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(54) Dispozitiv pentru fixarea si celularizarea grefelor de dimensiuni mici

(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la medicina regenerativa
si ingineria tisulard, in special la dispozitive
pentru fixarea si celularizarea grefelor de
dimensiuni mici.

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

2

coaxial un suport detasabil de forma conica
pentru grefe, orientat cu baza mica in partea de
jos a containerului, cu posibilitatea trecerii prin
orificiul executat 1n partea inferioara a
containerului, diametrul extern al suportului
fiind egal cu  diametrul orificiului
containerului. Lungimea suportului depaseste
lungimea containerului, iar toate componentele
dispozitivului ~ sunt  confectionate  din
polipropilena si autoclavabile.

Revendicari: 3

Figuri: 8



(54) Small-sized graft fixation and cellularization device

(57) Abstract:
1

The invention relates to regenerative
medicine and tissue engineering, in particular
to a small-sized graft fixation and
cellularization device.

The small-sized graft fixation and
cellularization device comprises an Eppendorf-
type cone-shaped container, in the upper part
of which is fixed a removable cover with a
central hole. In the body of the container on
two sides are oppositely placed two holes, and
in the lower part of the container is made a
through hole. Inside the container is coaxially

2

placed a removable cone-shaped holder for
grafts, directed with the small base in the lower
part of the container, with the possibility of
passing through the hole made in the lower
part of the container, the outer diameter of the
holder being equal to the diameter of the
container’s hole. The length of the holder
exceeds the length of the container, and all
components of the device are made of
polypropylene and autoclavable.

Claims: 3

Fig.: 8

(54) YerpoiicTBO AJ1s1 PUKCANMHU M HE/VIIJIAPH3ALMU MAJI0Pa3MepPHbIX

TPAHCILIAHTATOB

(57) Pedepar:

Nzo0perenue OTHOCHTCS K
pEreHEepaTHBHON  MEIUIMHE U  TKaHEBOI
WHXXEHEPHH, B YaCTHOCTH K YCTPOHCTBAM ISt
bukcanun u LEIUTIONISIPU3 ALK
MaJIopa3MEPHBIX TPAHCIUIAHTATOB.

VYcerpolicTBo JUISt ¢bukcann u
LEJUTIONISIPU3 ALK MaJIopa3MepHBIX
TPaHCIIAHTATOB COZICPIKHUT KOHTEHHep
KOHUYECKOH (opMbl THma dSmrneHnopd, B
BEPXHEH 4acTH KOTOPOro 3aKperuieHa CheMHas
KpBIIIIKA C IIEHTPAJIbHBIM OTBEpCTHEM. B
KOpIyce KOHTeliHepa C JBYX CTOpPOH
MIPOTUBOIOIOKHO PAacIIONOKEHBI JBa
OTBEpCTHs, a B HIDKHEW YacTH KOHTeWHepa
BBINMOJIHEHO CKBO3HOE OTBepcTHe. BHyTpu

2

KOHTEHHEepa COOCHO pa3MEUIeH ChEMHBIN
JepkaTedb ~ KOHMYECKOH  (GopMbl s
TPAHCIUIAHTATOB,  HANPABICHHBIA  MaJlbIM
OCHOBAHHMEM B HIXKHIOIO 4acTb KOHTEWHepa, ¢
BO3MOYKHOCTBIO MIPOX OXKJIEHUS CKBO3b
OTBEPCTUE, BBINOJIHEHHOE B HIDKHEH dYacTu
KOHTEWHepa, BHEUIHMN AuaMeTp JAepKaTems
Oynydn  paBeH  AWAMETPy  OTBEpCTHs
KOHTelHepa. [lnuHa Jepikarens NpeBBIIAET
JUIMHY KOHTEHHepa, a BCE  KOMIIOHEHTHI
YCTpONCTBA U3TOTOBJIEHB! U3 TMOJUIPONUIIEHA
U aBTOKJIABUPYEMBIL.

I1. bopmyisr: 3

@ur.: 8
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Descriere:

Inventia se refera la medicina regenerativa si ingineria tisulara, in special la dispozitive pentru
fixarea si celularizarea grefelor de dimensiuni mici.

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

Problema pe care o rezolva inventia consta in fixarea sigurd 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 superioara a
céruia este fixat un capac detasabil cu un orificiu central, in corpul containerului din doua parti
sunt amplasate opus doua orificii, iar in partea inferioard a containerului este executat un orificiu
strapuns, totodatd in interiorul containerului este amplasat coaxial un suport detasabil de forma
conicd pentru grefe, orientat cu baza mica in partea de jos a containerului, cu posibilitatea trecerii
prin orificiul executat in partea inferioara 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 polipropilend 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 in posibilitatea fixarii grefei in interiorul dispozitivului, ca
urmare dupa turnarea suspensiei celulare, grefa raimane 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 §i 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. Totodatd nu trebuie de tinut cont de viteza
de absorbtie a lichidelor de catre grefa, astfel, dispare riscul ca suspensia celulara si se imprastie
prin vas. Pe lingd aceasta, dispozitivul permite implantarea grefei in locul recipientului fara ca
grefa celularizata sa intre in contact cu instrumentele chirurgicale. Alcatuirea acestuia dintr-un
suport permite fixarea sigurd a grefei si reducerea pierderii excesive de celule in timpul turnarii
suspensiei celulare pe grefd, astfel crescdnd randamentul celularizarii grefelor. De asemenea,
forma conicd a suportului permite expansiunea grefei spre partea mai largd a suportului cand
aceasta se imbiba cu lichid. Un alt avantaj este extragerea grefei celularizate din suport fira 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 transplantarii 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
bacteriana a acesteia.

Rezultatul consta in sporirea eficientei, sigurantei si calitatii dispozitivului, precum si in
usurinta utilizdrii si confectionarii acestuia. Totodata dispozitivul este econom si permite
celularizarea mai abundenta 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;
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- fig. 8, dispozitivul asamblat, cu suportul pentru grefe cu diametrul de pana la 4 mm.

Prin literele grecesti sunt reprezentate urmatoarele structuri: o — orificiul din corpul
containerului, numit urechiusa; y — orificiul strapuns in partea inferioard a containerului; B —
nivelul la care diametrul extern al suportului coincide cu diametrul orificiului strapuns vy; & —
orificiul central al capacului; p — ingrosare circulard 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 conicad de tip eppendorf, in partea superioara 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 inferioara a containerului este executat un orificiu strapuns.

Dispozitivul pentru fixarea si celularizarea grefelor de dimensiuni mici contine un container 1
de forma conica de tip eppendorf, carcasa ciruia are iniltimea de 3,8 cm. In partea inferioara a
containerului 1 este executat un orificiu strapuns y cu diametrul de 3,7 mm. In corpul containerului
1 din doud parti sunt amplasate opus doua orificii o (numite urechiuse) cu diametrul de 4 mm
fiecare, necesare pentru circulatia aerului prin carcasd si apucarea acesteia cu un instrument.
Diametrele extern si intern al containerului 1 sunt de 10,5 mm si 9,5 mm. La extremitatea de sus
containerul prezinta o Ingrosare circulara p cu diametrul extern de 12,5 mm si | mm grosime,
aceasta fiind neceasara pentru fixarea capacului 2. Capacul 2 in partea sa externa 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 liberd 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 B 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 pand 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 i intren al bazei mici a suportului 3 sunt de 1 si 0,45 mm, iar al suportului 4 de 1,5 i 1 mm.
Totodata lungimea suportului 3, 4 depdseste lungimea containerului 1, iar toate componentele
dispozitivului sunt confectionate din polipropilena si autoclavabile.

Procesul de celularizare a grefei « si ulterioara ei transplantare consta din citiva pasi. Mai intii
de toate se pregateste 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 despacheteazi. in conditii sterile cu un instrument de la
containerul 1 se scoate capacul 2, apucand de marginea orificiului 8, care se pune de o parte, iar
containerul 1 se introduce intr-un stativ inalt pentru eppendorfe. Cu alt instrument se apuca
suportul dorit 3 sau 4 si se introduce in container 1. Acesta va migra in jos prin orificiul I" 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 7t se introduce in suport 3 sau
4. Cu o pipeta suspensia celulara si se toarna pe suprafata grefei ©, dupa care se aplica capacul 2 pe
containerul 1. Cu alt instrument steril se apuca carcasa containerului 1 de una din urechiuse o i se
introduce intr-o eprubeta sterild de 15 ml. Aceasta la randul 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 m, eprubeta se scoate din incubator si se duce
direct in sala de operatie. Dispozitivul (fig. 7 sau 8) cu grefa n celularizata se extrage in conditii
sterile din eprubeta prin rasturnarea acesteia pe masa de operatii, dupa care cu un instrument se
scoate suportul 3 sau 4 cu grefa n 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 foarfecd in partea lui de jos, mai subtire, pe unde cu un ac sau o brosa
sterila, grefa 7 celularizata se impinge in locul recipient.

Exemplul 1

in ziva 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
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in conditii sterile, utilizind instrumente chirurgicale, grefa m obtinuta din os spongios
demineralizat de iepure cu inalfimea de 5 mm si diametrul de 3,7 mm s-a introdus in suportul 4
pentru grefe cu diametrul de 4...7 mm. Dupi care cu o pipetd suspensia celulara s-a turnat peste
grefa =. Suportul 4 cu grefa = 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, dupa care s-a incubat cu capacul eprubetei intredeschis
la 37°C, 5% CO, timp de 100 minute. In timpul interventiei chirurgicale cand este necesara grefa
celularizati, eprubeta s-a scos din incubator, s-a inchis capacul 2 si s-a dus in sala de operatie. In
sala s-a scos capacul eprubetei si dispozitivul (fig. 8) cu grefa w celularizatd s-a rasturnat pe masa
sterila. Cu un instrument chirurgical se tinea carcasa de orificiul a si s-a scos capacul 2 apucand de
marginea orificiului 6. Cu alt instrument s-a scos suportul 4 cu grefa = din container 1. Suportul 4
cu grefa © celularizatd 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 o viabilitate de 92,7%. Respectiv, au fost transplantate aproximativ 92%
din celule.

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

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Berninger M.T., Wexel G., Rummeny E.J., Imhoff A.B., Anton M., Henning T.D., Vogt
S. Matrix-assisted Autologous Chondrocyte Transplantation for Remodeling and Repair
of Chondral Defects in a Rabbit Model. J. Vis. Exp. (75); 2013. e4422, doi:10.3791/4422.

(57) Revendicari:

1. Dispozitiv pentru fixarea si celularizarea grefelor de dimensiuni mici, care contine un
container de forma conicd 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 strapuns, totodatd in
interiorul containerului este amplasat coaxial un suport detasabil de forma conicd pentru grefe,
orientat cu baza mica in partea de jos a containerului, cu posibilitatea trecerii prin orificiul executat
in partea inferioara 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 polipropilend si autoclavabile.

2. Dispozitiv, conform revendicarii 1, in care diametrele extern si intern al bazelor mare si
mica ale suportului constituie 9,5 mm si 8,5 mm, corespunzator 1 mm si 0,45 mm, pentru grefe cu
diametrul de 4...7 mm.

3. Dispozitiv, conform revendicarii 1, In care diametrele extern si intern al bazelor mare gi 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.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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