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(54) Grefa pentru restabilirea defectului osteocondral

(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la medicina regenerativa
si ingineria tisulard gi poate fi utilizatd pentru
restabilirea defectelor osteocondrale.

Conform inventiei, grefa  pentru
restabilirea defectului osteocondral include
cartilaj decelularizat, os subcondral s§i os
spongios demineralizate. Grefa poate fi de
origine alo- sau xenogena, are o forma regulata

2

sau neregulatd cu Inaltimea de 4...20 mm si
diametrul de 3..30 mm, totodatd prin toate
straturile grefei sunt perforate multiple canale
longitudinale strapunse paralele cu diametrul
de 50...800 pm.

Revendicari: 1

Figuri: 2



(54) Graft for restoration of osteochondral defect

(57) Abstract:
1

The invention relates to regenerative
medicine and tissue engineering and can be
used for restoration of osteochondraldefects.

According to the invention, the graft for
restoration of osteochondral defect comprises
decellularized cartilage, subchondral and
spongy demineralized bones. The graft can be
an allo- or xenograft, has a regular or irregular

2

shape of a height of 4...20 mm and a diameter
of 3...30 mm, at the same time through all
layers of the graft are perforated multiple
longitudinal through parallel channels of a
diameter of 50...800 pum.

Claims: 1

Fig.: 2

(54) TpaHcmIaHTAT VIS BOCCTAHOBJICHHS KOCTHO-XPSILIEBOro AedeKra

(57) Pedepar:

Uzo0perenue OTHOCHTCS K
pEereHEepaTHMBHOW  MEIUIIMHE M TKAaHEBOM
HHKEHEPUU U MOXET OBbITh MCIOIB30BAHO IS
BOCCTAHOBJICHUSI KOCTHO-XPSIIEBBIX JIe(heKTOB.

CornacHo H300peTeHHI0, TPaHCIUIAHTAT
JUIL  BOCCTAHOBJICHHS KOCTHO-XPSIIIEBOTO
nedeKTa BKIIOYAeT JeleUTyIIpU3UpOBaHHbIH
XL, MOAXPAIIEBYIO u ryo4aryio
JIEMUHEPATU3UPOBAHHBIE ~ KOCTH.  TpaHc-
IUIAHTAT  MOXET  OBITh  aJuIo- WITH

2
KCEHOTPAHCIJIAHTATOM, HMEET IPaBHIBHYIO
WIN HENpaBWIBHYIO GopMy BbIcoToOH 4...20 MM
u quaMeTpoM 3...30 MM, Takke dyepe3 BCe CI0U
TpaHCIUIaHTaTa neppopupyroT MHO-
KECTBEHHbIE MIPOJIOJIbHBIE CKBO3HBIE
napajuienbHele  KaHanbel auamerpoM  50...800
MKM.

I1. popmymsr: 1
@wr.: 2
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Descriere:

Inventia se refera la medicina regenerativa si ingineria tisulara, si poate fi utilizata pentru
restabilirea defectelor osteocondrale.

Este cunoscuta utilizarea grefei osteocartilaginoase perforate pe toata lungimea [1].

Dezavantajul grefei cunoscute constd in aceea cd osul prezent in grefi nu este
demineralizat, cartilajul nu este decelularizat si contine putine orificii perforate pe toata
lungimea, ceea ce face imposibild imbogatirea normald a grefei cu celule condroprogenitoare,
nu se asigura patrunderea buna a celulelor-gazda si vaselor sangvine in grefa. Aceasta in final
se soldeaza cu integrarea partiala sau lipsa integrarii grefei.

Un alt tip de grefa utilizata cu acelasi scop este tesutul osteocondral demineralizat [2].
Dezavantajul grefei cunoscute constd in aceea ca cartilajul prezent nu este decelularizat, se
pastreaza celule care pot fi vizualizate la o eventuald scanare microelectronicd sau examen
histologic. Astfel, in aceastd grefd mai este prezent material genetic alo- Sau xenogen care
poate duce la rejetul transplantului si fibrozarea acestuia.

Problema pe care o rezolva inventia constad in obtinerea unei grefe osteocondrale alo- sau
xenogene demineralizate, decelularizate si perforate pe toatd lungimea care permite o integrare
mai bund a tesutului in organismul-gazda, fara risc de rejet al transplantului. De asemenea,
datorita perforarii grefei pe toatd lungimea creste posibilitatea de Tmbogatire mai uniforma a
transplantului cu celule condroprogenitoare, totodata prezintd o suprafata de contact mai mare
pentru celulele-gazda si vasele sangvine, aceasta in final asigurdnd o integrare mai rapida a
transplantului.

Conform inventiei, grefa pentru restabilirea defectului osteocondral include cartilaj
decelularizat, os subcondral si os spongios demineralizate. Grefa poate fi de origine alo- sau
xenogend, are o forma regulatd sau neregulata cu inaltimea de 4...20 mm si diametrul de 3...30
mm, totodata prin toate straturile grefei sunt perforate multiple canale longitudinale strapunse
paralele cu diametrul de 50...800 pm.

Avantajele grefei revendicate constau in aceea cad aceasta poate fi alo- sau xenogena, cu
capacitate rapida de integrare in tesutul-gazda si risc minim de rejet datoritd cartilajului
decelularizat. Poate fi utilizata atat cu celule condroprogenitoare cat si fara, asigura o suprafata
de contact mai mare cu celulele gazdei si o patrundere mai buna a vaselor sangvine.

Rezultatul constd in aceea ca respectiva metoda: eficienta, sigurd, calitativd si economa
permite obtinerea unei grefe osteocondrale ce poate fi utilizata cu scop de reparare a defectului
de tesut cartilaginos sau ostecondral.

Modelul grefei de forma cilindrica cu repartizare uniforma si densa a canalelor este ilustrat
in fig. 1, iar fig. 2 reprezinta o grefa de forma cuboida cu repartizare neuniforma a canalelor si
cu o densitate mica a lor, in care: a - orificii perforate pe suprafata cartilajului; b - canale
paralele care strabat grefa pe toatd lungimea; c - cartilaj articular decelularizat; d - os
subcondral demineralizat; e - os spongios demineralizat.

Procedeul de obtinere a grefei osteocondrale perforate demineralizate si deceluarizate consta in
demineralizarea tesutului osteocondral in HCI (bonrpykesid C.U., Bornanosuu U. I1., Kanyrun A.B.,
IepurykeBuu A.B., Yenmk C.JI. 3aroToBka, XpaHEHHE TPYIMHOro Marepuana Jyis KOHCEpBaluH,
METOJMYECKME PEKOMEHIAILIMUA, T'poxto, 2000), dupid care se spala in H,O,, timp de
8...24 ore, cu schimbarea solutiei de 3...4 ori, apoi timp de 60...90 min in ser fiziologic sau apa distilata
cu schimbarea solutiei de 3..4 ori. La necesitate, cu un instrument se sectioneazi din tesutul
osteocondal demineralizat o portiune de dimensiunea dorita, dupa care grefa se supune desecarii prin
centrifugare timp de 5..20 min. Grefa se perforeaza pe toatd lungimea, de la cartilaj pana la osul
spongios, cu un ac avand grosimea de la 50 pana la 800 pm. In final suprafata articulara trebuie sa
aiba aspect de sita, de densitatea dorita si cu repartizare uniforma sau neuniforma a canalelor. Cu
scop de decelularizare a cartilajului, grefa se introduce pentru 3...4 zile in solutie de sodiu duodecil
sulfat (SDS). Dupa decelularizare grefa se spala de 3 ori in ser fiziologic a cate 30...120 min.
Grefa poate fi ulterior liofilizata si sterilizata cu raze gama sau Se supune deSecérii prin centrifugare
la 4000 rpm si se sterilizeaza prin metode medicamentoase sau chimice, cu pastrarea ulterioara in
criocongelator. Inainte de utilizare grefa se introduce in ser fiziologic sau intr-un mediu de nutritie
pentru 5....15 min, dupa care se supune desecarii prin centrifugare la 1000...4000 rpm, timp de
5...10 min. in timpul prepararii grefei se admite utilizarea baitelor ultrasonore sau a vibratoarelor
cu scop de a stimula procesul de spalare, demineralizare sau decelularizare.
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Exemplul 1

Dupa demineralizarea tesutului osteocondral, acesta se spala in H,O,, timp de 16 ore, cu schimbarea
solutiei de 3 ori, apoi timp de 60 min in ser fiziologic cu schimbarea solutiei de 4 ori. Cu o trefind se
sectioneaza din tesutul osteocondal demineralizat o portiune de 3,7 mm in diametru cu lungimea de 4
mm, care se supune desecarii prin centrifugare la 4000 rpm timp de 5 min. Dupa desecare cu un ac cu
diametrul de 600 um se perforeaza 32 de canale ce trec paralel pe toatd lungimea grefei de la cartilaj
pana la osul spongios cu o dispunere uniforma si densa a orificiilor pe suprafata cartilajului articular.
Grefa se introduce in solutie SDS 0,5% pentru 3 zile la temperatura camerei cu schimbarea zilnica a
solutiei. Dupa extragerea din SDS, grefa se spala de 3 ori cu ser fiziologic timp de 90 min fiecare. Apoi
grefa se supune desecérii la 4000 rpm, timp de 5 min, dupa care timp de 24 ore se decontamineaza in
solutie medicamentoasa. Ulterior grefa este preluata in conditii sterile si spalata timp de 60 min in
ser fiziologic, dupa care se supune desecarii la 4000 rpm 5 min si se criocongeleaza la temperatura de
-84°C. Inainte de utilizare grefa se introduce intr-un mediu de nutritie pentru 5 min, dupa care se
supune desecdrii prin centrifugare la 4000 rpm, timp de 5 min.

Exemplul 2

Dupa demineralizarea tesutului osteocondral de forma cuboida cu dimensiunile de 10x10x20 mm,
acesta se spald in H,O,, timp de 24 ore, cu schimbarea solutiei de 3 ori, apoi timp de 90 min in ser
fiziologic cu schimbarea solutiei de 4 ori. Ulterior, grefa se supune desecarii prin centrifugare la
4000 rpm, timp de 10 min. Dupa desecare cu un ac cu diametrul de 300 um s-au perforat 200 de
canale ce trec paralel prin toatd lungimea grefei de la cartilaj pana la osul spongios, orificiile
canalelor au o densitate mica si sunt dispuse neuniform pe suprafata cartilajului. Grefa se introduce in
solutie SDS 0,5% pentru 3 zile la temperatura camerei cu schimbarea zilnica a solutiei. Dupa extragerea
din SDS, grefa se spala de 3 ori cu ser fiziologic timp de 90 min fiecare, ulterior se supune desecarii
la 4000 rpm timp de 5 min. Apoi grefa se decontamineaza cu solutie medicamentoasa timp de 24
ore. Grefa este preluata 1n conditii sterile si spalata timp de 60 de min in ser fiziologic, dupa care este
desecata prin centrifugare la 4000 rpm 10 min si criocongelata la temperatura de -84°C. Inainte de
utilizare grefa se introduce intr-un mediu de nutritie pentru 10 min, apoi se supune desecarii prin
centrifugare la 2000 rpm, timp de 5 min.

Astfel de grefe au fost utilizate in Laboratorul de Inginerie Tisulara si Culturi Celulare pentru
tratarea defectelor osteocondrale pe 16 modele animale cu rezultate mai bune comparativ cu lotul martor,
unde au fost utilizate grefe osteocondrale alogene native.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:
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2. US 20070276506 Al 2007.11.29

(57) Revendicari:

Grefa pentru restabilirea defectului osteocondral, care include cartilaj decelularizat, os
subcondral si os spongios demineralizate, care poate fi de origine alo- sau xenogena, are o
forma regulata sau neregulatd cu inaltimea de 4...20 mm si diametrul de 3...30 mm, totodata
prin toate straturile grefei sunt perforate multiple canale longitudinale strapunse paralele cu
diametrul de 50...800 um.
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