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Inventia se refera la medicina regenerativd i ingineria tisulard, in special la dispozitive pentru fixarea si
celularizarea grefelor de dimensiuni mici.

Este cunoscuta utilizarea in practica de laborator a unor vase de culturd celulard de dimensiuni corespunzatoare
pentru celularizarea unor tipuri de grefe [1], insd dezavantajul acestor vase este cd grefele nu sunt fixate in ele, iar
suspensia celulara, dupa turnarea pe grefd se poate imprastia prin vasul de cultura ducénd la pierdere semnificativa
de celule, astfel, reducand considerabil numarul de celule fixate in grefa.

Problema pe care o rezolva inventia consta in fixarea sigura a grefei in interiorul dispozitivului si reducerea pierderii
excesive de celule in timpul turnarii suspensiei celulare pe grefa, astfel crescand randamentul celularizarii grefelor.
Esenta inventiei constd in aceea ca dispozitivul pentru fixarea si celularizarea grefelor de dimensiuni mici contine un
container de forma conica de tip eppendorf, in partea superioard a caruia este fixat un capac detasabil cu un orificiu
central, in corpul containerului din doud parti sunt amplasate opus doud orificii, iar in partea inferioard a
containerului este executat un orificiu stripuns, totodata in interiorul containerului este amplasat coaxial un suport
detagabil de forma conicd pentru grefe, orientat cu baza mica in partea de jos a containerului, cu posibilitatea trecerii
prin orificiul executat in partea inferioard a containerului, diametrul extern al suportului fiind egal cu diametrul
orificiului containerului, totodatd lungimea suportului depaseste lungimea containerului, iar toate componentele
dispozitivului sunt confectionate din polipropilena si autoclavabile.

Diametrele extern si intern al bazelor mare si mica ale suportului pot constitui 9,5 mm si 8,5 mm, corespunzator 1
mm si 0,45 mm, pentru grefe cu diametrul de 4...7 mm.

Diametrele extern si intern al bazelor mare si mica ale suportului constituie 6,5 mm si 5,5 mm, corespunzator 1,5
mm si 1 mm, pentru grefe cu diametrul de pana la 4 mm.

Avantajele dispozitivului constau 1n posibilitatea fixarii grefei in interiorul dispozitivului, ca urmare dupa turnarea
suspensiei celulare, grefa ramane pe loc fara riscul de a se indoi, rupe sau detasa de dispozitiv. Totodata respectivul
dispozitiv permite evitarea contactului direct al grefei cu instrumentele chirurgicale in procesul celularizarii, dar si
permite transplantarea directd a ei in locul necesar. De asemenea, randamentul celularizarii grefei este mult mai
mare deoarece suspensia celulara este concentrata la nivelul acesteia. Totodata nu trebuie de tinut cont de viteza de
absorbtie a lichidelor de catre grefa, astfel, dispare riscul ca suspensia celulard sd se imprastie prin vas. Pe linga
aceasta, dispozitivul permite implantarea grefei in locul recipientului fara ca grefa celularizatd sa intre in contact cu
instrumentele chirurgicale. Alcétuirea acestuia dintr-un suport permite fixarea sigura a grefei si reducerea pierderii
excesive de celule 1n timpul turnarii suspensiei celulare pe grefa, astfel crescand randamentul celularizarii grefelor.
De asemenea, forma conica a suportului permite expansiunea grefei spre partea mai larga a suportului cand aceasta
se imbiba cu lichid. Un alt avantaj este extragerea grefei celularizate din suport fara a o deteriora, strivi sau stoarce
de celulele. Aceasta poate fi facut cu un ac, cu ajutorul caruia grefa usor se impinge din partea bazei mici direct in
locul transplantérii fara implicarea altor instrumente. La randul ei carcasa prezintd un rol de protectie pentru grefa
celularizatd, aceasta exclude contactul direct cu instrumentele sau a mainilor cu grefa celularizatd in timpul
transportarii acesteia, astfel, nu permite suportului cu materialul celularizat sa fie supus unei actiuni directe, cu risc
de compresie si stoarcerea celulelor din grefa, distrugerea sau contaminarea bacteriand a acesteia.

Rezultatul constd in sporirea eficientei, sigurantei si calitatii dispozitivului, precum si in usurinta utilizérii si
confectionarii acestuia. Totodatd dispozitivul este econom si permite celularizarea mai abundentd a grefelor,
protectia materialului celularizat si transplantarea usoara a acestuia.

Inventia se explica prin desenele din fig. 1-8, care reprezinta:

- fig. 1, vederea containerului in plan longitudinal,

- fig. 2, vederea containerului in plan transversal;

- fig. 3, vederea capacului in plan transversal;

- fig. 4, vederea capacului in plan longitudinal,

- fig. 5, suportul pentru grefe cu diametrul de 4...7 mm;

- fig. 6, suportul pentru grefe cu diametrul de pana la 4 mm;

- fig. 7, dispozitivul asamblat, cu suportul pentru grefe cu diametrul de 4...7 mm;

- fig. 8, dispozitivul asamblat, cu suportul pentru grefe cu diametrul de pana la 4 mm.

Prin literele grecesti sunt reprezentate urmétoarele structuri: o — orificiul din corpul containerului, numit urechiusa;
v — orificiul strapuns in partea inferioard a containerului; § — nivelul la care diametrul extern al suportului coincide
cu diametrul orificiului strapuns vy; & — orificiul central al capacului; p — ingrosare circulara la extremitatea de sus a
containerului; © — grefa.

Dispozitivul constd din urmatoarele elemente constructive: 1 — container; 2 — capac; 3 — suport pentru grefe cu
diametrul de 4...7 mm; 4 — suport pentru grefe cu diametrul de pana la 4 mm.

Dispozitiv pentru fixarea si celularizarea grefelor de dimensiuni mici contine un container de forma conica de tip
eppendorf, in partea superioard a caruia este fixat un capac detasabil cu un orificiu central. In corpul containerului
din doua parti sunt amplasate opus doua orificii, iar in partea inferioara a containerului este executat un orificiu
strdpuns.

Dispozitivul pentru fixarea si celularizarea grefelor de dimensiuni mici contine un container 1 de forma conica de tip
eppendorf, carcasa ciruia are indltimea de 3,8 cm. In partea inferioard a containerului 1 este executat un orificiu
stripuns y cu diametrul de 3,7 mm. In corpul containerului 1 din doud parti sunt amplasate opus doud orificii o
(numite urechiuse) cu diametrul de 4 mm fiecare, necesare pentru circulatia aerului prin carcasa si apucarea acesteia
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cu un instrument. Diametrele extern si intern al containerului 1 sunt de 10,5 mm si 9,5 mm. La extremitatea de sus
containerul prezintd o ingrosare circulard p cu diametrul extern de 12,5 mm si 1 mm grosime, aceasta fiind
neceasara pentru fixarea capacului 2. Capacul 2 in partea sa externd are grosimea de 1,5 mm si diametrul de 12,5
mm, precum si un orificiu central & cu diametrul de 4 mm, necesar pentru ridicarea si aplicarea capacului 2 cu un
instrument si circulatia libera a aerului. Inaltimea partii interne a capacului 2 este de 4 mm si diametrul ei extern este
egal cu 9,5 mm, grosimea peretelui acesteia este egal cu 0,5 mm. In interiorul containerului 1 este amplasat coaxial
un suport detasabil 3, 4 de forma conica pentru grefe, orientat cu baza mica in partea de jos a containerului 1, cu
posibilitatea trecerii prin orificiul y executat in partea inferioara a containerului 1 pana la nivelul § al suportului 3, 4
unde diametrul extern al suportului este egal cu diametrul orificiului y a containerului 1. Suportul 3, 4 are inaltimea
de 4,9 cm. In dispozitivul revendicat pot fi utilizate doua tipuri de suporturi, suportul 3 mai mare, pentru grefe cu
diametrul de 4...7 mm, si alt suport 4 mai mic, pentru grefe cu diametrul de pana la 4 mm. Suportul 3 mai mare are
diametrele extern si intren al bazei mari de 9,5 si 8,5 mm, iar suportul 4 mai mic — de 6,5 si 5,5 mm. Diametrele
extern si intren al bazei mici a suportului 3 sunt de 1 si 0,45 mm, iar al suportului 4 de 1,5 si 1 mm. Totodata
lungimea suportului 3, 4 depiseste lungimea containerului 1, iar toate componentele dispozitivului sunt
confectionate din polipropilend si autoclavabile.

Procesul de celularizare a grefei = si ulterioara ei transplantare consta din citiva pasi. Mai intii de toate se pregiteste
suspensia celulara in volum corespunzator gradului de umflare a grefei = cu lichid. Containerul 1, capacul 2 si
suportul 3 sau 4, care sunt impachetate si sterilizate, se introduc in hota cu flux laminar de aer si se despacheteaza.
In conditii sterile cu un instrument de la containerul 1 se scoate capacul 2, apucand de marginea orificiului 5, care se
pune de o parte, iar containerul 1 se introduce intr-un stativ inalt pentru eppendorfe. Cu alt instrument se apucd
suportul dorit 3 sau 4 si se introduce in container 1. Acesta va migra in jos prin orificiul y din partea de jos al
containerului 1 pind la nivelul B unde diametrul extern al suportului 3 sau 4 va fi egal cu diametrul acestui orificiu.
Dupa care cu un instrument grefa = se introduce in suport 3 sau 4. Cu o pipetd suspensia celulard si se toarnd pe
suprafata grefei m, dupa care se aplicd capacul 2 pe containerul 1. Cu alt instrument steril se apuca carcasa
containerului 1 de una din urechiuse o si se introduce intr-o eprubetd sterild de 15 ml. Aceasta la rdndul ei cu
capacul intredeschis se pune intr-un stativ si se incubeaza la 37°C, 5% CO- pentru o perioada de 60....180 min. Dupa
scurgerea perioadei de timp necesare fixarii celulelor de grefa 7, eprubeta se scoate din incubator si se duce direct in
sala de operatie. Dispozitivul (fig. 7 sau 8) cu grefa m celularizatd se extrage in conditii sterile din eprubeta prin
rasturnarea acesteia pe masa de operatii, dupd care cu un instrument se scoate suportul 3 sau 4 cu grefa =
celularizatd din container 1, apoi suportul 3 sau 4 se aduce cu baza mare spre locul unde este necesara
transplantarea. La necesitate suportul 3 sau 4 se sectioneaza transversal cu o foarfecda in partea lui de jos, mai
subtire, pe unde cu un ac sau o brosa sterild, grefa « celularizata se impinge in locul recipient.

Exemplul 1

In ziua cind celulele predestinate transplantirii au ajuns la confluenta de 70...90% s-au tripsinizat si 3x10°+3x10°
celule s-au resuspendat in 50 pl de mediu de nutritie. Apoi, de asemenea in conditii sterile, utilizdnd instrumente
chirurgicale, grefa  obtinutd din os spongios demineralizat de iepure cu indlfimea de 5 mm si diametrul de 3,7 mm
s-a introdus in suportul 4 pentru grefe cu diametrul de 4...7 mm. Dupa care cu o pipeta suspensia celulara s-a turnat
peste grefa m. Suportul 4 cu grefa m s-a introdus in container 1 dupa care s-a pus capacul 2 tinand de marginea
orificiului 8. Dispozitivul (fig. 8) cu grefa « in curs de celularizare s-a introdus intr-o eprubeta de 15 ml si s-a pus
intr-un staiv, dupi care s-a incubat cu capacul eprubetei intredeschis la 37°C, 5% CO2 timp de 100 minute. in timpul
interventiei chirurgicale cand este necesara grefa nt celularizata, eprubeta s-a scos din incubator, s-a inchis capacul 2
si s-a dus in sala de operatie. In sald s-a scos capacul eprubetei si dispozitivul (fig. 8) cu grefa m celularizata s-a
rasturnat pe masa sterild. Cu un instrument chirurgical se tinea carcasa de orificiul o si s-a scos capacul 2 apucand
de marginea orificiului 5. Cu alt instrument s-a scos suportul 4 cu grefa = din container 1. Suportul 4 cu grefa =
celularizata tinut cu un instrument, s-a indreptat cu baza mare spre locul unde este necesara transplantarea. Suportul
4 s-a sectionat cu o foarfecd in partea sa mai ingusta. Dupa care cu un ac de seringd s-a impins grefa 7 celularizata in
locul necesar. Apoi suportul 4 s-a introdus intr-o eprubetd de 15 ml cu 5 ml de mediu nutritiv de temperatura
camerei si S-a incubat cu capacul intredeschis la 37°C, 5% CO.. Peste o ord s-au numarat celulele restante spalate de
pe suport 4. Viabilitatea celulelor s-a evaluat la colorarea cu albastru de tripan. S-au obtinut 2,3x10%+5x10% celule cu
0 viabilitate de 92,7%. Respectiv, au fost transplantate aproximativ 92% din celule.

Acest dispozitiv se utilizeazd in Laboratorul de Inginerie Tisulara si Culturi Celulare pentru celularizare grefelor
utilizate in transplantare la animale.



