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N Introduzione

| derivati piastrinici sono stati proposti da pitu di dieci anni
come alternativa all'utilizzo del siero di derivazione animale.
Ciononostante, I'elevato grado di variabilita tra le diverse
preparazioni piastriniche e la mancanza di procedure
standardizzate di produzione e di controlli di qualita non
hanno permesso ad oggi di raggiungere un consenso
sull'applicabilita di questo supplemento innovativo. Lyset™

& un derivato piastrinico con una concentrazione piastrinica

definita, ottenuto a partire da buffy coat certificati. Prima del

rilascio come additivo per colture cellulari, Lyset™ é prodotto
secondo protocolli standardizzati, come la liofilizzazione e la
validazione biologica.

Lyset™ viene utilizzato per sostituire il siero umano
e animale, come il Siero Bovino Fetale (FBS), nella
formulazione dei terreni di coltura specifici per diversi tipi
cellulari. Lefficacia di Lyset™ é stata valutata attraverso
saggi con colture cellulari (crescita cellulare, vitalita e
rilascio di sostanze) su varie cellule bersaglio, comprese
cellule staminali fetali e adulte, condrociti articolari,
osteoblasti, fibroblasti da cute e altre cellule derivate
da colture primarie. In generale, il terreno di coltura
contenente Lyset™ supporta la crescita cellulare e
mantiene una vitalita superiore rispetto a cellule coltivate

in un terreno contenente il Siero Bovino Fetale.

Among the different alternatives to animal serum,
° platelet derived preparations have been proposed

Parmi les différentes alternatives au sérum animal,

(o] des préparations dérivées des plaquettes ont été

"|= since more than a decade. Nevertheless, the lack of "|= proposées depuis plus de dix ans. Cependant, le

\J standardized manufacturing and quality control
procedures and the high degree of variability
between the different platelet preparations, did not

2= allow to reach a consensus on the applicability of this

E innovative cell culture medium supplement. Lyset™ is

"==_a platelet derivative obtained starting from human
certified buffy coat samples with a defined platelet
concentration and following standardized protocols
including also lyophilization and biological activity
testing, prior the product release as cell culture
medium additive.

Lyset™ is being utilized to replace animal and
human serum such as Fetal Bovine Serum (FBS) in
culture medium formulation for different types
of cells. The Lyset™ was investigated in culture
studies(cellgrowth, viabilityand productrelease)
towards a number of target cells including fetal
and adult stem cells, articular chondrocytes,
osteoblasts, skin fibroblasts and other primary
cells. In general, Lyset™ supplemented medium
supported cell growth and maintained viabilities
superior to fetal bovine serum supplemented

medium.

Y manque de procédures standardisées de production

et de contréle de qualité, ainsi que le degré élevé de
(o) variation entre les différentes préparations dérivées
& des plaquettes, n'ont pas permis jusqu’a aujourd’hui
€ dobtenir un consensus sur l'utilisation de ce milieu
™= novateur. Lyset™ est un dérivé de plaquettes obtenu

a partir d'échantillons de couches leuco-plaquettaires

humaines  certifiées avec une concentration
en plaquettes définie et suivant des protocoles
normalisés, y compris la lyophilisation et le test de
l'activité biologique, avant la libération du produit en

tant qu'additif du milieu de culture cellulaire.

Lyset™ est utilisé pour substituer le sérum humain
etanimal, commele Sérum Feetal Bovin (FBS), dans
la formulation des milieux de culture spécifiques
pour différentes typologies des cellules.
Lefficacité du Lyset™ a été évaluée a travers des
essais de cultures cellulaires (croissances des
cellules, vitalité et libération) sur diverses cellules
cibles, y compris les cellules staminales foetales et
adultes, chondrocytes articulaires, ostéoblastes,
fibroblastes de la peau et autres cellules primaires.
En général, les milieux contenant le supplément
Lyset™ ont permis une croissance des cellules et
une viabilité supérieures par rapport aux milieux

contenant le Sérum Foetal Bovin.

Durante mds de 10 afios se han propuesto los
~° derivados de plaquetas como una alternativa al uso
'G de suero de origen animal. Sin embargo, la falta

J de procedimientos estandarizados de produccién,
control de calidad y el alto grado de variabilidad
entre diferentes preparaciones de plaquetas, no nos

Y= ha permitido todavia llegar a un consenso sobre la

c aplicabilidad de este suplemento innovador. Lyset™

=== _es un derivado con una concentracion de plaquetas
definida, obtenido a partir de capas leucocitarias
certificadas. Antes de su versién como un aditivo para
el cultivo de células, Lyset™ se produce de acuerdo con

protocolos normalizados, tales como la liofilizacién y

la evaluacién bioldgica.

Lyset™ se utiliza para reemplazar el suero
humano y animal, tales como Suero Fetal Bovino
(FBS) en la formulacion de medios de cultivo
especifico para los diferentes tipos de células. La
eficacia de Lyset™ se evalué mediante ensayos
con cultivos celulares (crecimiento celular,
la viabilidad y la liberacién de sustancias) en
diversas células diana, incluyendo las células
madre fetales y adultas, condrocitos articulares
fetales y adultos, osteoblastos, fibroblastos de la
piel y otras células derivadas a partir de cultivos
primarios. En general, el medio de cultivo que
contiene Lyset™ ayuda al crecimiento celular y
mantiene una viabilidad mayor que en células
cultivadas en medios que contienen Suero Fetal

Bovino.

Metodica

Il supplemento é ottenuto dalla combinazione

di due componenti: Lyset™ e Lyset Active Diluent™.

Dopo essere stato ricostituito con acqua, il prodotto liofilizzato Lyset™ ha
una concentrazione piastrinica equivalente di circa 107 piastrine/ul. In una
preparazione standard di prodotto ricostituito, le concentrazioni di PDGF-BB e di
VEGF (determinate con metodica ELISA) sono di almeno 100 ng/ml per il PDGF-
BB e di almeno 2 ng/ml per il VEGF. Dopo essere stato ricostituito con acqua,
il prodotto liofilizzato Lyset Active Diluent™ ha una concentrazione piastrinica
equivalente inferiore a 5x10* piastrine/pl. La possibilita di miscelare i due
componentiin percentuali diverse consente di ottimizzare I'uso del supplemento

secondo le esigenze di ogni tipo cellulare.

Method

The cell supplement is obtained by the combination

of two components: Lyset™ and Lyset Active Diluent™.

The lyophilized Lyset™ product restored with H,O has a platelet equivalent
concentration of about 1x107/ul. In a standard preparation of the restored
product the PDGF-BB and VEGF concentrations (quantified by ELISA assay) are
at least 100 ng/ml for PDGF-BB and at least 2 ng/ml for VEGF. The lyophilized
Lyset Active Diluent™ restored with H,0 has a platelet equivalent concentration
of less than 5x10%/ul. The possibility of mixing the two supplement components
in different percentages, allows the supplement customization and optimization

for each cell type.

La Méthode d’analyse

Le supplément est obtenu par une combinaison
de deux compsants: Lyset™ et Lyset Active Diluent™.

Apres avoir été solubilisé en milieu aqueux, le produit lyophilisé Lyset™ a une
concentration en plaquettes équivalente a environ 10’/ul. Dans la préparation
standard d'un produit resolubilisé, les concentrations de PDGF-BB et de VEGF
(déterminées a travers un essai ELISA) sont d’au moins 100 ng/ml pour le PDGF-
BB et 2 ng/ml pour le VEGF. Apres avoir été solubilisé en milieu aqueux, le produit
lyophilisé Lyset Active Diluent™ a une concentration en plaquettes équivalente
inférieure a 5x10%/ul. La possibilité de mélanger les deux composants a différents
pourcentages permet d'optimiser l'utilisation du supplément selon les exigences
de chaque typologie cellulaire.

Método

El suplemento esta hecho de una combinacion
de dos componentes: Lyset™ y Lyset Diluyente Activo™.

El producto liofilizado Lyset™ después de ser reconstituido con agua tiene una
concentraciéon de plaquetas equivalente de aproximadamente 1x107 plaquetas/
pl. En una preparacion estandar de concentracion de producto reconstituido de
PDGF -BB y VEGF (determinado por ELISA) son al menos 100 ng/ml de PDGF-BB y
almenos 2 ng/ml de VEGF. El producto liofilizado Lyset Diluyente Activo™ después
de ser reconstituido con agua, tiene una concentracion de plaquetas inferior
equivalente a 5x10* plaquetas/pl. La posibilidad de mezclar los dos componentes
en diferentes porcentajes le permite optimizar el uso de los suplementos de
acuerdo a las necesidades de cada tipo de célula.
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Duplicazionicellularidicolture primarieumane. Dall‘alto
verso il basso: osteoblasti, cellule staminali mesenchimali
datessuto adiposo, cellule staminali mesenchimali derivate
da cordone ombelicale, fibroblasti da cute.

Cell doublings of human primary cells in culture.
Osteoblasts; Adipose Derived Stem Cells; Umbelical Cord
Derived Mesenchymal Stem Cells; Skin Fibroblasts.

Duplication des cellules de cultures primaires
humaines: Du haut jusqu’en bas: ostéoblastes, cellules
staminales mésenchymateuses par tissu adipeusx, cellules
staminales mésenchymateuses dérivées par cordon
ombilical, fibroblastes de la peau.

Cultivos primarios de duplicaciones celulares
humanas. De arriba hacia abajo: osteoblastos, células
madre mesenquimales de tejido adiposo, derivados
de células madre mesenquimales a partir de cordén
umbilical y fibroblastos de la piel.



