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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un suport poros pentru crestere
celulara in tratamentul personalizat al ranilor dificile, si
la un procedeu de obtinere a acestuia. Suportul
conform inventiei este constituit dintr-un amestec de gel
de colagen fibrilar tip |, avand un continutde 1,1...2,2%
colagen substanta uscata si 0,5...3% alginat de sodiu
solutie Tn apa distilata, in proportie de 100:0, 60:40,

50:30, precum si 0,2...1,0% agent de reticulare de tip
glutaraldehida. Procedeul conform inventiei consta in
amestecarea componentelor sireticularea amestecului,
rezultdnd un gel compozit care este turnat in cutii Petri
de sticla de 2 mm, si liofilizat timp de 48 h.
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Domeniul tehnic in care poate fi folosita inventia:

Inventia se referd la suporturi poroase stratificate pe bazd de colagen si alginat de sodiu,
incarcate cu celule epiteliale autologe utilizate in tratamentul personalizat al ranilor dificile si

la un procedeu de obtinere a acestora.

Descrierea stadiului actual:

O serie de complicatii traumatice si posttraumatice precum si diverse patologii, chirurgia
metastazelor si tumorilor extinse §i respectiv, chirurgia neuro- sau orala si maxilo-faciala pot
conduce la aparitia unor defecte de piele. Multe dintre aceste boli ar putea fi asociate (i) cu
perturbari celulare sau (ii) cu defecte structurale. Aproximativ 3-6 milioane de persoane (85%
dintre acestea cu varsta peste 65 de ani) sufera de rani nevindecabile de origini diferite.
Procentul de afectiuni patologice si traumatice care necesita regenerarea pielii devine unul
dintre cele mai frecvente motive de handicap din lume. Efortul financiar global al societatii
noastre pentru aceste leziuni este in continua crestere in fiecare an. Cu toate acestea, suferinta
pacientilor depaseste mult efortul financiar, reflectandu-se in: incapacitatea de a functiona in
mod normal, limitarea activitatii, dureri asociate, aspect inestetic. Fird indoiald, toate acestea
sunt cel mai greu de vindecat.

Tegumentul uman este cel mai mare organ al corpului, cu o suprafata de aproximativ 1,7 m* la
adult, are o structura bilaminara, alcatuit din epiderm si derm.

Pand in prezent, s-au utilizat ca solutie pentru reconstructia tegumentara grefa de piele
autologa, alogrefele, heterogrefele/xenogrefele, substituentii sintetici sau semisintetici.
Substituentii dermali au o importanta majora in tratarea defectelor ce afecteaza toata grosimea
tegumentara, atat in cazul leziunilor acute cat si a patologiei cronice. Sunt deja comercializate
multiple produse cu caracter de substituent dermic sau dermo-epidermic utile in repararea
cutanata. Integra® (Integra LifeSciences Corp., Plainsboro, NJ, USA) este cel mai cunoscut
substituent dermal utilizat in prezent. Acesta este constituit din condroitin 6-sulfat, colagen
bovin si 0 membrana de silicon. AlloDerm® este un substituent dermal acelular obtinut din
pielea de cadavru crioconservata, dezepidermizata. Ofera suport dermal, peste care se aplica o
grefa de piele, foarte subtire autologa; aplicarea grefei se poate face in acelasi timp operator

ceea ce constituie un avantaj in comparatie cu Integra. S-au obtinut rezultate bune ale
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cicatrizarii pe termen lung si o buna integrare pe patul receptor. Apligraf® (pansament celular,
Novartis, Organogensis) este un substituient de piele viu format din keratinocite si fibroblasti
alogeni cu aplicabilitate in ranile acute umane. S-a constatat ca celulele alogenice sunt
inlocuite de catre celulele gazda, pansamentul nemafiind identificat dupa 6 saptamani de la
aplicare. Suporturile tridimensionale (3D) poroase sunt necesare pentru gazduirea celulelor si
pentru furnizarea unui suport temporar necesar formarii si dezvoltarii de tesut nou, inclusiv
derularii fenomenului de angiogeneza.

Suporturile poroase stratificate 3D pe bazid de polimeri naturali, colagen (sau derivati de
colagen) si polizaharide (alginat sau hialuronan), de grad medical, care fac subiectul prezentei
inventii imita matricea extracelulara (MEC) si pot constitui suporturi pentru celule epiteliale
autologe in tratamente personalizate.

Brevetul CN106178072 (A) descrie obtinerea unui pansament chirurgical din fibre de alginat,
bambus si colagen care se degradeaza partial, are proprietati hemostatice si de absorbtie bune
si sunt rezistente la actiunea bacteriana. Alte preparate terapeutice prezentate in brevetul
CN105797203 (A) — pansamente spongioase din fibre de alginat si colagen obtinute prin
uscare libera si CN105327383 (A) — pansament hemostatic pe baza de colagen, alginat si
chitosan obtinut prin liofilizare au fost utilizate ca tratament al traumelor locale ale pielii.
Acestea au rolul de a regenera tesutul moale, actionand ca un substituent acelular sau
pansament pentru rani. Alte produse pe baza de colagen si alginat sunt descrise in brevetele:
US2014271610 (A1) — compozitii pe baza de colagen, ioni de calciu si alginat care
polimeizeaza in situ in contact cu sangele si CN1337271 (A) — material biodegradabil
implantabil pentru os care contine sare de fosfat de calciu, colagen si alginat. Aceste produse
nu sunt destinate regenerarii pielii. Suporturi pentru cresteri de celule au fost descrise in
brevetele MX2014016099 (A) — matrice colagen/alginat ca suport pentru condrocite pentru
regenerarea cartilagiului si KR101449906 (B1) — hidrogel 3D compozit pe baza de aragoza-
colagen-alginat ca suport pentru cresteri de celule. Acestea nu au la baza celule autologe si
sunt proiectate pentru utilizari in vitro. Brevetele MX2016008442 (A) ~ hidrogeluri
alginat/colagen care contin factori de crestere ai fibroblastelor FGF-18 pentru tratamentul
defectelor de cartilagii si WO2016061450 (A1) — construct pentru regenerare tisulara pe baza
de teancuri de folii de colagen laminate si solutie de alginat, factori de crestere si citocine,
contin colagen si alginat, iar pentru o regenerare mai eficienta contin si factori de crestre
[citocine. Brevetele descrise mai sus au avantajul de a dezvolta produse care sunt utilizate ca

suporturi pentru cresterea celulara, care trateaza diverse rani sau regenereaza cartilajul sau
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osul, dar in comparatie cu prezenta inventie, nu au o structura poroasa structurata care sa imite
pielea si nu contin celule epiteliale autologe.

Avantajul inventiei este cd suporturi poroase triplu stratificate pe baza de colagen si alginat in
diferite proportii, cu porozitate si grosime controlata, asigura un mediu propice pentru
proliferarea si diferentierea de fibroblaste si keratinocite autologe, asigurand un tratament

personalizat al ranilor dificile.

Problema tehnici

Avand in vedere incidenta mare a ranilor dificile rezultate in urma arsurilor, defecte
tegumentare posttraumatice, operatii chirurgicale, problema tehnica pe care o rezolva inventia
constd in realizarea unor suporturi poroase triplu stratificate din diferite proportii de colagen
si alginat, populate cu celule fibroblaste si keratinocite care ca asigure un tratament eficient,

personalizat pentru rani dificile.

Solutia tehnica

Suporturile poroase stratificate 3D conform inventiei inliturd dezavantajele mentionate prin
aceea cd sunt constituite din urmétoarele componente: a) un amestec de polimeri naturali: i)
colagen fibrilar tip I, obtinut din derma pielii de vitel, sub forma de gel, cu structurd nativi
triplu helicoidala, cu un continut de 1.1 ... 2.2% colagen substant3 uscati, pH = 7.4 si ii) 0.5 ...
3% alginat de sodiu sub forma de solutie in apa distilata, in proportii de 100:0 (A), 80:20 (B),
60:40 (C) si 50:50 (D) si b) 0.2% ... 1.0% agent de reticulare, glutaraldehida care se amesteca
in compozitia finald sub forma de solutie 0.2% ... 0.3% in apa distilata.

Procedeul de obtinere a suporturilor 3D constd in aceea ci, in prealabil, gelul de
colagen:alginat in proportiile stabilite, se omogenizeazd si se reticuleaza. Compozitiile
obtinute se toarna in cutii Petri in straturi cu grosimi de 2 si 3 mm si se liofilizeazad ob{inandu-
se structuri poroase dense pentru culturi de keratinocite si respectiv fibroblaste. Pentru a
obtine o structura 3D tristratificata substraturile de 2 si 3 mm se suprapun sub forma de
sandwich care contine un gel de colagen reticulat (i) si se ususca la etuva timp de 24 ore la
35°C.

Se obtin astfel structuri triplu stratificate cu o grosime de aprox 6 mm, cu porozitati diferite
care, cultivate cu celule fibroblaste / keratinocite constituie un tratament pentru rani dificile.
In figurile 1-5 sunt prezentate cateva caracteristici de baza ale substraturilor care alcatuiesc

suportul sandwich.
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Compozitia materialelor bicomponente influenteaza dimensiunea porilor substraturilor
obtinute prin liofilizare. Se observa existenta porilor interconectati. Cresterea continutului de

alginat de sodiu subtiaza peretii si dimensiunea porilor.
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Figura 1. Influenta compozitiei asupra dimensiunii porilor matricilor spongioase.
Diametrul mediu pori in matricile spongioase A-D

Se observa marirea dimensiunii porilor cu cresterea cantitatii de alginat din matricile
bicomponente.

Figura 2. Materiale poroase A-D, in stare hidratata,observate in sectiune transversala: stanga —
imagine 2D; dreapta - imagine 3D



22017 00753 27/09/2017

In figura 3 este prezentata comportarea matricilor la absorbtia de apa la o ora si o zi.
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Figura 3. Absorbtia de apa a scaffold-urilor A, B, Csi D
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Din figura 3 se poate observa ca toate probele au fost foarte hidrofile, absorband o
cantitate de 47.6 + 51.5 g/g in 24 de ore. Cea mai hidrofila matrice este cea cu un continut de
2:1 colagen:alginat, scaffold-ul C.

Viabilitatea si proliferarea fibroblastilor umani a fost ridicata in cazul tuturor probelor
testate. In cazul probelor de Coll 80%:Alg 20% si Coll 40%:Alg 60% viabiltatea si
proliferarea celulelor la 5 zile de la cultivare a fost comparabila cu a celor cultivate pe proba
martor (Coll), insa in cazul celulelor cultivate pe proba de Coll 50%:Alg 50% s-a inregistrat o

viabilitate si proliferare mai scazuta comparativ cu restul probelor si cu proba martor (Fig. 4).
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Figura 4. Viabiliatea si proliferarea fibroblastilor umani (pasaj 4)
la 5 zile de la insamantarea pe matricile A, B, Csi D
In cazul keratinocitelor umane s-a constatat ca viabilitatea si proliferarea la 24 de ore
de la insamantarea pe matricile de colagen:alginat a fost asemanatoare cu cea inregistrata pe
matricea de colagen martor (Fig. 5). La 5 zile de la insamantare s-a constat o crestere a
viabilitatii in cazul celulelor cultivate pe matricile de Coll §0% - Alg 20% si Coll 60% - Alg
40%, celulele dezvoltate pe matricea de Coll 60% - Alg 40% prezentand o viabilitate
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asemanatoare cu cea inregistrata in celulele cultivate pe matricea control (Fig. 5). Si in cazul
testelor de proliferare s-a constatat o crestere a multiplicarii celulelor cultivate pe matricile de
Coll 80% - Alg 20% si Coll 60% - Alg 40%, insa proliferarea cea mai ridicata a fost
inregistrata la keratinocitele cultivate pe matricea Coll 80% - Alg 20% (Fig. 5). Cea mai
scazuta proliferare la S zile de la insamantare s-a inregistrat in cazul celulelor cultivate pe

matricea de Coll 50% - Alg 50%, caz confirmat si de testul de viabilitate (Fig. 5).
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Figura 5. Viabiliatea si proliferarea keratinocitelor umane la 1 si 5 zile
de la insamantarea pe matricile A, B, Csi D

Arbitrary units{fold Ingease)

Pe baza testelor de viabilitate si proliferare realizate pe linia stabilizata de keratinocite umane
si fibroblasti izolati de la pacienti au fost selectate doua dintre matricile de colagen:alginat:
Coll 80% - Alg 20% (B) si Coll 60% - Alg 40% (C). Aceste matrici constituie partile
principale ale suportului sandwich care sunt populate cu keratinocite si fibroblasti izolati de la

subiecti umani pentru un tratament personalizat in regenerarea ranilor.

Avantajele inventiei in raport cu stadiul tehnicii

Aplicarea inventiei conduce la urmétoarele avantaje:

- realizarea unui tratament personalizat pentru rani grave ale pielii, cu aplicare locala, sub
forma unor suporturi 3D spongioase pe baza de polimeri naturali cu celule autologe
fibroblaste si keratinocite care imita matricea extracelulara;

- utilizarea acestor suporturi / substituenti de piele este mult mai avantajoasa comparativ cu
administrarea unor pansamente biologice acelulare sau cu celule alogene;

- suporturile poroase 3D furnizeazd un mediu propice regenerarii tesuturilor, sunt
biocompatibile, biodegradabile in timp permitand celulelor sd-si sintetizeze propria matrice in

perioada in care acestea se biodegradeaza.
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Descrierea detaliata a inventiei:

Gelul de colagen fibrilar tip 1 obtinut din piele bovina, avind o concentratie de colagen de 1,3
... 2,5% (w/w) este utilizat Tn aceastd inventie. Cenusa si grasimea trebue sa fie nedetectabile
la analiza calitativa si cantitativa, iar pH-ul gelului este acid, 2 ... 3,5.

Alginatul de sodiu utilizat in aceastd inventie este o substanta comerciala, care trebuie sd aiba
o umiditate sub 15% si pH — 6-8. Mai pot fi utilizate si alte forme ale alginatului de sodiu de
grad medical.

Agentul de reticulare este aldehida glutarica care trebuie sa fie 0.2 — 1.5% raportat la
continutul de colagen.

Inventia va fi explicatd mai in detaliu prin urmétoarele exemple:

Exemplul 1

In aceastd inventie a fost utilizat un gel de colagen fibrilar tip I cu o concentratie gravimetricd
de 1.2%, 98.8% apa si pH-ul de aproximativ 7.4. O solutie de 2% alginat de sodiu a fost
incorporatd in gelul de colagen in proportie de 20%, apoi a fost reticulatd cu 0.5%
glutaraldehida. Gelul de colagen:alginat in proportie 80:20 a fost turnat in cutii Petri de sticla
de 2 mm si liofilizat timp de 48 de ore. Probele au fost obtinute in forma spongioasa (matrici)
si utilizate ca suporturi pentru crestere de keratinocite.

Exemplul 2

Gelul compozit pe baza de colagen si alginat a fost obginut prin procesul descris in Exemplul
1 exceptand procentul de colagen utilizat, care a fost 1.4% (raportat la colagen substantad
uscatd). Procesul de liofilizare a fost similar cu cel descris in Exemplul 1. Folia spongioasa
obtinuta a fost mai densa, cun pori mai mici.

Exemplul 3

Gelul compozit pe baza de colagen si alginat de sodiu a fost obtinut prin procesul descris in
Exemplul 2 exceptdnd procentul de alginat de sodiu utilizat, care a fost 40%. Gelul de
colagen:alginat in proportie 60:40 a fost turnat in cutii Petri de sticla de 3 mm si liofilizat timp
de 48 de ore. Probele au fost obtinute in forma spongioasa (matrici) si utilizate ca suporturi
pentru crestere de fibroblaste.

Exemplul 4

Suporturile obtinute prin procesele descrise in Exemplele 1 si 3 au fost ,lipite” cu un gel de
colagen de concentratie 1%, pH — 7,4 si uscate in etuva la 28°C timp de 24 de ore. Se obtine
astfel un suport 3D triplu stratificat care poate fi insamantat atat cu keratinocite cat si cu

fibroblaste pentru a fi utilizat ca tratament pentru rani dificile.
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REVENDICARI

1. Suporturile poroase stratificate 3D caracterizate prin aceea ca sunt constituite din
urmatoarele componente, exprimate in procente gravimetrice: a) 60 / 80% colagen fibrilar tip
I, obtinut din derma pielii de vitel, sub formd de gel, cu structurd nativa triplu helicoidald, cu
un continut de 1.2% ... 1.4% colagen substanta uscatd peste care se adauga componentul b)
40 /20 % solutie de 2% alginat de sodiu si ¢) 0.5% agent de reticulare, glutaraldehida, care se
amestecd In compozitia finald sub forma de solutie 0.2% ... 0.3% In apa distilata obtinandu-se

geluri compozite.

2. Gelul compozit definit in revendicarea 1, caracterizat prin aceea ci, in prealabil, a fost
turnat in cutii Petri de sticla in straturi de 2 si 3 mm si liofilizat timp de 48 de ore, obtinandu-
se forme spongioase (matrici) utilizate ca suporturi pentru cresterea de keratinocite si

respectiv fibroblaste.

3. Suporturile spongioase definite in revendicarea 2, caracterizata prin aceea ca au fost
»lipite” cu un gel de colagen de concentratie 1%, pH — 7,4 si uscate in etuva la 28°C timp de
24 de ore, se obtine astfel un suport 3D triplu stratificat care poate fi insamantat atat cu

keratinocite cat si cu fibroblaste pentru a {1 utilizat ca tratament pentru rani dificile.
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