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DESCRIEREA INVENTIEI | _Data dep!

SUPORT IMPLANTABIL PE BAZA DE ALGINAT (MICROBILE DE ALGINAT)
SUPLIMENTAT CU DIPEPTIDUL GLICIL-GLICINA DESTINAT APLICATIILOR DIN
MEDICINA REGENERATIVA

Inventia se referd la un suport (biomaterial) implantabil pe bazd de alginat de sodiu
(microbile de alginat) suplimentat cu dipeptidul Glicil-Glicina (H-Gly-Gly-OH) (C4HgN,03),
conditionat sub forma de gel cu aplicatii in medicina regenerativa (defecte osoase, afectiuni
dermice, afectiuni degenerative ale cartilajului, etc.) si un procedeu de obtinere al acestuia.

Alginatul este un polizaharid natural, anionic si hidrofilic, derivat in principal din alge
brune si bacterii. Alginatul este compus din (1-4) acid p-d-manuronic si resturi de acid o-I-
guluronic legat fie aleatoric (la intdmplare), fie ca blocuri homopolimerice. Raportul dintre cele
doud zaharuri (acizi manuronic/guluronic) este in general de 1,5 cu unele diferente in functie de
sursa.

Alginatul permite obtinerea unei game variate de biomateriale, matrici suport sau sistem
de livrare utilizate in medicina regenerativa. Conditionat intr-o varietate de forme: hidrogeluri
moi (in prezenta calciului), geluri elastice, microsfere, fibre, spume, nanoparticule, multistrat,
alginatul a fost folosit frecvent in ingineria tisulara (eliberare de medicamente (drug delivery),
material pentru incapsularea celulara si vehicul injectabil pentru transplantarea celulelor) datorita
proprietdtilor sale remarcabile: biocompatibilitate, biodegradabilitate, nonantigenicitate, costul
relativ scizut si gelificarea usoard cu cationi bivalenti (Santana B.P. et al., BioMed Research
International,Nol.2013, Article ID 307602, 6p, 2013; Sun J. and Tan H., Materials, 6, 1285-
1309, 2013).

Modificarea moleculei de alginat a condus la obtinerea unei game variate de biomateriale
pe baza de alginat pentru repararea si regenerarea diferitelor tesuturi cum ar fi pielea, cartilajul si
tesutu!l osos.

Inventia WO/2011/104131A1 extinsa si la US20120315307 se refera la o metodd de
obtinere a unui hidrogel in care sunt amestecate alginatul, chitosanul si celulele formatoare de

cartilaj, ulterior, polimerizat in microbile.
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Documentul W02012167223 A1l se referd la utilizarea de alginati, modificati chimic
pentru a spori biocompatibilitatea si ajustarea proprietdtile lor fizice, pentru incapsularea
celulelor, in special a celulelor insulelor pancreatice, precum si metode de tratare a bolilor sau a
anomaliilor, inclusiv diabetul zaharat, prin implantarea celulelor incapsulate.

Inventia, prezentatd de documentul US 7988962, descrie 0 metoda de cultivare in vitro/ex
vivo a celulelor tesutului conjunctiv sau celulelor progenitoare (de exemplu, celule condrogenice)
intr-o matrice de alginat polisulfatat. Aceste celule cultivate pot fi utilizate la obtinerea unui
medicament pentru tratamentul/prevenirea defectelor osteocondrale. Inventia descrie, de
asemenea, o matrice care cuprinde alginat polisulfatat si celule ale tesutului conjunctiv mamalian
sau celule progenitoare ale acestuia.

Problema tehnicd pe care urmareste si o rezolve inventia constd in repararea si
regenerarea diferitelor tesuturi (osos, dermic, cartilaginos, si altele), in cazul traumatismelor,
defectelor osoase, afectiunilor degenerative ale cartilajului, afectiunilor dermice si altele, prin
suplimentarea alginatului cu dipeptidul H-Gly-Gly-OH, pentru o mai bund proliferare celulara si
o crestere a viabilitétii celulare.

Produsul, conform inventiei reprezinta un suport (biomaterial) implantabil, biocompatibil
si bioresorbabil, un vehicul injectabil pentru transplantarea celulelor destinat aplicatiilor din
medicina regenerativa si este constituit din solutia A reprezentata de 0.06 g alginat de Na dizolvat
in 5 mL solutie de NaCl, de concentratie 155mM, suplimentat cu concentratii diferite de solutie
de dipeptid H-Gly-Gly-OH, de la 50 uM pana la 10mM, in care este inglobat sedimentul celular
(cultura de fibroblaste, condrocite, etc., in concentratie de 4x10° celule/mL) si solutia B ce
contine 70 mL solutie CaCl, de concentratie 102 mM.

Procedeul de obtinere al produsului, conform inventiei, consta in aceea ci se realizeaza un
suport implantabil biocompatibil si biodegradabil (microbile de alginat) prin amestecarea
sedimentului celular (fibroblaste, osteoblaste, condrocite umane, celule stem, etc.), in
concentratie de 4x10° celule/mL, cu solutia A obtinuta din 0.06 g alginat de sodiu dizolvat in 5
mL solutie de NaCl, de concentratie 155 mM, in care s-au addaugat concentratii diferite de solutie

de dipeptid H-Gly-Gly-OH de la 50 pM la 10mM. Suspensia celule-alginat de sodiu obtinuta este

transferatd ulterior picdturd cu picdturd in 70 mL solutie CaCl, de concentratie 102mM,
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mediul de cultura, in conditii standard (370C si 5% COy,), in raport de 10-12 microsfere/mL, timp
de 9 zile (Figura 1).

Analiza citotoxicitdtii biomaterialului obtinut s-a efectuat prim microscopie opticé,
microscopie de fluorescenta si microscopie electronica de baleiaj (SEM).

Astfel, microscopia optica si SEM (Figura 2 si Figura 3) au aratat o proliferare crescuti a
celulelor (fibroblaste de sobolan), inglobate in gelul de alginat de sodiu suplimentat cu H-Gly-
Gly-OH, iar prin microscopia de fluorescentd s-a observat o viabilitate celulard superioard
demonstrata de intensitatea de fluorescentd a produsului de clivare (calceina) din componenta
kitului Live/Dead (Molecular Probes, Invitrogen).

Produsul, obtinut in conformitate cu prezenta inventie, prezintd urmatoarele avantaje:

v" Produsul asigurda o imobilizare/incapsulare eficienti a celulelor (celule stem
mezenchimale, fibroblaste, celule cartilaginoase si altele) furnizdnd un numdr eficient-
corespunzator de celule la locul de implantat;

v Biomaterialul prezinta un factor suplimentar de crestere reprezentat de dipeptidul H-Gly-
Gly-OH, care stimuleaza proliferarea si cresterea viabilitatii celulare, metabolismul
celular, inhiba fenomenul de apoptoza si are efect antioxidant;

v Suportul este biocompatibil si biodegradabil, demonstrat prin lipsa toxicitatii suportului
tridimensional (3-D) (microbile de alginat)\ cat si a factorului stimulant, respectiv
dipeptidul H-Gly-Gly-OH;

v Biomaterialul este ugsor de manipulat si implantabil;

v" Procedeul de obtinere este relativ simplu si fezabil.

EXEMPLU

Solutie de lucru de dipeptid H-Gly-Gly-OH, de concentratie 100 mM, filtratd in conditii
sterile, se pastreazi la -20°C pana in momentul folosirii.
Cultura de condrocite umane ajunsa la confluenta a fost tripsinizatd, iar sedimentul celular

obtinut (4x10° celule/mL) a fost suspendat in solutia A obtinutd din 0.06 g alginat de sodiu
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dizolvat in 5 mL solutie de NaCl, de concentratie 155 mM, suplimentat cu concentratii

100uM de dipeptid H-Gly-Gly-OH. Suspensia celule — alginat de sodiu obtinutd a fost tra
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apoi, picatura cu picaturd, prin ac de seringd 18G, in solutia B, ce contine 70 mL solutie CaCl, de
concentratie 102 mM pentru polimerizarea solutiei de alginat de sodiu determindnd astfel
incapsularea celulelor din suspensie in microbile. Microbilele de alginat de sodiu astfel obtinute
au fost spdlate cu mediul de culturda (DMEM) si cultivate in continuare in mediul de culturd, in

conditii standard, in raport de 10-12 microsfere/mL, timp de 9 zile.
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REVENDICARI

Produs implantabil pe baza de alginat de sodiu suplimentat cu dipeptidul Glicil-Glicina
(H-Gly-Gly-OH) destinat inglobarii celulelor pentru transplantarea acestora in medicina
regenerativa, caracterizat prin aceea cd se prezintd ca un suport biocompatibil (microbile)
si este constituit din solugia A reprezentatd de 0.06 g alginat de Na dizolvat in 5 mL
solutie de NaCl, de concentratie 155 mM, suplimentat cu concentratii diferite de solutie
de H-Gly-Gly-OH de la 50 uM la 10mM, in care este inglobat sedimentul celular (ex:
4x10° celule/mL cultura de fibroblaste, celule stem, osteoblaste, condrocite, etc.) si
transferat in solutia B ce contine 70 mL solugie CaCl, de concentratie 102 mM.

Procedeu de obtinere a produsului implantabil definit la revendicarea 1, caracterizat prin
aceea cd se realizeaza un suport biocompatibil (microbile) prin amestecarea unui sediment
celular (fibroblaste, condrocite umane, etc.), in concentragic de 4x10° celule/mL, cu
solutia A obtinuta din 0.06 g alginat de sodiu dizolvat in 5 mL solutie de NaCl, de
concentratie 155 mM, in care s-au adaugat concentratii diferite de solutie de H-Gly-Gly-
OH de la 50 uyM la 10mM. Amestecul celule-alginat de sodiu obtinut este transferat
ulterior, picaturd cu picatura, in 70 mL solugie CaCl, de concentratie 102mM, avand loc
polimerizarea si incapsularea celulelor in microbilele de alginat. Microbilele de alginat de
sodiu astfel obtinute se spald cu mediul de culturd (DMEM) si se cultiva in continuare in

mediul de culturd, in conditii standard, in raport de 10-12 microsfere/mL, timp de 9 zile.
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DESENE

Figura 1. Biomaterial implantabil obtinut prin
cultivarea celulelor in microbile de alginat de sodiu
suplimentat cu solutie de H-Gly-Gly-OH de
concentratie 200 pM.
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Figura 2. Analiza microscopica a celulelor cultivate in suport
(microbile de alginat) fdra suplimentare si cu suplimentare de
dipeptid H-Gly-Gly-OH de concentratie 200 uM, dupa 24 h si 72h
de cultivare.

Microscopie optica: A, B, C, si D (10x)

Microscopie de fluorescenta: E si F (10x)
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Figura 3. Analiza prin microscopie electronica de scanare (SEM) a celulelor cultivate in suport

(microbile de alginat de sodiu) fard suplimentare (A) si cu suplimentare (B) de dipeptid H-Gly-
Gly-OH la o concentratie de 200 uM, dupé 72h de cultivare.
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