE

(21)  Nr.cerere: Q 2013 00845

(22) Data de depozit: 14/11/2013

(45)  Data publicarii mentiunii acordarii brevetului: 30/09/2019 BOPI nr. 9/2019

(41) Data publicarii cererii:

29/05/2015 BOPI nr. 5/2015

(73) Titular:

+ INSTITUTUL DE BIOLOGIE $I
PATOLOGIE CELULARA

"NICOLAE SIMIONESCU" BUCURESTI,
STR. B.P. HASDEU NR. 8, SECTOR 5,
BUCURESTI, B, RO

(72) Inventatori:

* BURLACU ALEXANDRINA,

STR.SOLD. NICULAE SEBE NR.6, BL.L35,
AP.37, SECTOR 3, BUCURESTI, B, RO;

« MITROI DANIEL NICOLAE, ALE.LACENI
NR.11, BL.PM83, SC.1, ET.8, AP.51,
SECTOR 3, BUCURESTI, B, RO;

* PREDA MIHAI BOGDAN,

STR.SOLD. NICULAE SEBE NR.6, BL.L35,
AP.37, SECTOR 3, BUCURESTI, B, RO;

* PLESU MARILENA,

160 RUE DE FRANCE, NICE, FR;

* RO§CA ANA-MARIA,

STR.DUMBRAVA NOUA NR.31, BL.P47,
SC.3, ET.2, AP.71, SECTOR 5,
BUCURESTI, B, RO;

* GRIGORESCU GABRIELA,
STR.ARMENEASCA NR.19, AP.2,
SECTOR 2, BUCURESTI, B, RO;

* POPA MIREL ADRIAN, STR.GULIMANI
NR.6, SAT RIMESTI, HOREZU, VL, RO;
* COROTCHI MARIA CRISTINA,

ALEEA PLOPILOR NR.24, BL.24, SC.2,
ET.4, AP.38, TARGU JIU, GJ, RO

(56) Documente din stadiul tehnicii:
LUPU M., KHALIL M., ANDREI E.,
IORDACHE F., PFANNKUCHE K.,
NEEF K., GEORGESCU A., BUZILAC.,
BROCKMEIER K., MANIU H.,
HESCHELER J., "INTEGRATION
PROPERTIES OF WHARTON'S
JELLY-DERIVED NOVEL MESENCHYMAL
STEM CELLS INTO VENTRICULAR
SLICES OF MURINE HERTS",
CELL PHYSIOL BIOCHEM., 2011;
BERNARD J. GERSH, ROBERT D. SIMARI,
ATTA BEHFAR, CARMEN M. TERZIC AND
ANDRE TERZIC, "CARDIAC CELL REPAIR
THERAPY: A CLINICAL PERSPECTIVE",
MAYO CLIN PROC., 2009

(54

Examinator: biochimist EREMIA LAURA

PROCEDEU EX VIVO DE GREFARE A CELULELOR STEM
iN SECTIUNI VIABILE DE TESUT CARDIAC UMAN

Orice persoana are dreptul sé@ formuleze in scris si motivat,
la OSIM, o cerere de revocare a brevetului de inventie, in
termen de 6 luni de la publicarea mentiunii hotéréarii de
acordare a acesteia

RO 130211 B1



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

49

RO 130211 B1

Prezenta inventie se refera la un procedeu ex vivo de grefare a celulelor stem in sec-
tiuni viabile de tesut cardiac uman. Procedeul implica cocultivarea celulelor pe o sectiune de
tesut cardiac uman intr-un volum minim de interactie, astfel incat sa se asigure mentinerea
celulelor in contact direct cu tesutul, si poate fi utilizat ca un model pre-clinic de transplant
celular in vitro, pentru studiul modificarilor celulelor stem dupa transplantare intr-un miocard
ischemic.

Infarctul de miocard reprezinta una dintre principalele cauze de dizabilitate si moarte
din intreaga lume. Acesta se produce ca urmare a blocarii fluxului coronarian, ceea ce
impiedica alimentarea tesutului miocardului cu sénge, purtator de oxigen si nutrienti. Con-
secinta este ischemia miocardica, care duce la distrugerea vaselor de sange si a celulelor
musculare cardiace (cardiomiocite, CMC), urmata de formarea unui tesut cicatrizant si insta-
larea insuficientei cardiace.

Terapia farmacologica clasica aplicata in prezent la pacientii cu infarct de miocard
include numeroase medicamente, dintre care unele au efect doar asupra simptomelor, in
timp ce altele imbunatatesc supravietuirea. Din pacate, insa, niciun medicament nu este
capabil sa produca nlocuirea tesutului cicatrizant din miocard cu tesut contractii functional
si sa restabileasca vascularizatia miocardica. Din aceasta cauza, pana relativ recent, deterio-
rarea tesutului cardiac si instalarea insuficientei cardiace au fost considerate procese
ireversibile.

Din perspectiva celulelor stem si a potentialului lor de diferentiere, transplantul celular
poate duce la imbunatatirea functionala a miocardului infarctizat, prin inlocuirea celulelor
moarte si refacerea structurilor vasculare afectate de ischemie. Astfel, o serie de studii reali-
zate pe modele animale au aratat ca transplantul de celule stem sau progenitoare are un
efect protector asupra miocardului afectat de ischemie, reducand marimea infarctului si
imbunatatind functia cardiaca (Gersh B. J., Simari R. D., Behfar A., Terzic C. M., Terzic
A., Cardiac cell repair therapy: a clinical perspective. Mayo Clin Proc 2009; 84: 876-
892). Datorita rezultatelor promitatoare ale studiilor preclinice, terapia cu celule stem si
progenitoare adulte a fost introdusa si in clinica. Din pacate insa, imbunatatirile observate
in mai multe trialuri clinice au fost de scurta durata, natura tranzienta a efectelor benefice
obtinute fiind pusa pe baza faptului ca celulele transplantate sunt foarte slab retinute Tn inima
infarctizata si ca marea lor majoritate mor dupa transplantare (Kang S., Yang Y.J., Li C. J.,
Gao R. L., Effects of intracoronary autologous bone marrow cells on left ventricular
function in acute myocardial infarction: a systematic review and meta-analysis for
randomized controlled trials. Coronary artery disease 2008; 19: 327-335).

Aceste rezultate au impus reconsiderarea observatiilor din domeniul transplantului
de celule stem si necesitatea dezvoltarii de noi strategii care sa maximizeze supravietuirea,
grefarea si diferentierea celulelor stem dupa transplantare in tesuturile afectate. Cu toate
acestea, complexitatea micromediului local, ce contine numeroase celule inflamatorii, cito-
kine si componente matriceale, ingreuneaza identificarea factorilor responsabili de anumite
modificari comportamentale ale celulelor stem si progenitoare, si, astfel, face dificil de anti-
cipat raspunsul celulelor stem dupa transplantare. Din acest motiv, au fost dezvoltate diverse
modele experimentale in vivo gi in vitro care simplifica studiul interactiilor dintre celulele stem
si factorii locali cu care celulele interactioneaza dupa transplantare. Dintre aceste modele,
modelele in vivo sunt de importanta critica pentru transferul cunostintelor in domeniul clinic
si pentru analiza eficientei celulelor stem in terapia bolilor cardiace.

Exemple de modele in vivo pentru astfel de studii sunt modelele animale de trans-
plant celular pe inimi afectate de infarct, indus prin ligaturarea tranzienta sau permanenta a
arterei coronare stangi la animalele de laborator (Preda M. B., Burlacu A., Electrocardio-
graphy as a tool for validating myocardial ischemia-reperfusion procedures in mice,
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Comp Med 2010: 60: 443-447). Desi relevante din punct de vedere experimental, dezavan-
tajele majore ale modelelor animale sunt date de diferentele specifice speciei, costurile ridi-
cate, dificultatea realizarii si de necesitatea sacrificarii unui numar mare de animale. Datorita
acestor restrictii, in ultimii ani se cauta metode alternative, care evita sacrificarea unui numar
excesiv de animale, dar care totodata pot da raspunsuri cu privire la modificarile celulelor
stem si progenitoare dupa interactiunea cu diverse tesuturi.

Problema pe care o rezolva inventia consta in realizarea unui procedeu ex vivo de
grefare a celulelor stem intr-o sectiune viabila de tesut cardiac uman.

Procedeul ex vivo de grefare a celulelor stem conform inventiei inlatura dezavantajele
de mai sus prin aceea ca celulele se pun pentru 24 h in contact direct cu tesutul, in mediu
optim pentru cultivarea celulelor stem, intr-un godeu cu volum minim, obtinut prin perforarea
fundului unei placi de cultivare si fixarea unei lamele pe fata exterioara a placii, astfel incat
sa se delimiteze o adancime egala cu grosimea fundului placii si o suprafata cu dimensiuni
similare cu cea a sectiunii tisulare.

Prin aplicarea inventiei se obtin urmatoarele avantaje:

- modelele experimentale in vitro sunt mult mai simplu de realizat si permit investiga-
rea efectelor unui factor individual asupra unui tip celular.

- modelele in vitro utilizeaza in special culturile de celule si interactiile celule-celule,
analizand comportamentul unui tip celular ca raspuns la stimulii exercitati de celalalt tip
celular sau sub actiunea unui factor biologic activ relevant pentru o boala studiata. Cu toate
acestea, raspunsul celulelor in vitro nu este intotdeauna relevant pentru situatia in vivo, dato-
rita absentei altor factori locali care pot influenta comportamentul unei celule stem sau pro-
genitoare intr-o anumita situatie patologica.

Ca alternativa la modelele in vitro de interactie intre doua tipuri celulare, procedeul
descris in aceasta inventie, de grefare a celulelor stem intr-o sectiune de miocard adult
uman, permite interactia celulelor cu componentele celulare gi matriceale ale tesutului
cardiac, reproducand la un nivel simplificat transplantul de celule stem/progenitoare la om.
Avantajul sectiunilor tisulare este acela ca furnizeaza o structura functionala in context ana-
tomic, ce poate fi mentinuta ex vivo cu pastrarea viabilitatii celulare.

Procedeul propus in aceasta aplicatie utilizeaza sectiuni de tesut miocardic uman,
ceea ce creste semnificatia rezultatelor obtinute pentru terapia clinica a bolilor cardiace.
Interactiunea ex vivo a celulelor stem umane cu o sectiune de tesut cardiac uman viabil per-
mite studiul viabilitatii, grefarii, proliferarii gi diferentierii celulelor stem, precum si studiul for-
marii de noi vase capilare n profunzimea tesutului cardiac, putand reprezenta un model pre-
clinic de transplant de celule stem. Acest procedeu poate fi folosit si pentru studiul inter-
actiunii dintre alte tipuri de celule (de exemplu celule inflamatorii sau celule tumorale) cu
diverse structuri tisulare umane.

Din cunostintele noastre, aceasta este prima raportare de cocultura de celule stem
cu sectiuni de tesut cardiac uman. Modelele raportate anterior in literatura pentru studiul ex
vivo al transplantului celular in miocard se refera strict la sectiuni de miocard murin si utili-
zeaza fie introducerea directa a sectiunii tisulare in placa de culturd continand suspensia de
celule stem (Lupu M., Khalil M., Andrei E., lordache F., Pfannkuche K., Neef K.,
Georgescu A., Buzila C., Brockmeier K., Maniu H., Hescheler J., Integration properties
of Wharton's jelly-derived novel mesenchymal stem cells into ventricular slices of
murine hearts. Cell Physiol Biochem 2011;28:63-76), fie injectarea in situ a celulelor intr-o
sectiune de miocard si cultivarea sectiunii tisulare n sistem de camera dubla (Habeler et al.,
2009). Cocultivarea celulelor stem cu tesutul cardiac prin contactul lor direct intr-o placa de
cultura cu suprafatd mare determina un randament scazut al integrarii celulelor stem in
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tesutul miocardic, ca urmare a aderarii acestora la substratul placii de cultivare. in plus,
aceasta metoda nu poate fi utilizata cu sectiuni de tesut cardiac adult, ci numai cu sectiuni
de tesut cardiac fetal si neonatal, sectiuni ce adera la substratul de cultivare si dau nasgtere
la explant tisular. Tn modelul de camera dubla descris de Habeler si colab. in 2009, celulele
sunt injectate intr-o sectiune de tesut cu grosimea de 1 mm care este ulterior pozitionata in
partea superioara a sistemului de cocultura, in timp ce mediul de cultura, aflat exclusiv in
partea inferioara a sistemului, ajunge la sectiunea de miocard prin capilaritate, asigurand
astfel si umiditatea necesara.

Spre deosebire de modelele raportate anterior, procedeul descris Tn aceasta inventie
se bazeaza pe contactul direct al celulelor aflate intr-un volum minim de mediu de cultura cu
sectiunea tisulara prin utilizarea unui godeu realizat pe fundul unei placi de cultura, a carui
suprafata are dimensiuni similare cu suprafata sectiunii tisulare. In plus, utilizarea unui mediu
de cultura specific pentru celulele stem asigura supravietuirea acestora in prezenta tesutului
cardiac.

in procedeul propus in aceasté aplicatie, suspensia celulara este adaugata deasupra
sectiunii tisulare, Tn volumul minim necesar pentru umplerea godeului, acesta variind in
functie de suprafata sectiunii de tesut. Evaporarea este prevenita prin acoperirea godeului
cu o lamela de cultivare si prin mentinerea unei atmosfere umede. Dupa o perioada de cocul-
tivare (care poate varia in functie de studii), celulele grefate pot fi analizate atét in situ (daca
au fost anterior marcate cu molecule reporter ce permit identificarea celulelor transplantate
printre celulele tesutului miocardic), cét si in vitro (dupa separarea lor de celelalte tipuri celu-
lare prin tehniciimunologice, pe baza markerilor specifici pentru celulele stem) pentru diferite
studii, printre care de viabilitate, grefare, semnalizare, diferentiere, angiogeneza.

Procedeul propus in aceasta inventie permite studiul modificarilor suferite de celulele
stem/progenitoare dupa transplantarea in tesutul miocardic, pentru care utilizarea modelelor
de cocultivare celule-celule nu ar duce la raspunsuri reale, deoarece nu redau contextul
tisular si complexitatea interactiilor care au loc intre celulele transplantate si micromediul car-
diac. Astfel, celulele stem transplantate intr-un miocard adult ischemic interactioneaza nu
numai cu cardiomiocitele, dar si cu alte tipuri celulare prezente in miocardul ischemic (celule
endoteliale, celule musculare netede, fibroblasti, celule inflamatoare), cu diverse citokine sau
cu componente matriceale din miocardul ischemic. Cocultivarea celule-tesut permite aceste
tipuri de interactii, iar sectiunea de miocard adult ex vivo este prin definitie ischemica, ceea
ce permite studiul transplantului de celule stem in miocardul ischemic.

Utilizarea acestui procedeu de cocultivare ex vivo permite interactii celulare intre
celulele stem/progenitoare si micromediul cardiac, similare cu cele care au loc dupa un trans-
plant celular in vivo. Studiile de transplant in vivo pe modele animale sunt costisitoare, deoa-
rece necesita folosirea a cate unui animal pentru fiecare conditie experimentala testata.
Deoarece dintr-o proba de tesut cardiac uman pot fi obtinute multiple sectiuni transversale
cu grosime de 300 um, folosirea acestui procedeu de cocultivare ex vivo permite studiul mai
multor conditii experimentale de transplant celular in cadrul unui singur experiment. Se evita
astfel sacrificarea unui numar excesiv de animale pentru experimente preliminare de trans-
plant celular gi, in plus, se obtine o relevanta mai mare pentru boala cardiaca umana.

Spre deosebire de sectiunile de tesut cardiac fetal i neonatal, sectiunile de tesut car-
diac adult nu adera la suprafata placutei de cultivare, ceea ce face imposibila asigurarea
contactului dintre celule si tesut pentru aderarea si/sau integrarea celulelor din cocultura pe
suprafata sau in profunzimea tesutului. Prin utilizarea procedeului de cocultivare propus in
aceasa inventie, se limiteaza posibilitatea de plutire a sectiunii de tesut cardiac adult in
mediu prin utilizarea unui volum minim de lichid si prin acoperirea godeului in care are loc
cocultivarea cu o lamela.
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Diametrul godeului variaza in functie de suprafata sectiunii tisulare. Prin alegerea
unui diametru similar cu diametrul sectiunii de tesut, se asigura ca suspensia de celule
ramane intr-un volum minim gi in imediata vecinatate a tesutului, ceea ce creste sansa inte-
grarii celulelor in tesut. De asemenea, lamela superioara previne evaporarea lichidului si asi-
gura mentinerea unui contact intim intre suspensia celulara si tesut.

in continuare, se d& un exemplu concret de realizare a inventiei in leg&tura cu
fig. 1...5, care reprezinta:

- fig. 1, microscopie optica ilustrand (a) aspectul unei sectiuni de tesut atrial adult
uman cu grosime de 300 pym, obtinuta cu ajutorul vibratomului; (b) structura histologica, evi-
dentiata prin colorare tricroma Masson, a tesutului atrial adult uman, imediat dupa recoltare
(stdnga) si dupa 24 h de cultivare in mediu EGM-2 (dreapta);

- fig. 2, reprezentarea schematica a componentelor care trebuie adaugate pentru
realizarea sistemului de cocultivare (stdnga) si imaginea sistemului de cocultivare dupa
asamblarea tuturor componentelor.

- fig. 3, imagine de microscopie confocala ilustrand o cultura de CEP umane dupa
24 h de lamarcarea cu Vybrant (stdnga). Pentru evidentierea celulelor, este redata imaginea
corespunzatoare a celulelor in contrast de faza;

- fig. 4, imagini ale semnalului fluorescent dat de sectiunile de tesut dupa 24 h de
cocultivare cu cantitati diferite de CEP marcate cu Vybrant (10000, 20000, 50000 celule pe
fiecare sectiune), prin procedura de cocultivare propusa in aceasta inventie (cocultivare in
placa modificata) si printr-o procedura clasica de cocultivare in godeu de placa de
96 godeuri. Fotografierea sectiunilor de tesut s-a realizat cu ajutorul unui sistem de ima-
gistica IVIS Spectrum (de la firma PerkinElmer). Fiecare conditie a fost realizata in triplicat,
in 4 experimente individuale. Drept control, s-au utilizat sectiuni de inima cultivate in EGM-2
in absenta CEP. Histograma ilustreaza cuantificarea semnalului fluorescent din sectiunile
de tesut cardiac, obtinuta prin definirea manuala a regiunilor de interes si analizare cu pro-
gramul Living Image 4.3.1. Semnalul fluorescent este inregistrat ca fotoni/secunda/cm?/sr;

- fig. 5, (a) imagine de microscopie confocala ilustrand prezenta celulelor marcate cu
Vybrant in profunzimea tesutului cardiac, (b) reprezentarea imaginii confocale pe axa Z (pe
o grosime de 50,83 um) codificata pe culori. Atat nucleii (stdnga), cat si celulele marcate cu
Vybrant (dreapta) sunt redate in culori diferite, in functie de pozitia lor pe axa Z.

Exemplu

Pentru exemplificare, s-au utilizat celule endoteliale progenitoare (CEP) izolate din
sange din cordon ombilical uman si sectiuni atriale umane de 300 um (fig. 1) obtinute in
timpul interventiilor chirurgicale. Unitatile de sdnge din cordon ombilical au fost obtinute de
la Clinica de Obstetica-Ginecologie a Spitalului Clinic Dr. loan Cantacuzino, de la nasteri la
termen, cu consimtamantul informat al mamei si printr-o procedura autorizata de Comitetul
de Etica al Universitatii de Medicina si Farmacie "Carol Davila". Biopsiile cardiace au fost
recoltate cu respectarea normelor nationale si internationale, in conformitate cu legislatia
actuala a Uniunii Europene si prin proceduri autorizate de Directiunea si de Comitetul de Bio-
etica al Centrului Clinic de Urgenta de Boli Cardiovasculare "Prof. Vasile Candea".

Etapele parcurse pentru asamblarea sistemului de cocultivare CEP-tesut cardiac sunt
urmatoarele (fig. 2):

1. O placa de cultura cu un godeu, comercializata de firma BD Falcon este gaurita
in centrul godeului pentru a obtine un orificiu circular cu diametrul de 5 mm. in exteriorul
placii, Tn dreptul orificiului, este lipita o lamela de sticla, pentru delimitarea unui godeu cu
adancimea de 800 pm (reprezentata de grosimea rundului godeului) si diametru de 5 mm.
Placuta astfel modificata si capacul ei sunt resterilizate individual, prin mentinerea lor, cu
interiorul in sus, intr-o nisa cu lumina ultraviolet, timp de 20 min. La final, placuta este acope-
ritd cu capacul si invelita in folie de aluminiu sterila pentru pastrare.
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2. Sectiunile de tesut cardiac, cu o grosime de 300 um, se obtin prin sectionarea la
vibratom a unei probe de atriu uman. Pentru sectionare, inima este inglobata, imediat dupa
indepartarea din animal, in 4% agaroza preparata in solutie Tyrode, utilizdnd un protocol
adaptat dupa un protocol descris in literatura pe inimi de soarece (Halbach si colab., 2007).
Sectiunile obtinute la vibrato (fig. 1) sunt introduse Tn solutie Tyrode rece si utilizate imediat
pentru experimentele de cocultivare.

3. CEP aflate in cultura in proliferare exponentiala sunt tratate cu tripsina 0,125%
pentru detasarea lor de substrat si incubate cu o solutie de marcare celulara Vybrant (de la
firma Molecular Probes), pentru a facilita detectarea lor in miocard la sfarsitul perioadei de
cocultivare. Dupa marcare, celulele sunt spalate prin centrifugare si re-suspendate in mediul
de cultura EGM-2 (comercializat de firma Lonza), pentru a fi utilizate in cocultura. Pentru a
testa capacitatea de grefare a celulelor in muschiul cardiac, au fost testate in acest exemplu
trei densitati celulare diferite: 0,66 x 10°, 1,32 x 10°, sau 3,3 x 10° celule/ml, fiecare conditie
fiind analizata n triplicat.

4. Pentru cocultivarea CEP cu tesutul cardiac, cate o sectiune de tesut cardiac este
indepartata din solutia Tyrode si depusa pe fundul unui godeu creat in sistemul de cocul-
tivare. Sectiunea este acoperita cu 15 pl suspensie de CEP care, in functie de densitatea
celulara, contine un numar diferit de CEP. Tn acest exemplu, sunt testate 3 conditii experi-
mentale, in care sectiuni de tesut cardiac sunt incubate cu 10000, 20000 si, respectiv, 50000
celule per sectiune. La final, suspensia este acoperita cu o lamela sterila rotunda, cu dia-
metru de 12 mm, pentru a preveni evaporarea. De asemenea, pentru asigurarea unei umi-
ditati optime, in santul din exteriorul godeului este introdus un volum de 3 ml apa sterila,
dupa care sistemul este introdus intr-un incubator de 37°C, cu atmosfera cu 5% CO, si umi-
ditate de 98% pentru 24 h de cocultivare.

5. Lafinalul incubarii, sectiunea de tesut este indepartata din sistemul de cocultivare,
spalata in tampon fosfat salin pentru indepartarea celulelor neaderate, si analizata pentru
grefarea celulelor in tesutul cardiac.

Viabilitatea sectiunii de tesut cardiac a fost analizata atat inainte, cat si dupa 24 h de
cultivare in mediu de cultura EGM-2. Coloratia histologica Masson a tesutului proaspat recol-
tat a aratat prezenta celulelor miocardice, specifice musculaturii cardiace, si a unei cantitati
importante de colagen, caracteristice unei cardiomiopatii avansate. Cultivarea pentru 24 h
a tesutului cardiac a indus modificari specifice ischemiei tisulare, caracterizate prin contrac-
tarea celulelor cardiace si cresterea continutului de tesut fibros (fig. 1b).

Grefarea celulelor in tesutul cardiac uman a fost analizata la finalul perioadei de
cocultivare prin testarea comparativa a procedurii de cocultivare descrise in prezenta inven-
tie si a unei proceduri clasice de cocultivare, in care celulele gi sectiunea tisulara sunt puse
in contact direct intr-un godeu de placa de 96 godeuri (de la firma Nune), intr-un volum de
100 pl, volumul optim recomandat de producator. Inainte de cocultivare, celulele au fost mar-
cate fluorescent cu Vybrant (solutie de marcare celulara comercializata de firma Molecular
Probes). Pentru testarea eficientei de grefare, au fost utilizate 10000, 20000, respectiv 50000
celule per sectiune de tesut, celule care au fost repartizate in 15 pl (pentru sistemul de
cocultivare utilizat in procedeul propus spre brevetare) si, respectiv, in 100 ul (in placa de
96 godeuri).

Rezultatele au aratat ca aceasta cocultivare a CEP cu tesutul cardiac prin procedeul
descris Tn aceasta inventie duce la grefarea CEP in profunzimea tesutului cardiac. Astfel,
analiza cu sistemul de imagistica IVIS Spectrum (de la firma Perkin Elmer) a demonstrat o
fluorescenta crescuta a sectiunilor de miocard cocultivate cu CEP in sistemul de cocultivare,
comparativ cu sectiunile de tesut cardiac incubate in mediu EGM-2 in absenta CEP si cu

6
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sectiunile de tesut cocultivate cu CEP in placi de 96 godeuri. Mai mult, fluorescenta sectiu-
nilor a fost direct proportionald cu numarul de CEP fluorescente utilizate pentru cocultivare
(fig. 4). Acest rezultat indica faptul ca cocultivarea CEP in contact direct cu tesutul cardiac
prin procedeul descris Tn aceasta inventie, duce la aderarea CEP de tesutul miocardic adult,
cu o eficientd mai mare decét cea obtinuta prin procedeul clasic de cocultivare celule-tesut.

Pentru a determina localizarea CEP in tesutul cardiac dupa cocultivarea in sistemul
descris in aceasta inventie, sectiunile de tesut incubate cu 50000 CEP au fost fixate in 4%
PFA la finalul perioadei de cocultivare si analizate prin microscopie confocala pe XYZ.
Aceste studii permit evidentierea celulelor pe intreaga grosime a preparatului (300 ym),
putand distinge intre celulele adsorbite la suprafata sectiunii de tesut cardiac si celulele
grefate in interiorul tesutului. Analiza tridimensionala a evidentiat incorporarea CEP in tesutul
cardiac, acestea fiind identificate la o adancime de 20 ym de suprafata tisulara (fig. 5).
Rezultatele demonstreaza faptul ca cocultivarea celule-tesut pentru 24 h prin procedeul
descris in aceasta inventie permite grefarea celulelor in profunzimea tesutului cardiac si nu
doar adsorbtia CEP la suprafata de contact. Prin grefare in tesutul cardiac, celulele intra in
contact cu toate elementele celulare si matriceale prezente in miocard, ceea ce face ca pro-
cedura de cocultivare descrisa in aceasta inventie sa poata fi utilizatéd ca un model pre-clinic
de transplant celular, cu aplicabilitate in diverse studii legate de modificarile celulelor
stem/progenitoare dupa transplantare.
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Revendicari

1. Procedeu ex vivo de grefare a celulelor stem intr-o sectiune viabila de tesut cardiac
uman, caracterizat prin aceea ca celulele se pun pentru 24 h in contact direct cu tesutul,
in mediu optim pentru cultivarea celulelor stem, intr-un godeu cu volum minim, obtinut prin
perforarea fundului unei placi de cultivare si fixarea unei lamele pe fata exterioara a placii,
astfel incat sa se delimiteze o adancime egala cu grosimea fundului placii si o suprafata cu
dimensiuni similare cu cea a sectiunii tisulare.

2. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca evaporarea lichidului
este impiedicata prin acoperirea godeului cu o lamela de sticla si asigurarea unei atmosfere
umede in vecinatatea godeului.

3. Procedeu conform revendicarii 2, caracterizat prin aceea ca la finalul perioadei
de cultivare, celulele incorporate in tesutul cardiac sunt analizate in situ sau izolate, pentru
evaluarea viabilitatii, grefarii si in studii de semnalizare, diferentiere sau angiogeneza.
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