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(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la medicina regenerativa
si ingineria tisulard i poate fi utilizatd pentru
prelucrarea matricei decelularizate a ficatului
pentru sporirea adeziunii celulare.

Esenta inventiei consta in aceea cé se spald
matricea decelularizatd a ficatului prin
injectarea In vena portd a unui amestec de
solutie tampon fosfat salin, streptomicind 100
pg/ml, penicilind 100 U/ml si amfotericind B
0,25 pg/ml, in cantitate de 20 ml/10 g de ficat

2
decelularizat, apoi se injecteazd solufie de
colagen tip I, obtinut din tendonul Achile de
bovinid in concentratie de 0,01%, dizolvat in
0,1M de acid acetic, in cantitate de 160...240
ml/10 g de ficat decelularizat, dupda care
matricea hepaticd se perfuzeaza cu solutie
tampon fosfat salin cu un pH 7,4 in cantitate de
300 ml/10 g de ficat cu o viteza de 5 ml/min.
Revendicari: 1




(54) Method for treating the decellularized liver matrix to enhance cell adhesion

(57) Abstract:
1

The invention relates to regenerative
medicine and tissue engineering and can be
used for treating the decellularized liver matrix
to enhance cell adhesion.

Summary of the invention consists in that is
washed the decellularized liver matrix by
injecting into the portal vein a mixture of
phosphate buffered saline, streptomycin 100
?g/ml, penicillin, 100 U/ml and amphotericin
B 0.25 ?g/ml, in an amount of 20 ml/10 g of

2
decellularized liver, then is injected a solution
of type I collagen, obtained from bovine
Achilles tendon in a concentration of 0.01%,
dissolved in acetic acid 0.1 M, in an amount of
160...240 ml/10 g of decellularized liver, after
which the hepatic matrix is perfused with
phosphate buffered saline with a pH 7.4 in an
amount of 300 ml/10 g of liver at a rate of 5
ml/min.
Claims: 1

(54) MeTon oﬁpaﬁoTlm BHEKJIETOYHOI'0 MATPHUKCA NE4Y€HNA AJ151 NOBbILICHUS

KJCTOYHOH aAre3nu

(57) Pedepar:

Hso00perenue OTHOCHTCS K
PEreHEPATHBHOX  MEIUIIMHE M TKAaHEBOH
HIDKCHEPUH H MOXKET OBITh HCITONB30BAHO IS
00pabOTKN BHEKIIETOUHOIO MaTPHKCAa IICHCHH
JUTS TIOBBITICHUS KICTOUHOH a/IT€3HH.

CyntHOCTh H300pETCHUSI COCTOHT B TOM,
YTO IPOMBIBAIOT BHEKICTOYHLIH MAaTpPHKC
IICUCHN IYTEM WHLEKIHH B BOPOTHYIO BEHY
CMECH, COCTOAIeH U3  ochaTHo-COneBOro
OyiheprOoro pacTsopa, crpenTomunmHa 100
MEKF/MA, meHpumHEa, 100 en/Ma u
amporepuiinga B 0,25 MKr/Wa, B KOIHYECTBE

2
20 v/10 v BECKICTOUHOH ITCUCHH, 3aTCM
BBOJAT pacTBOP KouidareHa  1-ro  THHa,
THTYSCHBEH M3 ORIUREro AXIIIOBA
cyxommaus B wowneurpammm  0,01%,
pacTRopessrill 8 0,1 M yreycHOM KUCHoTH, B
xopurecTse  160...240 w/10 r sHexneTounon
LEHEHH, IQCHE Yero IIEHMeHOYHBIM MAaTPUKC
nepy3upyIoT $ochaTHO-CONEBEIM OY(EePHRIM
pacrsopoM ¢ pH 7,4 3 xonmgecrse 300 mo/10 ¢
HEHMSHU CO CKOPOCTBIO 5§ M/ MU,
I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la medicina regenerativa si ingineria tisulard si poate fi utilizata
pentru prelucrarea matricei decelularizate a ficatulmi pentru sporirea adeziunii
celulare.

Cu aceeasi destinatie, in conditii de laborator matricea decelularizatd a unui lob
al ficatului este recelularizati cu cate 1,5x10” hepatocite la fiecare 10 min pani se
ajunge la 2x10° celule [1]. In timpul procesului de recelularizare nu se utilizeaza
suplimentar nici o substantd pentru mdrirea aderarii celulelor la matricea
extracelulard a ficatului decelularizat.

Dezavantajul constd in aceea cd in timpul procesului de recelularizare are loc
pierderea excesivd de hepatocite din cauza adeziunii insuficiente a hepatocitelor
injectate de matricea hepatica decelularizata.

Problema pe care o rezolva inventia consta in utilizarea unei metode noi, ce ar
permite amplificarea adeziunii hepatocitelor de matricea decelularizatd a ficatului si
ar impiedica pierderea lor excesiva dupd injectare.

Esenta inventiei consta in aceea cd se spald matricea decelularizatd a ficatului
prin injectarea in vena portd a unui amestec de solutic tampon fosfat salin,
streptomicind 100 pg/ml, penicilind 100 U/ml si amfotericind B 0,25 pg/ml, in
cantitate de 20 ml/10 g de ficat decelularizat, apoi se injecteaza solutie de colagen
tip 1, obtinut din tendonul Achile de bovind in concentratic de 0,01%, dizolvat in
0,IM de acid acetic, in cantitate de 160...240 ml/10 g de ficat decelularizat, dupa
care matricea hepatica se perfuzeazd cu solutie tampon fosfat salin cu un pH 7,4 in
cantitate de 300 ml/10 g de ficat cu o vitezd de 5 ml/min.

Avantajele metodei revendicate constau 1n aceea cd este simpld, economa §i
eficientd. Metoda propusd amelioreazd si majoreaza viteza procesului de
recelularizare a ficatului prin sporirea adeziunii matricei extracelulare hepatice.

Rezultatul constd In aceea cd respectiva metodd — eficientd, sigurd, economa si
usor de implementat, permite o adeziune mai rapidd, evitandu-se pierderi excesive
de hepatocite injectate in matricea hepatica decelularizatd in timpul procesului de
recelularizare.

In scopul cresterii adeziunii hepatocitelor de matricea extracelulard a ficatului
decelularizat si evitarii pierderii lor excesive, s-a utilizat solutie de colagen tip I
obtinut din tendon Achile de bovini cu o concentratie de 0,01% dizolvat in 0,1 M de
acid acetic, care se injecteaza foarte incet In matricea hepaticd decelularizatd prin
vena porta.

Modalitatea de crestere a adeziunii hepatocitelor de matricea extracelulard a
ficatului decelularizat constd in injectarea solutiei colagen tip I obtinut din tendon
Achile de bovind, cu concentratia de 0,01% dizolvat in 0,1 M de acid acetic, dupd o
spélare prealabild cu solutie PBS si un compus antibiotic-antimicotic (streptomicind
100 pg/ml, penicilind 100 U/ml, amfotericind B 0,25 pg/ml). Cantitatea de solutie de
colagen injectatd este direct proportionald cu masa ficatului. La 10 g de masa umeda
de ficat se utilizeazd 200 ml +40 ml de solutie de colagen, acesta se injecteaza foarte
lent pentru a permite atasarea fibrelor de colagen de matricea hepaticd decelularizata
evitind formarea conglomeratelor si obturarea vaselor intrahepatice. Pentru a
verifica daca vasele matricei decelularizate nu sunt obturate de fibrele de colagen si
a aduce pH-ul la unul normal de 7,2...7,4 pentru a asigura viabilitatea celulelor,
matricea hepaticd se perfuzeaza cu PBS in volum de 300 ml/10 g ficat decelularizat,
cu o vitezd de 5 ml/min si un pH egal cu 7,4. Totodatd se urmareste umplerea si
extravazarea uniforma a lichidului din matricea hepatica decelularizata.

Exemplu

Prin vena portd matricea extraxelulara a 10 g de ficat decelularizat se spala cu 20
ml solutie PBS si antibiotic antimicotic. Apoi cu viteza de 1 ml/min se injecteaza
200 ml de solutie de colagen tip I de 0,01%, obtinut din tendon Achile de bovina
dizolvat in acid acetic de 0,1 M. Ulterior, matricea decelularizatd se spald cu o viteza
de 5 ml/min cu 300 ml solutie PBS cu pH-ul de 7.4.
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Metoda corespunde cerintelor si normelor sanitare, necesitd utilizarea solutiei de
colagen de 0,01% si a matricei hepatice decelularizate si se efectueazi 1n conditii
sterile.

Aceastd metodd se utilizeazd pentru maérirea adeziunii hepatocitelor in timpul
recelularizarii ficatului decelularizat in cadrul Laboratorului de Inginerie Tisulara si
Culturi Celulare.
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(57) Revendicari:

Metoda de prelucrare a matricei decelularizate a ficatului pentru sporirea
adeziunii celulare, care constd in aceea cd se spald matricea decelularizatd a ficatului
prin injectarea in vena portd a unui amestec de solutic tampon fosfat salin,
streptomicind 100 pg/ml, penicilind 100 U/ml si amfotericind B 0,25 pg/ml, in
cantitate de 20 ml/10 g de ficat decelularizat, apoi se injecteaza solutie de colagen
tip 1, obtinut din tendonul Achile de bovind in concentratic de 0,01%, dizolvat in
0,1M de acid acetic, in cantitate de 160...240 ml/10 g de ficat decelularizat, dupa
care matricea hepatica se perfuzeazd cu solutie tampon fosfat salin cu un pH 7,4 in
cantitate de 300 ml/10 g de ficat cu o vitezd de 5 ml/min.
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