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Description
Titre de l'invention : Composition pour la conservation des

plaquettes sanguines

L’invention concerne une composition pour la conservation des plaquettes, un
procédé de préparation d’un produit plaquettaire a I’aide d’une telle composition et un
produit plaquettaire comprenant des plaquettes et une telle composition.

Elle s’applique au domaine de la transfusion, et notamment a la préparation et la
conservation des produits plaquettaires, tels que les concentrés plaquettaires.

Le sang total est constitué de deux types de composants : les cellules sanguines
comprenant les globules rouges, les leucocytes et les plaquettes, et le plasma, liquide
jaune pale dans lequel les cellules sanguines sont en suspension.

Actuellement, on ne transfuse aux patients que les composants sanguins nécessaires a
leur état. Par exemple, on ne transfuse que des concentrés plaquettaires aux patients
atteints de thrombocytopénie, c’est-a-dire dont la teneur en plaquettes dans le sang est
réduite.

Les concentrés plaquettaires sont obtenus par aphérese ou a partir d’une ou plusieurs
unités de sang total. Il existe en outre plusieurs méthodes de préparation des concentrés
plaquettaires issus de sang total, parmi lesquelles on peut citer la méthode de pré-
paration a partir de couches leucoplaquettaires (European Directorate for the Quality of
Medicines. Healthcare (EDQM), Council of Europe: Guide to the preparation, use and
quality assurance of blood components, (2017)).

Selon cette méthode de préparation, une unité de sang total est centrifugée de sorte a
séparer le sang en trois couches : une couche de surnageant de plasma, une couche in-
termédiaire leucoplaquettaire comprenant un mélange de leucocytes, plaquettes,
globules rouges et plasma, et une couche de culot de globules rouges. La couche leuco-
plaquettaire est séparée des autres couches. Entre quatre et six couches leucopla-
quettaires ainsi séparées, sont ensuite réunies et re-suspendues dans du plasma ou dans
une solution additive pour plaquettes. Ce mélange est a nouveau centrifugé
(centrifugation douce) de sorte a obtenir une couche de surnageant de concentré pla-
quettaire et une couche de culot de globules rouges. A I'interface de ces deux couches,
on trouve un anneau plaquettaire plus ou moins visible comportant un mélange
concentré en plaquettes et des globules rouges. Le concentré plaquettaire est séparé,
éventuellement déleucocyté par passage au travers d’un filtre a déleucocyter et
conservé jusqu’a 4 a 7 jours a température ambiante. Lorsqu’on utilise une solution
additive, le concentré plaquettaire final est constitué¢ en général des plaquettes re-

suspendues dans un mélange constitué de plasma (30-40%) et de solution additive
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(60-70%).

L’ utilisation d’une solution additive pour plaquettes permet de réduire la quantité de
plasma dans les concentrés plaquettaires et ainsi de réduire les risques de réactions
transfusionnelles indésirables liées au plasma, tout en maintenant pendant la durée de
conservation, une qualité de plaquettes comparable a celle des plaquettes préparées
dans du plasma, sans solution additive.

Les solutions additives pour plaquettes comprennent généralement une solution
saline avec un ou plusieurs composants choisis parmi I’acétate, le citrate, le phosphate,
le gluconate, le carbonate, le potassium, le magnésium, le calcium et le glucose
(Gulliksson, H. "Platelet storage media." Vox sanguinis 107.3 (2014): 205-212 ; Al-
humaidan, Hiba, and Joseph Sweeney. "Current status of additive solutions for
platelets."” Journal of clinical apheresis 27.2 (2012): 93-98 ; Ringwald, Juergen, Robert
Zimmermann, and Reinhold Eckstein. "The new generation of platelet additive
solution for storage at 22 C: development and current experience.” Transfusion
medicine reviews 20.2 (2006): 158-164).

Un exemple particulier d’une telle solution est la solution SSP+ commercialisée par
Maco Pharma (Tourcoing, France). Cette solution comprend 69 mmol/L de chlorure de
sodium, 5 mmol/L de chlorure de potassium, 1,5 mmo/L de chlorure de magnésium, 10
mmol/L de citrate de sodium, 26 mmol/L. de phosphate (NaH2PO4 / Na2HPO4) et 30
mmol/L d’acétate de sodium.

Cependant, lorsque les concentrés plaquettaires sont préparés a 1’aide d’une solution
additive, on constate que le taux de récupération en plaquettes lors de la deuxi¢éme cen-
trifugation est inférieur a celui des concentrés plaquettaires préparés avec du plasma
seul (Zhang, Jerry G., et al. "Buffy-coat platelet variables and metabolism during
storage in additive solutions or plasma." Transfusion 48.5 (2008): 847-856).

Pour tenter d’augmenter le rendement en plaquettes, le document EP 1 886 559
propose une solution additive pour plaquettes sanguines comprenant un agent
augmentant la viscosité tel que ’hydroxyéthylamidon (HEA), le méthylcellulose, le
polyéthylene glycol, le polyglycidol, la gélatine, les dextranes, I’albumine ou le
dextrose. Ces agents augmentant la viscosité permettent a la solution additive
d’atteindre une viscosité proche de celle du plasma, c’est-a-dire de 1,178 cp a 37°C. Ce
document montre plus particulierement qu’avec une solution additive comprenant de
I’HEA ou du polyglycidol, il est possible de préparer des concentrés plaquettaires a
partir de couches leucoplaquettaires avec un rendement plaquettaire sensiblement
équivalent a celui obtenu pour des concentrés plaquettaires préparés avec du plasma.
Les autres molécules citées, et notamment les polyéthyléne glycols et les dextranes,
n’ont pas €t€ testées.

L’invention propose une autre solution pour augmenter le rendement en plaquettes
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lors de la préparation de concentrés plaquettaires dérivés de couches leucoplaquettaires
avec une solution additive.

Par ailleurs, il est connu d’utiliser des agents de sédimentation des globules rouges
pour séparer les globules blancs et autres cellules d’intérét du sang et plus particu-
lierement du sang de cordon ombilical. Par exemple, dans le document US 5 789 147,
le sang total anticoagulé est mis en contact avec de I’HEA, puis centrifugé de sorte a
obtenir un surnageant enrichi en globules blancs et un culot de globules rouges.

Dans la demande WO 2017/196798A1, il est décrit une méthode sans centrifugation
pour préparer un plasma riche en plaquettes par mise en contact du sang total an-
ticoagul€ avec un agent induisant la formation de Rouleaux, tel que I’'HEA.

Il ressort de la littérature que ces agents de sédimentation des globules rouges sont
généralement utilisés avec du sang total pour enrichir les fractions de leucocytes.

Selon un premier aspect, I’invention propose une composition pour la conservation
des plaquettes comprenant une solution additive contenant (a) du chlorure de sodium et
(b) un composé acétate ou un composé citrate ou une combinaison de ceux-ci, ladite
composition comprenant en outre un agent d’agrégation des globules rouges choisi
parmi le dextrane ayant un poids moléculaire de 50 kDa ou plus, le polyvinylpyr-
rolidone ayant un poids moléculaire de 40 kDa ou plus et le polyéthylene glycol ayant
un poids moléculaire de 20 kDa ou plus ou une combinaison de ceux-ci.

Selon un deuxieme aspect, I’invention porte sur un procédé de préparation d’un
produit de plaquettes comprenant les €tapes suivantes :

- fournir une composition selon le premier aspect,

- combiner ladite composition a une ou plusieurs couches leucoplaquettaires, de sorte
a obtenir un mélange de couche(s) leucoplaquettaire(s) et de composition,

- centrifuger le mélange de couche(s) leucoplaquettaire(s) et de composition ainsi
obtenu, et

- séparer le concentré plaquettaire du mélange ayant été centrifugé.

Selon un troisieme aspect, I’invention divulgue un produit plaquettaire comprenant
des plaquettes et une composition selon le premier aspect de ’invention.

D’autres objets et avantages apparaitront au cours de la description qui suit.

[fig.1] représente la répartition en pourcentage et apres centrifugation du nombre de
plaquettes dans les différentes phases d’une couche leucoplaquettaire combinée a la
solution additive SSP+, la solution additive SSP+ comprenant 20, 30 ou 40 g/L. de
dextran 70, ou sans solution additive (100% plasma).

[fig.2] représente le rendement en plaquettes d’une préparation d’un concentré pla-
quettaire issu d’'un mélange de cinq couches leucoplaquettaires combinées avec la
solution additive SSP+ comprenant 30 g/L de dextran 70 (A), du plasma (B) ou la
solution additive SSP+ seule (C).
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[fig.3] représente le pH apres 1, 2, 6, 8 et 13 jours de conservation d’un concentré
plaquettaire issu d’un mélange de cinq couches leucoplaquettaires combinées avec la
solution additive SSP+ comprenant 30 g/L de dextran 70 (A), du plasma (B) ou la
solution additive SSP+ seule (C).

[fig.4] représente la consommation en glucose apresl, 2, 6, 8 et 13 jours de
conservation d’un concentré plaquettaire issu d’un mélange de cing couches leucopla-
quettaires combinées avec la solution additive SSP+ comprenant 30 g/L. de dextran 70
(A), du plasma (B) ou la solution additive SSP+ seule (C).

[fig.5] représente la production de lactate apres 1, 2, 6, 8 et 13 jours de conservation,
d’un concentré plaquettaire issu d’un mélange de cinq couches leucoplaquettaires
combinées avec la solution additive SSP+ comprenant 30 g/L. de dextran 70 (A), du
plasma (B) ou la solution additive SSP+ seule (C).

[fig.6] représente le pourcentage apres 1, 2, 6, 8 et 13 jours de conservation, de
cellules positives au marqueur CD62p membranaire, d’un concentré plaquettaire issu
d’un mélange de cinq couches leucoplaquettaires combinées a la solution additive
SSP+ comprenant 30 g/L de dextran 70 (A), du plasma (B) ou la solution additive
SSP+ seule (C).

[fig.7] représente le pourcentage d’agrégation maximal a 5 jours en réponse a
I’agoniste ADP, TRAP-6 ou collagene, concentré plaquettaire issu d’un mélange de
cinq couches leucoplaquettaires combinées avec la solution additive SSP+ comprenant
30 g/L de dextran 70 (A), du plasma (B) ou la solution additive SSP+ seule (C).

L’invention concerne une composition pour la conservation des plaquettes, destinée a
étre combinée a un produit plaquettaire tel qu'un concentré de plaquettes. Cette com-
position favorise la récupération des plaquettes lors de la préparation d’un concentré
plaquettaire a partir d’un mélange de couches leucoplaquettaires.

La composition est une composition synthétique qui comprend d’une part une
solution additive et d’autre part un agent d’agrégation des globules rouges.

La solution additive est une solution synthétique aqueuse. La solution additive
contient du chlorure de sodium et I’un au moins des composants suivants : un composé
citrate, un composé acétate, un composé phosphate, un composé bicarbonate, un
composé gluconate, un composé magnésium, un composé potassium, un composé
calcium, du glucose, ou une combinaison de ceux-ci.

Les composés de type sel d’acide sont notamment le citrate de sodium, I’acétate de
sodium, une combinaison d’hydrogénophosphate de sodium et de dihydrogéno-
phosphate de sodium, le bicarbonate de sodium et le gluconate de sodium.

Les composés magnésium, potassium et calcium sont notamment les composés
ioniques de chlorure de magnésium, chlorure de potassium et chlorure de calcium.

En particulier, la solution additive contient (a) du chlorure de sodium et (b) un
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composé acétate ou un composé citrate ou une combinaison de ceux-ci.

.Plus particulierement, la solution additive comprend en outre un composé
phosphate.

Encore plus particulierement, la solution additive comprend en outre un composé
magnésium et composé potassium.

Notamment, la solution additive contient, outre le chlorure de sodium, de 1’acétate de
sodium et du citrate de sodium. Plus particulierement, la solution additive comprend
aussi de I’hydrogénophosphate de sodium et du dihydrogénophosphate de sodium. Et
encore plus particulicrement, la solution additive comprend aussi chlorure de
potassium et du chlorure de magnésium.

Par exemple, la solution additive est la solution SSP+ commercialisée par Maco
Pharma.

Des exemples connus de solutions additives sont décrits dans les tableaux 1 et 2 ci-

dessous.

[Tableaux1]

Nom PAS-APAS- |PAS-BPAS-I [PAS-CPAS [PAS D
IPAS-1 IPAS-2 -1I1

Désignation commerciale  [plasmalyte |T-SolSSP InterSol Composol

Composition (mM)

Chlorure de sodium 90 116 77 90

Acétate de sodium 27 30 30 27

Citrate de sodium - 10 10 11

Acide citrique - - -

Chlorure de potassium 5 - - 5

Chlorure de magnésium 3 - - 1,5

Chlorure de calcium - - - -

NaH,PO,/NaHPO, - - 26 -

Gluconate de sodium 23 - - 23

Glucose - - - -

Carbonate de sodium - - - -
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[Tableaux2]
Nom PAS-EPAS- [PAS-Fa  |[PAS-GM-|BRS-A
IIIMPAS-5 Sol
Désignation commerciale SSP+T-PAS |Isoplate
+
Composition (mM)
Chlorure de sodium 69 141 110 95
Acétate de sodium 30 27 15 -
Citrate de sodium 10 - 10 4
Acide citrique 2
Chlorure de potassium 5 5 5 4
Chlorure de magnésium L5 3 3 1
Chlorure de calcium - - - 1.5
NaH,PO,/NaHPO, 26 1 4 -
Gluconate de sodium - 23 - -
Glucose - - 30 6
Carbonate de sodium - - 12 27

Ces solutions additives sont classiquement utilisées pour préparer et conserver des
produits plaquettaires tels que des concentrés plaquettaires. Par exemple, pour préparer
un concentré plaquettaire issu de sang total a partir de couches leucoplaquettaires, il est
connu de centrifuger au moins une unité de sang total collectée d’un donneur, d’en
séparer la couche leucoplaquettaire comprenant les plaquettes, de combiner entre
quatre et sept couches plaquettaires avec une telle solution additive, de centrifuger a
nouveau le mélange de couches leucoplaquettaires et de solution additive, et fi-
nalement de séparer le concentré plaquettaire comprenant les plaquettes en suspension
dans un mélange de plasma et de solution additive.

Si ce mode de préparation est avantageux en ce qu’il réduit notamment la quantité de
plasma dans le produit final, il est apparu que le rendement en plaquettes, c’est-a-dire
le rapport entre le nombre de plaquettes présentes dans le concentré plaquettaire final
et le nombre cumulé de plaquettes présentes dans les couches leucoplaquettaires de
départ, est inférieur au rendement en plaquettes obtenu en utilisant du plasma a la place
de la solution additive.

La composition pour la conservation des plaquettes de 1’invention permet

d’améliorer ce rendement en plaquettes par rapport a une solution additive classique.
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Pour cela, la composition comprend, outre la solution additive telle que décrite ci-
dessus, un agent d’agrégation des globules rouges choisi parmi le dextrane ayant un
poids moléculaire de 50 kDa ou plus, le polyvinylpyrrolidone ayant un poids mo-
léculaire de 40 kDa ou plus et le polyéthylene glycol ayant un poids moléculaire de
20 kDa ou plus ou une combinaison de ceux-ci.

L’enseignement de 1’art antérieur, par exemple tel qu’illustré dans le document
Zhang, J. G., et al. "Comparison of a novel viscous platelet additive solution and
plasma: preparation and in vitro storage parameters of buffy-coat-derived platelet
concentrates." Vox sanguinis 94.4 (2008): 299-305., propose, pour augmenter ce
rendement plaquettaire, de modifier la solution additive afin d’atteindre une viscosité
équivalente a celle du plasma a 37°C. Apres plusieurs tests sur des solutions additives
combinées avec différents composants afin d’atteindre une viscosité proche de celle du
plasma a 37°C, la demanderesse s’est rendue compte que la viscosité de la solution
additive n’était pas le facteur prédominant influencgant le rendement plaquettaire (voir
I’exemple 1 ci-dessous). Un facteur plus influencant serait la capacité de la com-
position a sédimenter les globules rouges.

Dans le plasma et en condition statiques, les globules rouges s’empilent les uns sur
les autres pour former des « rouleaux » lin€aires qui s’associent ensuite entre eux pour
former des agrégats €érythrocytaires plus volumineux. Ce phénomene est réversible : les
agrégats se dispersent par action mécanique ou lorsque les forces de cisaillement
augmentent.

L’agrégation des globules rouges est favorisée par le fibrinogene, protéine présente
naturellement dans le plasma, mais aussi par des macromolécules exogenes telles que
la gélatine ou certains polyéthylene glycols, polyvinylpyrroldidones et dextranes.

La demanderesse s’est rendue compte qu’en combinant la solution additive avec un
agent d’agrégation des globules rouges tel que le dextrane ayant un poids moléculaire
de 50 kDa ou plus, le polyvinylpyrrolidone ayant un poids moléculaire de 40 kDa ou
plus et le polyéthylene glycol ayant un poids moléculaire de 20 kDa ou plus ou une
combinaison de ceux-ci, le rendement plaquettaire est équivalent a celui obtenu en
utilisant du plasma.

Ces macromolécules particulieres amorcent la séparation des phases dans le mélange
de couche(s) leucoplaquettaire(s) et de solution additive supplémentée avec ces macro-
molécules. Cette séparation est ensuite accentuée par la centrifugation finale.

Le dextrane est un polymere polysaccharidique obtenu par fermentation bactérienne
ou par synthese. Il est composé d’unités glucosidiques reli€es par des liaisons alpha
1-6. Les dextranes dont le poids moléculaire va de 1000 Da a 2 000 000 Da, sont géné-
ralement identifiés selon leur poids moléculaire. Par exemple, le dextran 40 correspond

a un dextrane ayant un poids moléculaire moyen de 40 000 Da.
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Le polyvinylpyrrolidone (PVP) est un polymere synthétique obtenu par polymé-
risation de la N-vinylpyrrolidone. Les polyvinylpyrrolidones sont disponibles dans le
commerce avec un poids moléculaire moyen allant de 2 000 Da a 3 000 000 Da.

Le polyéthylene glycol (PEG) est un polymere synthétique constitué d’unité d’oxyde
d’éthylene. Les polyéthylene glycols ont un poids moléculaire généralement inférieur a
100 000 Da et sont €galement identifiés par leur poids moléculaire. Par exemple, le
PEG 20 000 ou PEG 20M possede un poids moléculaire moyen de 20 000 Da.

Ces macromolécules ont le point commun de favoriser ou d’inhiber 1’agrégation des
globules rouges dans le plasma selon leur poids moléculaire. En effet, Armstrong et al.
ont montré que les macromolécules telles que le dextrane ayant un poids moléculaire
supérieur a environ 40 000, le polyvinylpyrrolidone ayant un poids moléculaire
supérieur a environ 20 000 et le polyoxyéthylene ayant un poids moléculaire supérieur
a environ 15 000, qui posseédent un rayon hydrodynamique (Rh) supérieur a 4, fa-
vorisent I’agrégation des globules rouges en suspension dans du plasma. (Armstrong,
Jonathan K., et al. "The hydrodynamic radii of macromolecules and their effect on red
blood cell aggregation.” Biophysical journal 87.6 (2004): 4259-4270).

En particulier, 1’agent d’agrégation présent dans la composition est le polyéthylene
glycol ayant un poids moléculaire de 20 kDa (PEG 20M). Plus particulierement, la
concentration en PEG 20M dans la composition pour la conservation des plaquettes va
de 20 2 40 g/L.

En variante, I’agent d’agrégation des globules rouges est le dextrane ayant un poids
moléculaire de 70 kDa (dextran 70).

Plus particulicrement, la concentration en dextran 70 dans la composition pour la
conservation des plaquettes va de 20 a 80 g/L., notamment de 30 a 50 g/L.

Une concentration inférieure a 20 g/L. ou supérieure a 80 g/L en dextran 70 dans la
composition n’a pas d’effet favorisant I’agrégation des globules rouges dans une
couche leucoplaquettaire.

La composition de I’invention pour conserver les plaquettes est exempte de
plaquettes. Elle est destinée a €tre combinée a un produit plaquettaire, tel qu’un
concentré plaquettaire, lui-méme destiné a étre injecté a un patient. A cet effet, la com-
position possede un pH compris entre 6,5 et 8, particulierement 7 et 7,8.

En outre, la composition de 1’invention posséde une osmolarité proche de celle du
sérum sanguin, notamment comprise en 270 et 320 mOsm/kg.

La composition pour la conservation des plaquettes comprend avantageusement la
solution additive combinée de fabrication a ’agent d’agrégation des globules rouges.

Ainsi, la composition pour la conservation des plaquettes est notamment
conditionnée dans un récipient unique tel qu’une poche souple.

En variante, la composition se présente sous la forme d’un kit comprenant d’une part
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la solution additive conditionnée dans un premier récipient tel qu’une poche souple, et
d’autre part I’agent d’agrégation des globules rouges conditionné dans un second
récipient.

En vue d’une application a usage thérapeutique, la composition est stérile.
Notamment, la composition est stérilisée par vapeur ou irradiation par rayonnement
gamma.

Selon le deuxieéme aspect, I’invention concerne un procédé de préparation d’un
produit de plaquettes a 1’aide de la composition décrite ci-dessus comprenant un agent
d’agrégation des globules rouges.

Le produit de plaquettes est notamment un concentré plaquettaire comprenant plus de
2.10" plaquettes.

Le procédé de préparation comprend les étapes suivantes :

- fournir une composition selon le premier aspect de 1’invention,

- combiner ladite composition a une ou plusieurs couches leucoplaquettaires, de sorte
a obtenir un mélange de couches leucoplaquettaires et de composition,

- centrifuger le mélange de couches leucoplaquettaires et de composition ainsi
obtenu, et

- séparer le concentré plaquettaire du mélange ayant été centrifugé.

Lorsque la composition pour la conservation des plaquettes se présente sous la forme
d’un kit en deux parties, a savoir d’une part la solution additive et d’autre part 1’agent
d’agrégation des globules rouges, I’étape consistant a combiner la composition avec
une ou plusieurs couche(s) leucoplaquettaire(s) consiste a combiner d’abord la solution
additive et I’agent d’agrégation, puis a combiner la composition ainsi reconstituée avec
la ou les couche(s) leucoplaquettaire(s).

En variante, la solution additive est d’abord combinée a la ou les couche(s) leucopla-
quettaire(s), puis le mélange est ensuite combiné avec 1’agent d’agrégation des
globules rouges.

En autre variante, I’agent d’agrégation des globules rouges est d’abord combiné avec
la ou les couche(s) leucoplaquettaire(s), et ce mélange est ensuite combiné a la solution
additive.

Chacune des couches leucoplaquettaires est obtenue par centrifugation d’une unité de
sang total préalablement collectée d’un donneur, afin d’obtenir une couche de plasma,
une couche leucoplaquettaire et une couche de globules rouges. La couche leucopla-
quettaire est séparée des autres couches, par exemple a I’aide d’une presse séparation.

Apres combinaison de la composition avec la ou les couche(s) leucoplaquettaire(s),
le mélange est a nouveau centrifugé pour obtenir une couche surnageante de concentré
plaquettaire et un culot de globules rouges.

L’étape de séparation du concentré plaquettaire est réalisée notamment a 1’aide d’une
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presse de séparation.

Avantageusement, le procédé comprend en outre I’étape de filtrer le concentré pla-
quettaire pour €liminer les leucocytes.

La filtration est notamment réalisée lors de la séparation du concentré plaquettaire.
Un exemple de filtre a déleucocyter les concentrés plaquettaires est décrit dans le
document FR 300 3764 Al.

Selon une réalisation, le procédé de préparation comprend 1’étape de conservation du
concentré plaquettaire apres sa s€paration.

Le concentré plaquettaire est notamment conservé jusqu’a 4 a 7 jours a une tem-
pérature comprise entre 20°C et 24°C.

Selon un troisieme aspect, I’invention porte sur un produit plaquettaire comprenant
des plaquettes et une composition selon le premier aspect de ’invention.

En particulier, le produit plaquettaire est un concentré plaquettaire obtenu par le
procédé selon le deuxieme aspect de I’invention.

En particulier, le produit plaquettaire comprend du plasma dans un volume allant de
20% a 50% du volume de produit plaquettaire, notamment entre 25% et 40% du
volume de produit plaquettaire.

Dans le produit plaquettaire, le volume de composition pour la conservation des
plaquettes varie de 50% a 80% du volume de produit plaquettaire, notamment de 60%
a 75% du volume de produit plaquettaire.

Notamment, le produit est a usage thérapeutique et contient une quantité de
plaquettes supérieure a de 2.10'.

Exemple 1 : Impact de différentes molécules sur la s€édimentation des globules
rouges dans une couche leucoplaquettaire.

Cet essai est basé sur la mesure de ’ESR (Erythrocyte Sedimentation Rate) a 1’aide
du dispositif de Westergren.

L’étude a été réalisée sur un échantillon de couche leucoplaquettaire dans des
conditions de rapport solution additive/couche leucoplaquettaire comparable a celui
utilisé pour la préparation classique d’un concentré plaquettaire, a savoir cinq couches
leucoplaquettaires pour 300 mL de solution additive. Dans un tube de 5 mL, on
transfere 1,6 mL d’une couche leucoplaquettaire préparée le jour méme, puis 2,4 mL
de solution test ou de plasma.

Les solutions tests, détaillées dans le tableau 3, sont constituées de la solution
additive SSP+ supplémentée avec différentes molécules dans une concentration
suffisante pour obtenir une solution ayant une viscosité proche de celle du plasma, a

savoir 1,178 mPa.s.
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[Tableaux3]

Solution Concentration dans la densité |Viscosité dynamique
SSP+(g/L) (mPa.s)

SSP+ - 1,021 (0,749

SSP+ / Dextran 40 |28,656 1,037 {1,180

SSP+ / PEG 400 126,885 1,042 {1,210

SSP+ / Dextran 70 120,930 1,033  |1,148

Plasma - - -

[0086] Les résultats de sédimentation sont montrés dans le tableau 4 :
[0087] [Tableaux4]

Hauteur (mm)
Solution 15 min 30 min 60 min 137 min
SSP+ 0 0 1 2
SSP+ / Dextran 40 0 1 2 5
SSP+/ PEG 400 0 0 1 2
SSP+ / Dextran 70 4 15 40 85
Plasma 3 10 34 69

[0088]  On note que, seule le plasma et la solution contenant du dextran 70 présente une sédi-
mentation significative comparée aux autres solutions testées. Les solutions contenant
du dextran 40 ou du PEG ont une sédimentation équivalente a celle de la solution
additive SSP+.

[0089]  Bien que les solutions testées aient une viscosité équivalente et proche de celle du
plasma, seule le dextran 70 montre une sédimentation similaire a celle du plasma.

[0090]  Ce résultat tend a montrer que la viscosité n’est pas le facteur principal influencant la
sédimentation des globules rouges dans la solution additive.

[0091]  Exemple 2 : Impact de la concentration en PEG 20M dans la solution SSP+ sur la
vitesse de sédimentation des globules rouges dans une couche leucoplaquettaire.

[0092]  Le test de ’exemple 1 a été reproduit avec une solution SSP+ complémentée avec
différentes concentrations de PEG 20M (0 a 30 g/L), comme indiqué dans le tableau 5.

[0093]



[0094]

[0095]

[0096]

[0097]

12

[Tableaux5]
Hauteur (mm)

Solutions Concentration I5min |30 min (60 min |120 min

(g/L)
SSP+ - 1 0 0 0,5
SSP+ /PEG 20M 7.5 2 0 1 2
SSP+ /PEG 20M 15 3 3 12 33
SSP+ /PEG 20M 20 4 32 100 150
SSP+ /PEG 20M 25 5 45 124 142
SSP+ /PEG 20M 30 6 66 127 145

On note, qu’a partir d’une concentration de 20 g/L dans la solution, le PEG 20M a un
effet significatif sur la sédimentation des globules rouges dans une couche leucopla-
quettaire.

Exemple 3 : Impact de la concentration en dextran 70 dans la solution SSP+ sur la
vitesse de sédimentation des globules rouges dans une couche leucoplaquettaire.

Le test décrit dans I’exemple 1 a été reproduit avec des solutions comprenant dif-
férentes concentrations de dextran 70, comme indiqué dans le tableau 6.

[Tableaux6]

Hauteur (mm)

Solutions Concentration |Viscosité I5 min |30 min |60 min |120

(g/L) dynamique min

(mPa.s)

SSP+/dextran 70 |5 0,838 0 1 1 3
SSP+/dextran 70 |10 0,932 0.5 2 3 5
SSP+/dextran 70 |20 1,152 4 11 30 74
SSP+/dextran 70 |25 1,262 6 18 44 90
SSP+/dextran 70 |30 1,407 6 24 57 112
SSP+/dextran 70 |40 1,705 12 40 88 143
SSP+/dextran 70 |50 2,022 13 38 96 144
SSP+/dextran 70 |60 2,429 10 30 80 140
SSP+/dextran 70 |80 - 7 12 - 40
plasma - 2 7 21 53
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Plus la concentration en dextran 70 augmente, plus la sédimentation des globules
rouges dans la couche leucoplaquettaire est important. Un palier semble atteint a partir
d’une concentration de 40 g/L.

Le méme test a été réalisé avec du dextran 40 dans une solution SSP+, avec une
concentration variant de 5 a 80 g/L. et aucun phénomene de sédimentation n’a été
observé.

Exemple 4 : Effet de la solution sur la récupération en plaquettes lors de la séparation
des mélanges de couches leuco-plaquettaires

On a €tudié la répartition plaquettaire dans les différentes couches apres centri-
fugation d’une couche leuco-plaquettaire supplémentée en plasma, en solution SSP+
ou en solution SSP+ et dextran 70 (20 g/L ; 30 g/L ou 40 g/L).

Afin de limiter les variations en concentration plaquettaire entre donneurs, on a
préparé un mélange de huit couches leucoplaquettaires ABO compatibles que ’on a re-
distribué dans huit poches.

On a ajouté a chacune de ces poches le plasma ou les différentes solutions SSP+ puis
on a centrifugé les poches a 520g. Apres centrifugation, on a séparé le surnageant,
I’anneau plaquettaire et le culot. Pour chacune des couches, on a en déterminé le
volume et la concentration en plaquettes afin de calculer le nombre de plaquettes.

Les résultats sont montrés sur la Fig. 1. On note que le pourcentage de plaquettes
dans le surnageant avec la solution contenant 20 g/L de dextran 70 est significa-
tivement inférieur comparé aux solutions comprenant 30 et 40 g/L. de dextran 70. Le
pourcentage de plaquettes dans 1’anneau est significativement supérieur avec une
solution de 20 g/L de dextran 70 comparé avec la solution a 40 g/L.. Le pourcentage de
plaquettes dans le culot de globules rouges ne présente pas de différence significative
selon les solutions testées.

En comparant avec le plasma et la solution SSP+, on observe que I’ajout de dextran
70 dans la solution SSP+ permet d’augmenter le pourcentage de plaquettes dans le
surnageant. Les solutions comprenant 30 et 40 g/L de dextran 70 permettent d’obtenir
une répartition plaquettaire semblable a celle du plasma.

Exemple 5 : Test de conservation des plaquettes

On a préparé un concentré plaquettaire a partir d’un mélange de cinq couches leuco-
plaquettaire complémentées avec :

Solution A : 30% plasma et 70% solution SSP+/dextran 70 (30 g/L)

Solution B : 100% plasma

Solution C : 30% plasma et 70% solution SSP+.

Le concentré plaquettaire a été déleucocyté par passage au travers d’un filtre TXP
(Maco Pharma, Tourcoing, France).

Les résultats, montrés sur la Fig. 2, montrent que I’utilisation de dextran 70 entraine
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I’augmentation du rendement en plaquettes par rapport a I’ utilisation de la solution
SSP+ jusqu’a obtenir un rendement équivalent a celui obtenu avec le plasma.

Afin de controler la qualité des plaquettes au cours de leur durée de conservation, les
parametres suivants ont ét€ mesurés entre J1 et J13 : pH, consommation de glucose,
production de lactate, activation plaquettaire (%CD62p), et agrégométrie en réponse a
trois agonistes (ADP, TRAPG6 et collagene). Les résultats sont montrés sous forme de
graphe sur les figures 4 a 7.

On ne note pas de différence significative entre des concentrés plaquettaires préparés
avec la solution SSP+/dextran 70 ou la solution SSP+ seule sur le métabolisme et

I’activation des plaquettes.
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Revendications

Composition pour la conservation des plaquettes comprenant une
solution additive contenant (a) du chlorure de sodium et (b) un composé
acétate ou un compos¢ citrate ou une combinaison de ceux-ci, ladite
composition étant caractérisée en ce qu’elle comprend en outre un agent
d’agrégation des globules rouges choisi parmi le dextrane ayant un
poids moléculaire de 50 kDa ou plus, le polyvinylpyrrolidone ayant un
poids moléculaire de 40 kDa ou plus et le polyéthylene glycol ayant un
poids moléculaire de 20 kDa ou plus ou une combinaison de ceux-ci.
Composition selon la revendication 1, caractérisée en ce que la solution
additive comprend en outre 1I’un des composants suivants ou une com-
binaison de ceux-ci : un composé phosphate, un composé bicarbonate,
un composé gluconate, un composé magnésium, un composé potassium,
un composé calcium, du glucose.

Composition selon 1’une des revendications 1 ou 2, caractérisée en ce
que la solution additive contient de 1’acétate de sodium et du citrate de
sodium.

Composition selon la revendication 3, caractérisée en ce que la solution
additive comprend en outre de I’hydrogénophosphate de sodium et du
dihydrogénophosphate de sodium.

Composition selon la revendication 4, caractérisée en ce que la solution
additive comprend en outre du chlorure de potassium et du chlorure de
magnésium.

Composition selon I’'une quelconque des revendications 1 a5, ca-
ractérisée en ce que I’agent d’agrégation est le polyéthylene glycol ayant
un poids moléculaire de 20 kDa.

Composition selon I’'une quelconque des revendications 1 a5, ca-
ractérisée en ce que I’agent d’agrégation est le dextrane ayant un poids
moléculaire de 70 kDa.

Composition selon la revendication 7, caractérisée en ce que la
concentration de dextrane de poids moléculaire de 70 kDa dans la com-
position va de 20 a 80 g/L, notamment de 30 a 50 g/L.

Composition selon I’'une quelconque des revendications 1 a 8, ca-
ractérisée en ce qu’elle possede un pH compris entre 6,5 et 8, particu-
licrement 7 et 7,8.

Composition selon I’'une quelconque des revendications 1 a9, ca-

ractérisée en ce qu’elle possede une osmolarité comprise en 270 et
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320 mOsm/kg.

Procédé de préparation d’un produit de plaquettes caractérisé en ce qu’il
comprend les étapes suivantes :

- fournir une composition selon I’une quelconque des revendications 1 a
10,

- combiner ladite composition a une ou plusieurs couches leucopla-
quettaires, de sorte a obtenir un mélange de couche(s) leucopla-
quettaire(s) et de composition

- centrifuger le mélange de couche(s) leucoplaquettaire(s) et de com-
position ainsi obtenu,

- séparer le concentré plaquettaire du mélange ayant été centrifugé.
Procédé selon la revendication 11, caractérisé en ce qu’il comprend en
outre I’étape de filtrer le concentré plaquettaire pour éliminer les
leucocytes.

Procédé selon I’une des revendications 11 ou 12, caractérisé en ce qu’il
comprend I’étape de conservation du concentré plaquettaire apres sa sé-
paration.

Produit plaquettaire comprenant des plaquettes et une composition selon
1I’une quelconque des revendications 1 a 10.

Produit plaquettaire selon la revendication 14 caractérisé en ce qu’il
consiste en un concentré de plaquettes obtenu par le procédé selon I’une
des revendications 11 a 13.

Produit plaquettaire selon I’une des revendications 14 ou 15, caractérisé
en ce qu’il comprend du plasma dans un volume allant de 20% a 50%
du volume de produit plaquettaire, notamment entre 25% et 40% du

volume de produit plaquettaire.
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