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(57) Rezumat:

Inventia se referd la 0 metodd de obtinere a unui lizat
de plachete umane, derivat din unitatile plachetare
expirate (hPL-e), din centrele de transfuzii, utilizabil ca
alternativa la serul fetal bovin (SFB), sau ca supliment
de crestere pentru mediile de culturi celulare complete.
Metoda conform inventiei consta in aceea cé unitati
plachetare ajunse la limita duratei de conservare in
centrele de transfuzii (hPL-e) sunt stocate la tempera-
tura de -80°C, nainte de prelucrare fiind dezghetate la
37°C, dupa care sunt centrifugate timp de 30 min la
4500 g, supernatantele recuperate sunt filtrate pe un

filtru de 0,45 um, filtratul rezultat fiind alicotat in crio-
tuburi de depozitate la -80°C, urmand ca, inainte de
utilizare, probele alicotate sa fie dezghetate si recentri-
fugate 15 min la 4500 g, produsul fiind utilizat in con-
centratii de 2,1...10% ca supliment de crestere pentru
medii de cultura celulare, Tn asociere cu 10% SFB sau
ca substitut al acestuia.
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DESCRIEREA INVENTIEI

METODA DE OBTINERE A UNUI LIZAT DE PLACHETE UMANE DIN UNITATI
PLACHETARE EXPIRATE UTILIZABIL CA ALTERNATIVA LA SERUL FETAL
BOVIN (SFB) SAU CA SUPLIMENT DE CRESTERE PENTRU MEDIILE DE
CULTURI CELULARE

Inventia se refera la o metodd de obtinere a unui lizat de plachete umane, prescurtat hPL
sau HPL obtinut din unitétile plachetare conservate in centrele de transfuzii ajunse la expirarea
termenului de conservare (5-7 zile) ce poate fi utilizat ca o alternativd a SFB, similar cu hPL
produs din unitatile plachetare proaspit izolate. in particular, lizatul obtinut din plachete expirate
(HPL-e) amelioreaza proliferarea, cresterea si viabilitatea celulelor din culturile celulare
(fibroblaste, keratinocite, celule stem mezenchimale, etc.) atdt in culturi monostrat cat si in
structuri de tip 3D, dar si pentru alte posibile aplicatii biomedicale.

Recent, culturile celulare au scop terapeutic si stau la baza ingineriei tisulare si a
medicinei regenerative. Cresterea in vitro a celulelor animale si umane (culturi primare si linii
continue) necesita conditii de cultivare si medii de culturd adecvate. Mediul de culturd trebuie sa
suplineasca toti nutrientii esentiali pentru metabolismul celular, cresterea si proliferarea celulara
in vitro. Principalele componente ale mediilor celulare includ aminoacizi, saruri organice si
anorganice, vitamine, minerale, zaharuri, lipide si acizi nucleici, tipurile si cantitdtile acestora
variind in functie de cerinfele specifice ale unui anumit tip celular. Formulele nutrientilor, pH-ul
si osmolaritatea mediilor celulare variazd in functie de: tipul celular, densitatea celulard si
sistemul de cultivare. In general, mediile de culturd utilizate constau dintr-un mediu de bazi
(DMEM, MEM, RPMI si altele), suplimentat cu ser de origine animald, de exemplu ser fetal
bovin (SFB) si un amestec de antibiotice.

Alternativele actuale la FBS se bazeaza pe componente derivate din sdnge uman: derivati
de plasma, ser, sange din cordonul ombilical (UCB) ser si trombocite, cum ar fi hPL (Bieback et
al., 2009; Kinzebach ef al., 2013). Cultivarea si expansiunea celulelor stem mezenchimale

(MSC) sau de alt tip in mediu de crestere continand HPL fabricat din unitatile plachetare proaspat
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izolate in loc de utilizarea traditionalului SFB s-a dovedit fezabila (Schallmoser ef al., 2007,
Brinchmann JE 2008 ; Bieback K et al., 2009; Schallmoser & Strunk 2013).

Desi lizatele plachetare umane (HPL) sunt in curs de dezvoltare ca o posibila alternativa
in inlocuirea SFB in culturile celulare MSC sau de alt tip. Se recomanda foarte multa precautie la
manipularea produselor de origine umand, in scopul evitarii transmiterii bolilor infectioase. De
aceea se preferd ca lizatele plachetare umane (HPL) aplicate in conditii clinice sa fie fabricate in
conformitate cu aceleasi reglementari stricte practicate in centrele de procesare a sangelui si din
mediul spitalicesc general (Warnke ez al., 2013).

Un alt considerent implicd utilizarea de donatori umani necesari pentru producerea de
HPL si plasma bogata in plachete. Pand in prezent, existd deja un deficit de donatori de sénge si
plachete si prin urmare, este de dorit sd nu se concureze aceasta nevoie de plachete proaspete cu
cea a bancilor de sédnge sau a centrelor de transfuzii.

Este cunoscut de asemenea ca unitatile plachetare au un timp de viata relativ scurt si, ca
rezultat, sunt necesari mai multi donatori pentru a mentine numarul minim de unitati plachetare
disponibile pentru transfuzie la un moment dat. Cererea de plachete variaza, ceea ce ingreuneaza
pentru bancile de sange estimarea necesarului de unitati plachetare. S-a raportat ca aproximativ
20 % din totalul unitatilor plachetare expira inainte de a putea fi folosite, si sunt prin urmare,
eliminate (Verma A & Agarwal P, 2009).

La aceste argumente se adaugd timpul de viata foarte scurt al unitatilor plachetare datorita
riscului crescut de contaminare cu agenti patogeni, dupa cateva zile de depozitare la temperatura
camerei, si care nu este legatd de functionalitatea plachetelor. (Murphy es al. 2008) Dupa o
perioada scurtd de 5-7 zile, unitatile plachetare nu mai sunt considerate sigure pentru transfuzii
umane, chiar daca functia plachetelor poate fi inca intacta (Dumont & Van den Broeke, 2003). In
consecintd, in prezent se incearca posibilitatea utilizarii plachetelor expirate in alte scopuri decéat
pentru transfuzie. Mai mult decat atat, unitatile plachetare expirate au fost fabricate fin
conformitate cu standardele acceptate care se aplicd la producerea materialelor de transfuzie
pentru pacienti umani (Sweeney, 1998).

In cadrul prezentei inventii, s-a reusit imbunitatirea celor mai importanti parametri ai
culturilor celulare folosite, celule primare (celule stem mezenchimale umane, condrocite) si linii
celulare continue animale si umane (fibroblaste NCTC, etc.) prin utilizarea lizatului plachetar

obtinut din unitati plachetare expirate, demonstrand ca lizatul plachetar derivat din unitatile
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plachetare expirate (hPL-e) poate fi utilizat ca o alternativa a SFB, similar cu HPL produs din
unitatile plachetare proaspét isolate (hPL-p).

Utilizarea lizatului plachetar derivat din unitatile plachetare expirate (hPL-e) poate fi
facuta atat ca substitut al SFB cat si ca supliment de crestere pentru mediile celulare complete (cu
10 % SFB), la diferite concentratii (variind intre 2,5 — 10 %), reusindu-se astfel imbunétagirea

celor mai importanti parametri ai culturilor celulare folosite.

Metoda de obtinere a lizatului plachetar

O unitate de transfuzie cu concentrat plachetar (CP) obtinut prin afereza, cu un volum de
50 mL/unit, continand 5,5x10lO plachete in plasma, pH 6,2, a fost divizat in 2 probe. O proba a
fost conservati la temperatura camerei (20 °C), timp de 7 zile dupa colectare, sub agitare pana la
expirare, iar apoi a fost depozitatd la -80 °C. Cealalta probd a fost depozitatd imediat dupa
colectare la -80 °C. Tnainte de prelucrare, ambele unitati congelate au fost dezghetate la 37 °C, pe
baie de apa, ceea ce a condus la liza trombocitelor. Probele au fost centrifugate timp de 30 minute
la 4500 g, fiind recuperate supernatantele. Pentru obtinerea unui lizat filtrat, supernatantele au
fost filtrate pe un filtru de 0,45 pm (Millipore, MA, USA). Filtratul obtinut a fost alicotat in
criotuburi si depozitate la -80 °C. Inainte de utilizare ca supliment de crestere in mediul de
cultura celulard, probele alicotate au fost dupa dezghetare recentrifugate |5 minute la 4500 g si s-

au folosit numai supernatantele.
EXEMPLE DE TESTARI EXPERIMENTALE ALE HPL-e

1. Testarea comparativd a HPL obtinut din plachete proaspat conservate si ajunse la
termenul de expirare pe o cultura de fibroblaste

Fibroblastele de soarece (NCTC, clona 929) au fost cultivate pentru expansiune in mediu
de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplimentat cu 10 % SFB, penicilina
(100 U/mL), streptomicina (0,1 mg/mL), amfotericina (0,25 pg/mL) utilizand pléci de 6 godeuri,
4x10* celule/godeu, in 2 mL mediu de cultura DMEM complet.

Pentru testarea comparativd, celulele au fost impdrtite in trei culturi pentru expansiuni
viitoare in mediu DMEM suplimentat cu 10 % lizat plachetar proaspat (HPL-p), 10 % lizat

plachetar obtinut dupa expirarea plachetelor (HPL-e) sau 10 % ser fetal (SFB) si cultivate intr-un
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incubator cu 5 % CO,, 95 % umiditate la 37 °C. Celulele au fost cultivate in mod independent si
au fost efectuate experimente in triplicate, fiind analizate la 3 si 5 zile de cultura.

Asa cum se poate constata din Figurile 1 si 2 expansiunea celulara in prezenta de lizat
plachetar obtinut din plachete proaspete sau ajunse la limita conservérii de 7 zile a fost mult
superioara fatd de multiplicarea celulara in proba martor, in prezenta de SVF. In plus, nu au
existat diferente de proliferare a celulelor la suplimentarea cu lizat plachetar obtinut din plachete
proaspete sau dupd conservarea lor in plasma timp de 7 zile.

Aceste observatii permit in concluzie posibilitatea de a utiliza plachetele pentru
imbunatétirea tehnicilor de culturd celulard, rezultatele fiind mai mult decat promitétoare, si chiar

posibilitatea inlocuirii serului fetal.

2. Obtinerea unui suport 3D (scaffold) cu microbile de alginat continind HPL-e
pentru cultivarea celulelor utilizabile in medicind regenerativa (gel de alginat cu
HPL-e)

Pe baza rezultatelor bune obtinute in cultivarea in monostrat a celulelor, in care am
demonstrat cd lizatul plachetar expirat (HPL-e) a generat aceleasi efecte ca lizatul obtinut din
plachete proaspete (HPL-p) asupra expansiunii celulare a liniei de fibroblaste si chiar superioare
culturii cu SVF, am testat utilizarea HPL-e la obtinerea unui gel suport 3D pentru cultivarea
celulelor cu aplicatii in terapia celulard si/sau medicina regenerativa.

in acest sens s-a folosit alginatul, un polizaharid natural, anionic si hidrofilic, derivat in
principal din alge brune si bacterii, materialul cel mai des utilizat pentru incapsularea de celule si
cultivarea lor intr-un suport 3D, pentru avantajele oferite. Alginatul permite obtinerea unei game
variate de biomateriale, matrici suport sau sistem de livrare utilizate In medicind putand fi
conditionat intr-o varietate de forme: hidrogeluri moi, geluri elastice, microsfere, fibre, spume,
nanoparticule, multistraturi, el fiind pretabil ca material pentru incapsularea celulara si vehicul
injectabil pentru transplantarea celulelor. In plus are proprietd{i remarcabile pentru medicina:
biocompatibilitate, biodegradabilitate, non-antigenicitate, cost scdzut si gelificarea ugoard cu
cationi bivalenti incat a permis obtinerea unei game variate de biomateriale pe baza de alginat
pentru repararea si regenerarea diferitelor {esuturi cum ar fi pielea, cartilajul si tesutul osos, etc.

Astfel, am elaborat o metoda de obtinere a unui gel pe baza de microbile de alginat in care

incapsularea celulelor se face in prezenta de lizat plachetar ca stimulent de erestere celulara.
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Metoda utilizatd de noi a fost conform celei descrise de Marijnissen et al., 2002, cu
adaptare pentru includerea lizatului plachetar.

Sedimentul de fibroblaste in concentratie de 4x10° celule/ml a fost suspendat in 5 mL
solutie NaCl 155mM in care a fost dizolvat 0,06 g alginat de sodiu si suplimentat dupd aceea cu
10 % - 20 % HPL-p sau HPL-e. Suspensia celule/alginat de sodiu obtinuta a fost transferata
ulterior picatura cu picaturd in 70 mL solutie CaCl, de concentragie 102 mM, realizdndu-se astfel
polimerizarea si incapsularea celulelor in microbilele de alginat continand HPL. Ulterior,
microbilele au fost spalate cu mediul de culturda DMEM si cultivate in continuare Tn mediul de
culturd, in conditii standard (37 °C si 5 % CO,), in raport de 10-12 microsfere/mL, timp de 5-7
zile (Figura 3). Astfel, in urma analizelor efectuate prin microscopie opticd, s-a observat o
proliferare mai crescutd a fibroblastelor de sobolan inglobate in gelul de alginat de sodiu
suplimentat cu lizat HPL-p sau HPL-e, fatd de proba martor cu SVF.

Expansiunea celulard precum si viabilitatea celulard determinata prin dubla coloratie cu
kitul Live/Dead, respectiv cu calceind-AM/lodurd de Propidiu (Figura 4) nu au evidentiat
diferente.

in concluzie, utilizarea HPL-e preparat din concentrate plachetare expirate ca supliment
de crestere a culturii de fibroblaste de soarece (NCTC, clona 929) a fost comparabilad cu cultura
celulard in prezenta de HPL derivat din concentrate plachetare proaspete (HPLp) si cu utilizarea
traditionald a SFB. Caracteristicile de bazd ale fibroblastelor au rdmas neschimbate, farad
modificari morfologice, in timp ce utilizarea HPL ca supliment a condus la cresterea
semnificativd a proliferdrii, datorata probabil prezentei unor factori aditionali din HPL, care nu se
gasesc, in general, in SFB.

Deoarece utilizarea HPL expirat sau proaspat nu a afectat cresterea ratei de expansiune,
utilizarea unitdtilor plachetare expirate ca suplimente de crestere pentru expansiunea celulara
poate fi avantajoasd. Aceasta crestere a proliferarii si a ratei de dublare a populatiei se datoreaza
cu siguranta unor factori de crestere prezenti in HPL.

in plus, mediul suplimentat cu HPL poate fi folosit in aceeasi masura ca si SFB. Acest
lucru indica faptul ca lizatele plachetare ar putea avea abilitati de protectie asemanatoare, in
general, atribuite SFB, dar fara a furniza inhibitori proteolitici si risc de contaminare virala.

Obtinerea HPL din plachete ajunse la limita duratei de conservare in centrele de transfuzii

precum si posibilitatea stocdrii acestora la -80 °C asigura indeplinirea criteriilor stricte de
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securitate, cum ar fi cele aplicate produselor din sange, asigurdnd sterilitatea si stabilitatea
conditiilor de depozitare.

Lizatul celular HPL-e, dar si cultivarea celulelor pe suport 3D obtinut din alginat si HPL-
e, pot fi considerate componente sanguine si urmdrite cu acelasi sistem de baze de date pentru a
furniza trasabilitatea completa a produsului de la donare la utilizarea de catre pacient.

Atat HPL-e cat si gelul plachetar obtinut poate fi folosite in chirurgia regenerativa si
domeniul medicinei dentare clinice, in cabinetele de chirurgie plasticd si esteticd, inlocuind
procedeul de obtinere al PRP-ului autolog, consumator de timp si materiale sau imposibil de

practicat in cabinetele mici.
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REVENDICARI

Metoda de obtinere a unui lizat de plachete umane din unitati plachetare expirate utilizabil
pentru culturi celulare in monostrat sau in sistem 3D pe suport de alginat de sodiu
(microbile de alginat).

Folosirea lizatului plachetar obtinut din unitati plachetare expirate (HPL-e) ca supliment
de crestere pentru mediile de culturi celulare, destinate stimularii in vitro a proliferarii si
viabilitagii diferitelor tipuri de culturi celulare primare, inclusiv celulele stem, si linii
celulare continue animale si umane.

Utilizarea lizatului plachetar obtinut din unitéti plachetare expirate (HPL-¢) ca alternativa

la serul fetal bovin (SFB).

19



Ac1018--0051p- 19
19 -07- 2016

DESENE

L] ’.'oa
* -
o V% % - el ’%"

Bog R

Figura 1. Analiza comparativa prin microscopie opticé a unei culturi de fibroblaste
de soarece (NCTC, clona 929) cultivate in mediu DMEM suplimentat cu SVF, HPL-p sau HPL-
e, dupa 3 zile de cultivare (20x).
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Figura 2. Analiza comparativd prin microscopie optica a unei culturi de fibroblaste de goarece
(NCTC, clona 929) cultivate in mediu DMEM suplimentat cu SVF, HPL-p sau HPL-e, dupa 5
zile de cultivare (30x).
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Figura 3. Analizd prin microscopie optica a fibroblastelor de soarece (NCTC, clona 929)
cultivate in suport de microbile de alginat de sodiu suplimentate cu SVF, HPL-p sau HPL-e, dupd
5 zile de cultivare (20x).
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Figura 4. Fibroblaste de soarece (NCTC, clona 929) cultivate in suport de microbile de
alginat de sodiu suplimentate cu SVF, HPL-p sau HPL-e, dupa 5 zile de cultivare (microscopie
de fluorescenta si coloratie pentru viabilitate Live/Dead; 30x)
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