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(57) Rezumat:
1

Inventia sc referd la medicina regenerativa,
si anume la dispozitive pentru fixarea pielii in
procesul de decelularizare.

Dispozitivul pentru fixarea etajata a pielii
in procesul de decelularizare include o carcasd
formatd din trei compartimente tubulare (1) cu
diametrul tubului de 1 cm, executate in forma
de cerc cu diametrul de 10 cm, amplasate
coaxial i fixate unul de altul prin intermediul a
patru tuburi (2) cu lungimea de 10 cm si
diametrul de 1 cm, amplasate pe circumferintd,
la aceeasi distantd unul fata de altul, totodata
pe partea de sus a compartimentelor (1),
diametral opus, sunt executate cate patru
orificii cu diametrul de 2 mm. Dispozitival mai
contine niste tije (3) cu lungimea de 2 cm si
diametrul de 1 mm, un capidt al cdrora este
executat ascutit, iar pe celalalt capdt este
executat un maner in formd de cilindru.
Totodatd pe partea de sus a compartimentului

2

de jos al carcasei, diametral opus, sunt fixate
cu un capat patru tije, fixate cu celdlalt capat
de o placa rotunda (4) pentru amplasarea unui
magnet. Toate elementele dispozitivalui sunt
executate din inox.

Revendicdri: 1

Figuri: 2
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(54) Device for skin step-by-step fixation in the decellularization process

(57) Abstract:
1

The invention relates to the field of
regenerative medicine, in particular to devices
for skin fixation in the decellularization
process.

The device for skin step-by-step fixation in
the decellularization process comprises a
carcass, made up of three tubular sections (1)
with the diameter of the tube of 2 ¢cm, made in
the form of a circle of a diameter of 10 cm,
coaxially placed and fixed to each other by
means of four tubes (2) of a length of 10 cm
and a diameter of 1 cm, placed on
circumference, at the same distance from each
other, at the same time on the upper part of the
sections (1), diametrically opposite, are made

2

four holes of a diameter of 2 mm. The device
further comprises rods (3) of a length of 2 cm
and a diameter of 1 mm, one end of which is
made sharp, and on the other end is made a
handle in the form of a cylinder. At the same
time, on the upper part of the lower section of
the carcass, diametrically opposite, are fixed
with one end four rods, fixed with the other
end to a round plate (4) for the placement of a
magnet. All elements of the device are made of
stainless steel.

Claims: 1

Fig.: 2

(54) YCTPOHCTBO JJIA MO3TAKHOM (PUKCALMM KOKH B IIponiecce

AeHCJUTIIApU3aun

(57) Pedepar:
1

W300peTenne  OTHOCHTCE K 00IacTd
pEreHEepaTHBHOX MEIUIMHBI, B YaCTHOCTH K
yCTpoHcTBaM JUIsl (UKCAITUH KOXKH B IIPOIECCE
JICTICILTIOISIPH3ATTHHE.

YcTpolicTBO I8 TMO3TaXKHOW  (hUKCcAITHU
KOKH B TIpOIEcce  JICTCIUTIONIAPH3AITHH
BKJIIOUAET KapKac, COCTABICHHBIM M3 Tpex
TpyOUaThIX OTcekoB (1) mumamerpom Tpyoxm 1
CM, BEHITOJHEHHBIX B BHJIE KpyTra JHAMETPOM
10 cM, COOCHO  pAaCHOIOXKEHHBIX U
BAKPCITICHABIX JPYL € JPYFOM TOCPEACTROM
gerripex  Tpybox (2} gmmEoM 10 oM m
JHAMETpOoM 1 cM, PAaCHONOKEHHBIX TG
OKDYXHOCTH, Ha OFHHAKOBOM PACCTOSHHM
JIPYT OT Jipyra, UpH 3TOM Ha BEpXHEH dJacTH
orcexoB (1), mHaMeTpaabHO IIPOTHBOIOIMKHO
BBIITOTHEHB! IO YETHIPE OTBEPCTHS JHAMETPOM

2

2 MM. YCTPOHCTBO €I COAEPIKUT CTepKHN (3)
JUIMHOK 2 CM U JUaMeTpoM 1 MM, OJJMH KOHeEI]
KOTOPBIX BBIIONHEH 3a0CTPEHHBIM, a Ha
JpYrOM KOHIIC BBIIONHEHA pydKa B BHJIE
muwtuHapa. Ilpw aToM, Ha BepxHeH dwacTu
HIDKHETO OTCEKa Kapkaca, JHaMeTPalbHO
IIPOTHBOIIOIOXKHO, OJTHHM KOHIIOM
3aKPEILUICHBl YETBIPE CTEPIKHSA, 3aKPEIUICHHBIC
JIPYTHM KOHITOM K Kpyriod mmactuHe (4) i
DaCIONIOJKEHH ~MarHuTa. DBcee  2IeMeHTHI
YCTpOHCTBa BBIIOJTHEHBI M3 HEPiKaBEIOIICH
CTallH.

I1. popmymsr: 1

Qur.: 2
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Descriere:

Inventia se referd la medicina regenerativa, si anume la dispozitive pentru fixarea
pielii in procesul de decelularizare.

Cea mai apropiatd solutie este dispozitivul, care include un recipient cu diametrul
de 3 cm si indltimea de 3 cm, care contine patru elemente de fixare executate in forma
de cilindru, pe centrul circumferintei cérora sunt executate orificii cu diametrul de 1
mm, precum si patru tije cu lungimea de 5 cm si diametrul de 0,9 mm, un capét al
cérora este executat ascutit, iar pe celdlalt capét este executat un méaner in forma de
cilindru [1].

Dezavantajul acestei solutii constd in faptul cé are o eficacitate scazuta, deoarece
necesita un timp mai indelungat si efort in procesul de decelularizare a pielii.

Problema pe care o rezolvd inventia constd in crearea unui dispozitiv, care ar
permite o decelularizare ¢tajatd, adicd mai usoard si eficace a pielii, favorizand un
acces mai bun pentru schimbarea repetatd §i succesiva a reactivilor In procesul de
decelularizare si asigurdnd o migcare rotativa dispozitivului.

Dispozitivul pentru fixarea etajatd a pielii in procesul de decelularizare, conform
inventiei, inldturd dezavantajul mentionat mai sus prin aceea cd include o carcasi
compusd din trei compartimente tubulare cu diametrul tubului de 1 cm, executate in
formd de cerc cu diametrul de 10 cm, amplasate coaxial si fixate unul de altul prin
intermediul a patru tuburi cu lungimea de 10 cm si diametrul de 1 cm, amplasate pe
circumferinta, la aceeasi distantd unul fata de altul, totodatd pe partea de sus a
compartimentelor, diametral opus, sunt executate cate patru orificii cu diametrul de 2
mm, niste tije cu lungimea de 2 ¢m si diametrul de 1 mm, un capit al cédrora este
executat ascutit, iar pe celdlalt capat este executat un méner in formd de cilindru,
totodatd pe partea de sus a compartimentului de jos al carcasei, diametral opus, sunt
fixate cu un capdt patru tije, iar cu celalalt capat de o placd rotundd pentru amplasarea
unui magnet, totodatd toate ¢lementele sunt executate din inox.

Avantajele acestui dispozitiv constau in faptul cd asigura scufundarea totald a pielii
si permite o decelularizare etajatd, adicd mai eficace a ei.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in crearea unui dispozitiv pentru fixarca
etajatd a pielil in procesul decelularizarii, care asigurd operativ, sigur, calitativ, usor,
atraumatic, precum §i econom fixarea pielii de prelucrat si obtinerea unei miscari
rotative a dispozitivului in procesul de decelularizare.

Inventia se explica prin desencle din fig. 1-3, care reprezinta:

- fig. 1, vederea de ansamblu a dispozitivului pentru fixarea etajatd a pielii in
procesul decelularizarii;

- fig. 2, vederea de jos a dispozitivului.

Dispozitivul pentru fixarea etajatd a pielii in procesul de decelularizare include o
carcasd formatd din trei compartimente tubulare 1 cu diametrul tubului de 1 cm,
executate in forma de cerc cu diametrul de 10 cm, amplasate coaxial si fixate unul de
altul prin intermediul a patru tuburi 2 cu lungimea de 10 cm si diametrul de 1 cm,
amplasate pe circumferintd, la aceeasi distantd unul fatd de altul, totodatd pe partea de
sus a compartimentelor 1, diametral opus, sunt executate cate patru orificii cu
diametrul de 2 mm. Dispozitivul mai contine niste tije 3 cu lungimea de 2 cm s§i
diametrul de 1 mm, un capit al carora este executat ascutit, iar pe celdlalt capdt este
executat un maner in forma de cilindru. Totodata pe partea de sus a compartimentului
de jos al carcasei, diametral opus, sunt fixate cu un capdt patru tije, iar cu celdlalt
capat de o placd rotundd 4 pentru amplasarea unui magnet. Toate eclementele
dispozitivului sunt executate din inox.

Dispozitivul pentru fixarea etajatdi a pielii in procesul de decelularizare se
utilizeazd in modul urmator.

Acest dispozitiv se utilizeaza in mediu steril sub o hotd cu flux laminar de aer.
Prealabil, dispozitivul se¢ sterilizeazd 1n autoclavd si se pregétesc solutiile pentru
decelularizare. Apoi se dezgheatd o bucatd de piele congelata si cu ajutorul unui
bisturiu s¢ sectioneazd un fragment de picle cu dimensiunile de 10 x10 ¢cm. Dupa
inlaturarea tesutului adipos de pe partea epidermo-dermald, fragmentul de piele se
fixeaza de colturi prin intermediul tijelor 3 si orificiilor executate pe partea de sus a
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compartimentelor 1. Ulterior carcasa se scufundd intr-un vas de sticld cu solutie de
0,25% Tripsin-EDTA la temperatura camerei, timp de 6 ore. Dupa aceasta vasul de
sticla este amplasat pe un agitator magnetic, care datoritd magnetului plasat pe placa
rotundd 4, imprima o migcare orbitald necesard procesului de decelularizare. Apoi
fragmentul de piele se spald de 3 ori in apd distilatd timp de 15 min de fiecare data,
dupd care se incubeaza in solutie de 70% etanol timp de 12 ore. Ulterior fragmentul de
piele se incubeazd 1n sol. Peroxid hidrogen 3% timp de 15 min. Fragmentul de piele
iardsi se spald de 3 ori in apa distilatd timp de 15 min de fiecare datd, apoi se
incubeaza 1n 1% Triton X-100 si 0,26%Tris si 0,69%EDTA timp de¢ 6 ore, dupd care
in final se spald de 6 ori in apd distilata timp de 15 min de fiecare datd. Toate aceste
etape sunt efectuate la temperatura camerei cu ajutorul unui agitator orbital. Apoi
fragmentul de piele se spald in solutie de serum-free Dulbeco modificat Eagle mediu
(DMEM) cu 1% penicilind/streptomicind cu ajutorul unui agitator magnetic la
temperatura de  37°C timp de 24 ore. Ulterior pielea este liofilizatd si stocatd intr-un
disicator pand la utilizare. Fiecare fragment de piele este fixat si preparat pentru
investigatie histologicd, fiind colorat cu hematoxilin §i eosin. Pentru a méacina pielea
decelularizatd ea se taie in benzi de 1 cm latime §i se plaseaza intr-un méacinator. Dupa
o spalare minutioasd, pielea se scufunda in solutic de DMEM fard ser cu amestecul
antibiotic §i antimicotic de 1%, continuand procesul pe agitatorul magnetic la
temperatura de 37°C timp de 24 ore.

Curatarea dispozitivului se efectueazad prin dezinfectarea cu detergenti si solutii
degresante si sterilizarea ulterioard in autoclava.

Exemplu

Dupd o sterilizare prealabild a dispozitivului §i inldturarea tesutului adipos de pe
partea epidermo-dermald, fragmentul de piele cu dimensiunile de 10 x10 cm a fost
fixat de colfuri prin intermediul tijelor 3 si orificiilor executate pe partea de sus a
compartimentelor 1, fiind scufundatd intr-un vas de sticld cu solutie de 0,25%
Tripsin-EDTA timp de 6 ore la temperatura camerei. Apoi fragmentul de piele a fost
spélat de 3 ori in apa distilatd timp de 15 min de fiecare datd, dupd care incubat in
solutie de 70% etanol timp de 12 ore. Ulterior fragmentul de piele a fost incubat in
solutie de Peroxid hidrogen 3% timp de 15 min, apoi spélat de 3 ori in apd distilata
timp de 15 min de fiecare datd. Dupd aceasta fragmentul de piele a fost incubat in
solutie de 1% Triton X-100 si 0,26%Tris si 0,69%EDTA timp de 6 ore, 1n final a fost
spélat de 6 ori 1n apd distilata timp de 15 min de fiecare data. Toate aceste etape au
fost efectuate la temperatura camerei cu ajutorul unui agitator orbital. Apoi fragmentul
de piele a fost spdlat in solutie de serum-free Dulbeco modificat Eagle mediu
(DMEM) cu 1% penicilind/streptomicind cu ajutorul unui agitator magnetic la
temperatura de 37°C timp de 24 ore. Ulterior pielea a fost liofilizata si stocatd intr-un
disicator pana la utilizare. Fiecare fragment de piele a fost fixat si preparat pentru
mvestigatie histologica fiind colorat cu hematoxilin gi eosin. Pentru a micina piclea
decelularizatd ea a fost tditd In benzi de 1 cm latime si plasatd Intr-un méacindtor. Dupa
o spdlare minutioasd, piclea a fost scufundatd in solutic de DMEM fird ser cu
amestecul antibiotic - antimicotic de 1%, continuand procesul pe agitatorul magnetic
la temperatura de 37°C timp de 24 ore.

Toate fragmentele de piecle au fost liofilizate si stocate in desicator pand la
utilizare. Cu scopul detectarii rezidiului celular, a resturilor nucleare, precum si pentru
vizualizarea arhitecturii matricii extracelulare, mostrele de picle au fost fixate si
preparate pentru examen histologic, fiind colorate cu hematoxilin §i eosin. S-a
efectuat cuantificarea spectrofotometricd a cantitdtii de ADN, s-au obtinut urméatoarele
rezultate:

Rezulatatele Decelularizarea cu tripsini si triton
cuantificarii cantitatii (ng/pl)
de ADN

Control (pielea 12,5
nedecelularizata)

Repetitia 1 4,8

Repetitia 2 4,8

Repetitia 3 4,8
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Dispozitivul corespunde cerintelor si normelor sanitare, toate piesele dispozitivului
fiind executate din material inoxidabil, si asigurd o usoard decelularizare a pielii.

Acest dispozitiv se utilizeazd pentru fixarea pielii in procesul decelularizarii in
Laboratorul inginerie tisulard si culturi celulare si la catedrele universitatii.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:
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(57) Revendicari:

Dispozitiv pentru fixarea etajatd a pielii in procesul de decelularizare, care include
o carcasa formatd din trei compartimente tubulare (1) cu diametrul tubului de 1 cm,
executate in forma de cerc cu diametrul de 10 cm, amplasate coaxial si fixate unul de
altul prin intermediul a patru tuburi (2) cu lungimea de 10 cm si diametrul de 1 cm,
amplasate pe circumferintd, la aceeasi distantd unul fatd de altul, totodatéd pe partea de
sus a compartimentelor (1), diametral opus, sunt executate cate patru orificii cu
diametrul de 2 mm, niste tije (3) cu lungimea de 2 cm si diametrul de 1 mm, un capat
al cérora este executat ascufit, iar pe celdlalt capat este executat un méner in forma de
cilindru, totodatd pe partea de sus a compartimentului de jos al carcasei, diametral
opus, sunt fixate cu un capat patru tije, fixate cu celdlalt capat de o placd rotunda (4)
pentru amplasarea unui magnet, totodatd toate elementele sunt executate din inox.

Sef Directie Brevete: TUSTIN Viorel
Sef Sectie Examinare: LEVITCHI Svetlana
Examinator: GROSU Viorel
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