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(54) Dispozitiv pentru fixarea pielii in procesul de decelularizare

(57) Rezumat:
1 2
Inventia se referd la medicina regenerativa, 4
si anume la dispozitive pentru fixarea pielii in e
procesul de decelularizare.
Dispozitivul pentru fixarea pielii in

procesul de decelularizare include un recipient 3
(1) executat rotund cu diametrul de 3 em i - BN o R e
inaltimea de 3 cm, patru elemente de fixare (2)

executate in formd de cilindru, pe centrul 3

circumferintei cdrora sunt executate orificii cu
diametrul de 1 mm, totodatd elementele (2)
sunt fixate pe circumferintd, la acecasi distanta
unul fatd de altul, pe partea interioard a
peretelui recipientului (1), patru tije (3) cu
lungimea de 5 ¢m si diametrul de 0,9 mm, un
capat al cdrora este executat ascufit, iar pe
celdlalt capdt este executat un maner (4) in
forma de cilindru, totodati toate elementele
sunt executate din inox.

Revendicari: 1

Figuri: 3




(54) Device for skin 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 fixation in the
decellularization process comprises a capacity
(1) made cylindrical of a diameter of 3 cm and
a height of 3 cm, four locating fixtures (2)
made in the form of a cylinder, on the center of
circumference of which are made holes of a
diameter of 1 mm, at the same time the fixtures
(2) are fixed at the same distance from each

2

other, on the inner side of the wall of the
capacity (1) on circumference, four rods (3) of
a length of 5 cm and a diameter of 0.9 mm, one
end of which is made sharp, and on the other
end is made a handle (4) in the form of a
cylinder, at the same time all the elements are
made of stainless steel.

Claims: 1

Fig.: 3

(54) YeTpoHCTBO AJIs1 (PUKCALMHU KOKHM B MpoLecce Aele/ I pr3anuu

(57) Pedepar:
1

W3o00peTenne  oTHOCHTCE K o0macTd
PETCHEPATHBHON MEIUITUHEI, B YaCTHOCTH K
ycTpoicTBaM sl (GHKCAITHH KOKH B IIPOIIECCE
JICTICILTIOIISIPH3aITHH.

YcrpoiictBO i QEKCAITHM  KOKH B
IIpoTecce  JICTICUTIONAPH3AIIMH  BKIIIOYAeT
eMkocTh (1)  BBIOMHEHHYIO — KpYIIOH
JIUAaMETpOM 3 ¢M U BBICOTOX 3 CM, 4EThIpE
(UKCHPYIONHX 37eMeHTa (2) BHITOTHCHHBIC B
BUjic IQUIMHApPA, [0 IICHTPY OKPYKHOCTH
KOTOPBIX BBITOTHCHBI OTBEPCTHS THAMETPOM 1
MM, TIPH 3TOM JIEMCHTHI (2) UPHEPCITICHE IO

2

OKPYKHOCTH, H2Z OFHHAKOBOM pPACCTOSHUN
JpYyr OT Apyra, Ha REYIPESHHEH Ccropode
creHku eMmkoctH (1), uerslpe crepxusa (3)
JomHOH 5 cM u juamerpoMm 0,9 MM, onuH
KOHEIT KOTOPBIX BBIIOIHEH 3a0CTPEHHBIM, a Ha
JIpDYroM KOHIIE BBIIIONHEHA pydka (4) B BHJE
IIHHApPA, ITIPH  3TOM  BCE  OJIEMEHTHI
BBIITOMHEHEI U3 HEPXKABEIONIEH CTaIH.

I1. popmymsr: 1

®ur.: 3
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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 vasul Petri, care reprezinta un rezervor in care este plasati pielea in
procesul decelularizarii [1].

Dezavantajul acestei solutii constd 1n faptul cd are o eficacitate scazutd, deoarece necesitd un timp
mai indelungat si efort in procesul de decelularizare a pielii.

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie constd in crearea unui dispozitiv, care ar permite o
decelularizare mai usoard si eficace a pielii, favorizand un acces mai liber pentru schimbarea repetatd
si succesiva a reactivilor in procesul de decelularizare si asigurand o miscare rotativd a dispozitivului.

Dispozitivul pentru fixarea pielii in procesul de decelularizare, conform inventiei, Inldturd
dezavantajele mentionate mai sus prin aceea cd include un recipient executat rotund cu diametrul de 3
cm §i ndltimea de 3 cm, patru elemente de fixare executate in formad de cilindru, pe centrul
circumferintei cirora sunt executate orificii cu diametrul de 1 mm, totodatd elementele de fixare sunt
fixate pe circumferind, la acecasi distantd unul fatd de altul, pe partea intericard a peretelui
recipientului, patru tije cu lungimea de 5 cm si diametrul de 0,9 mm, un capat al cirora este executat
ascutit, iar pe celdlalt capdt este executat un méaner in forma de cilindru, totodata toate elementele sunt
executate din inox.

Avantajele acestui dispozitiv constau in faptul cd asigurd scufundarea totald a pielii i permite o
decelularizare mai eficace.

Rezultatul tehnic al inventiei constd 1n crearea unui dispozitiv pentru fixarea pielii in procesul
decelularizarii, care asigura operativ, sigur, calitativ, usor, atraumatic, precum si econom fixarea pielii
de prelucrat.

Inventia se explicd prin desenele din fig. 1-3, care reprezinta:

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

- fig. 2, elementele constructive ale dispozitivului;

- fig. 3, vederea dispozitivului in procesul de decelularizare.

Dispozitivul pentru fixarea pielii in procesul de decelularizare include un recipient 1 executat
rotund cu diametrul de 3 c¢m si indltimea de 3 c¢m, patru elemente de fixare 2 executate in forma de
cilindru, pe centrul circumferintei cirora sunt executate orificii cu diametrul de 1 mm, totodata
elementele 2 sunt fixate pe circumferinta, la acecasi distantd unul fatd de altul, pe partea interioard a
peretelui recipientului 1, patru tije 3 cu lungimea de 5 cm si diametrul de 0,9 mm, un capit al carora
este executat ascutit, iar pe celdlalt capdt este executat un méner 4 in forma de cilindru, totodata toate
elementele sunt executate din inox.

Dispozitivul pentru fixarea pielii in procesul de decelularizare se utilizeaza In modul urmator.

Acest dispozitiv se utilizeazd in mediu steril in hota cu flux laminar de aer. In prealabil,
dispozitivul se sterilizeazd in autoclavd si se pregdtesc solufiile pentru decelularizare. Apoi se
dezgheatd o bucatd de piele, dupd care cu ajutorul unui bisturiu se sectioneaza un fragment de piele cu
dimensiunile de 2x2 cm. Dupd inldturarea tesutului adipos de pe partea epidermo-dermald, fragmentul
de piele se fixeazd de colturi prin intermediul tijelor 3 in elementele de fixare 2, fixate pe
circumferintd, la aceeasi distanta unul fatd de altul, pe partea interioard a peretelui recipientului 1, in
care ulterior se plaseazd un magnet, dupd aceasta recipientul se scufunda intr-un vas de sticlda cu
solutie de 0,25% Tripsin-EDTA - 37°C, timp de 90 min. Ulterior vasul de sticld este amplasat pe un
agitator magnetic 6 (fig. 3) care, datoritd magnetului plasat in recipientul 1, oferd o miscare orbitald
necesard procesului de decelularizare. Apoi fragmentul de piele se spald de 3 ori a cate 15 min in apd
distilatd si se incubeaza in solutie de 0,1M NaOH timp d 16 ore. Ulterior fragmentul de piele se spala
in solutie tampon salin fosfat Dulbec'o pana cand solutia de clitire ajunge la un pH neutru. Dupd o
spdlare minutioasd, pielea s¢ scufundd in solutic de DMEM fard ser cu amestec de antibiotic si
antimicotic de 1%, continuand procesul pe agitatorul magnetic 6 (fig. 3) la temperatura de 37°C timp
de 24 ore.

Curatarea dispozitivului se efectueazd prin dezinfectarea cu detergenti si solufii degresante si
sterilizarea ulterioard in autoclava.

Exemplu

Dupéd o sterilizare prealabild a dispozitivului, fragmentul de piele se fixeaza de colturi prin
mtermediul tijelor 3 in elementele de fixare 2, fixate pe circumferintd, la aceeasi distanta unul fata de
altul, pe partea interioard a peretelui recipientului 1, in care ulterior se plaseaza un magnet, dupd care
recipientul 1 se scufundi intr-un vas de sticld cu solutie de 0,25% Tripsin-EDTA - 37°C, timp de 90
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min. Ulterior vasul de sticla se amplaseaza pe un agitator magnetic care, datoritd magnetului plasat in
recipientul 1, oferd o miscare orbitald necesara procesului de decelularizare. Apoi pielea se spald in
apd distilatd de 3 ori a cite 15 min, dupd care se incubeazd in solutic 0,1M NaOH timp 16 ore.
Ulterior fragmentul de piele se spald in solutie tampon salin fosfat Dulbec'o pand cand solufia de
clatire ajunge la un pH neutru. Dupd o spilare minutioasd, fragmentul de piele se scufunda in solutie
DMEM fard ser cu amestec de antibiotic si antimicotic 1%, continuand procesul pe agitatorul
magnetic la temperatura de 37°C timp de 24 ore.

Toate fragmentele de piele au fost liofilizate si stocate in desicator pand la utilizare. Cu scopul
detectarii rezidiului celular, a resturilor nucleare, precum si pentru vizualizarea arhitecturii matricei
extracelulare, mostrele de piele au fost preparate pentru examen histologic si ulterior colorate cu
hematoxilin i eosin si dupd Vanghizon, utilizind protocoale standard. S-a efectuat cuantificarea
spectrofotometrica a cantitatii de ADN si s-au obtinut urmétoare rezultate:

Rezulatatele Decelularizarea cu
cuantificarii  cantitatii | NaOH
de ADN (ng/ul)

Control (piclea 27,9
nedecelularizatd)

Repititia 1 4,5

Repititia 2 5,1

Repititia 3 3,7

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:

1. Decellularization of human dermis using non-denaturing anionic detergent and endonuclease,
2015.09.11 [regdsit la 2017.01.10], gasit pe Internet:
<http://www.lifenethealth.org/sites/default/files/files/ WP%20-
%20Decellularization%200f%20Human %20Dermis%20Using%20Non-

Denaturing %20Anionic%20Detergent%20and%20Endonuclease, %20A %20Review.pdf, regasit>

(57) Revendicari:

Dispozitiv pentru fixarea pielii in procesul de decelularizare, care include un recipient (1) executat
rotund cu diametrul de 3 cm si indltimea de 3 cm, patru elemente de fixare (2) executate In forma de
cilindru, pe centrul circumferintei cdrora sunt executate orificii cu diametrul de 1 mm, totodata
elementele (2) sunt fixate pe circumferinta, la aceeasi distantd unul fatd de altul, pe partea interioard a
peretelui recipientului (1), patru tije (3) cu lungimea de 5 cm si diametrul de 0,9 mm, un capét al
cérora este executat ascufit, iar pe celdlalt capdt este executat un méner (4) in forma de cilindru,
totodatd toate elementele sunt executate din inox.

Sef Directie Brevete: TUSTIN Viorel

Sef Sectie Examinare: LEVITCHI Svetlana

Examinator: GROSU Viorel

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