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Inventia se refera la un dispozitiv de incubare si monito-
rizare in timp real a culturilor celulare de mamifere sau
bacterii, utilizat pentru Tnregistrarea cu ajutorul unui
microscop inversat a acestor culturi. Dispozitivul con-
forminventiei este realizat partial sau total din materiale
plastice si este constituit dintr-o camera (A) interioara si
o camera (B) exterioara, care nu comunicd una cu
cealaltd, prima camera (A), in care se cultiva speci-
menul, este inconjuraté de camera (B) exterioara care
este parcursa Tn mod continuu de apa fncalzita si
circulata de o baie de apa la o temperatura constanta,
de exemplu la 37°C, apa incalzita patrunde in camera
(B) exterioara prin intrarea (1) si paraseste incinta prin
iesirea (2), iar daca specimenul necesita utilizare de
gaz, camera (A) interioara se conecteaza la o sursa de
gaz prin intermediul tubului (3 sau 5) de admisie a
gazului care, ulterior, paraseste incinta prin iesirea (4
sau 6), tubul (3) de admisie si iegirea (4) trecand prin
capacul dispozitivului, iar tubul (6) de admisie si iesirea
(6) trec prin camera (B) exterioara.
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DESCRIEREA INVENTIEI

[01]. Prezenta inventie se refera la un incubator care foloseste o atmosfera normalad (aer) sau
modificata (de ex., imbogititd cu 5 % CO») pentru incubarea culturilor de celule de mamifere sau
bacterii. Inventia se referd la un dispozitiv pentru monitorizarea §i inregistrarea cu ajutorul unui
microscop inversat a culturilor celulare mentionate mai sus intr-un interval de la citeva ore pana

la cateva zile.
Nivelul curent al domeniului

[02]. In domeniul incubatoarelor de celule dedicate imagisticii de microscopie optici in timp real,
sunt utilizate doud categorii principale de incubatoare: (a) incubatoare de tip cugca care inchid
microscopul in interiorul lor; si (b) incubatoare de dimensiuni mai mici (numite mai departe mini-
incubatoare) care sunt agezate pe masuta microscopului. Prezenta inventie se referd la un mini-

incubator pentru monitorizarea culturilor celulare in timp real.

[03]. Pentru observatii pe termen lung, specimenul (de ex., culturd celulard) este plasat mai intai
intr-un recipient (vas de culturd) si cultivat un timp variabil (cateva ore sau zile) intr-un incubator
conventional pentru a-i permite sd sedimenteze §i si adere la suprafata de plastic a recipientului.
In final, acesta este transferat in interiorul unui mini-incubator sau a unui incubator de tip cusca
pentru monitorizarea acestuia in timp real. Cu toate acestea, incubarea specimenului in incubatorul
conventional poate fi omisd, iar recipientul cu specimenul de incubat poate fi plasat direct in
interiorul mini-incubatorului sau a celui de tip cugca. in general, este preferati o etapi de incubare
preliminara efectuatd in interiorul unui incubator conventional, deoarece in acest fel microscopul
optic nu este ocupat pentru o perioada lungé de timp, iar consumul de CO; poate fi redus foarte

mult
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[04]. In comert sunt disponibile citeva tipuri de mini-incubatoare pentru monitorizarea in timp
real a culturilor celulare, caracteristicile lor structurale §i principiile de functionare fiind amplu

descrise in brevetul US 2005 / 0248836A1 si pe site-urile producatorilor:

http://www.oko-lab.com/live-cell-imaging/stage-top-digital-gas;

http://www.tokaihit.com/en/stage-top-incubator;

www.pathologydevices.com,

http://www.biosciencetools.com/catalog/Closed.htm;

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/ AMC1000?SID=srch-srp-AMC1000

[05]. Sistemele de incubare pentru monitorizarea in timp real a culturilor celulare cuprind in
esentd: (a) un mini-incubator plasat pe masuta microscopului, (b) un modul de amestecare a
gazelor sau, alternativ, un cilindru cu gaze preamestecate, (¢) modul de umiditate, (d) adaptor
pentru masuta microscopului §i (€) modul de incélzire al obiectivului (optional). Un astfel de
sistem de incubare permite recipientului cu celule sa fie gazduit in interiorul acestuia, fiind insa

distinct de acesta.
Problema pe care o rezolvd inventia

[06]. Mini-incubatoarele pentru monitorizarea in timp real a culturilor celulare, inclusiv cel

mentionat in brevetul US 2005 / 0248836A1, prezintd urmatoarele dezavantaje:

a) Trebuie adaptate la masuta fiecarui model de microscop.

b) Permit doar o reimprospatare pasiva a atmosferei gazoase din interiorul recipientelor de
cultura celulara.

c) Cantitatea de gaz pe care o consuma este crescuta.

d) Este permisa incubarea in interiorul lor doar a recipientelor cu volum mic.

€) Au un potential redus de productie in masa. Deoarece sunt complexe §i scumpe, ele nu sunt
susceptibile pentru productie pe scara larga.

f) Din cauza costurilor foarte ridicate, acestea nu pot functiona ca mini-incubatoare de unica
folosinta.

nditiile de sterilitate pe care le ofera sunt inferioare unui incubator conventional.

oz
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[07]. Prezenta inventie oferd solutii noi pentru a rezolva deficientele mentionate mai sus prin
furnizarea unui nou dispozitiv (denumit in continuare Newlnc) dedicat atdt incubarii, céat si
observirii in timp real a specimenului cultivat. Conform inventiei, NewInc este agezat pe masufa
microscopului, operatiile de observare si inregistrare in timp real a specimenului efectudndu-se

in conditii de temperaturd constanta §i fara modificarea parametrilor setati ai gazului.
Descrierea detaliata a inventiei

[08]. Dispozitivul de incubare din prezenta inventie este prezentat in Figurile 1-8. Conform
inventiei, NewInc se utilizeaza ca mini-incubator pentru observarea microscopici a specimenului
pe termen lung (de reguld, zile). Dispozitivul de incubare este realizat parfial sau total din
materiale plastice §i cuprinde o camera interioard (A) §i o camera (B) care nu comunicd una cu
cealaltd. Prima camerd, in care se cultivd specimenul, este inconjuratd de cea de-a doua care este
parcursa in mod continuu de apa incalzita i circulatd de o baie de apa la o temperatura constanta
(de exemplu, 37 °C). Apa incilzitd patrunde in cea de-a doua camerda prin intrarea (1) si

pardseste incinta prin iegirea (2).

[09]. Dacd specimenul necesitd utilizare de gaz, prima camerd (A) este conectatd prin
intermediul tubului de admisie a gazului (3 sau 5) la o sursd de gaz. Gazul paraseste incinta prin
iesirea (4 sau 6). Tubul de admisie (3) si cel de evacuare (4) a gazului trec prin capacul

dispozitivului NewInc, iar cel de admisie (4) si evacuare (5) trec prin camera (B).

[10]. Pentru a bloca accesul bacteriilor in interiorul primei camere (A), tuburile de admisie si
cele de evacuare ale gazului pot fi echipate cu filtre de aer avand dimensiuni diferite ale porilor
(de exemplu, pori de 220 nm) pentru a preveni contaminarea. Daca circulatia gazului este facuta
prin capacul dispozitivului, capacul insusi poate fi previzut cu filtre de aer (9). in acest caz,

filtrele din interiorul orificiilor de intrare nu mai sunt necesare.

[11]. Pentru observatii micoscopice efectuate in timp real, Newlnc este plasat pe masuta unui
microscop optic si conectat prin intermediul conectorilor pentru gaze la o sursd de gaz. Ulterior,
gazele, aflate sub o usoard presiune, sunt transportate in camera interioard a NewlInc unde este
cultivat specimenul. Gazele pot fi transportate (a) prin intermediul unei pompe de aer, dintr-un
incubator de celule conventional pe baza de gaz (de ex., CO») catre specimenul aflat in NewlInc,
(b) dintr-un recipient cu gaze automatizat sau (c) dintr-un cilindru cu gaze preamestecate in
concentratia doritd. In final, gazul piriseste NewInc prin tuburile de evacuare. In acest mod,

gsfera specimenului este permanent reinnoita. 70(/\

/;
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[12]. Daca fluxul de gaze din interiorul NewInc este controlat de un incubator conventional a
cirui atmosferd este umidificati, NewInc nu va necesita un modul de umidificare. In plus,
nivelurile de temperaturd, umiditate §i gaz sunt menfinute constante de cdtre incubatorul
conventional. De obicei, gazul cel mai utilizat pentru cresterea celulelor este CO2 a carui

concentratie in incubator este in mod comun menfinuta la o valoare fixa de 5%.

[13]. Dacid Newlnc este conectat la un recipient automatizat de gaze sau la un cilindru cu gaze
preamestecate, este necesar ca un modul de umiditate sd fie introdus in circuit inainte de

patrunderea gazului in camera interioara a NewInc.

[14]. In cazul in care procesul de crestere a culturilor celulare se desfasoara in conditiile unei
atmosfere normale, conectorii de gaz nu mai sunt necesari (Figurile 9-12). O astfel de
configuratie a NewlInc este proiectatd pentru experimente in care se utilizeaza solutii tampon de
tip HEPES care sunt combinate cu mediul de culturd pentru a mentine pH-ul necesar cultivarii

specimenului in condifii optime.
Exemple de realizare a inventiei
Exemplul 1. Culturi de celule in atmosfera de CO;

[15]. Un numir de 3x10° fibroblasti (linie celulard de fibroblagti dermici umani, PromoCell
Heidelberg, Germania) au fost insdméntati in camera interioarda a NewInc in 7 ml mediu de
culturd Dulbeco complet. Dispozitivul a fost inchis cu un capac prevazut cu un filtru de aer (220
nm), precum si cu orificii de admisie §i respectiv de evacuare a CO2. Gazul a trecut lent prin

filtru i a patruns in camera interioara, improspatand treptat §i continuu atmosfera celulelor.

[16]. NewInc a fost conectat la o baie de apa termostata prin intermediul tuburilor celei de-a
doua camere, permitand o circulatie continua a apei incalzite prin camera B. Mantaua de apa

realizatd a mentinut o temperatura constantd de 37 ° C in interiorul camerei interioare.

[17]. NewInc a fost agezat mai Intdi intr-un incubator conventional pentru a permite celulelor sa
sedimenteze §i sd adere la suprafata de plastic. Dupd 24 de ore de la incubare, NewInc a fost

transferat pe masuta unui microscop inversat, iar evenimentele celulare au fost inregistrate

W
9% 4
esX

automat la intervale de 15 minute timp de 24 de ore.

SN
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[18]. Un recipient de control care a confinut acelasi numar de celule §i un volum identic de

mediu de cultura ca NewlInc a fost pastrat in incubatorul conventional pentru comparatie.

[19]. Dupa 24 de ore, experimentul a fost oprit iar cresterea celulara a fost evaluata calitativ sub
microscop (Figura 13), in timp ce numaérul celulelor i viabilitatea lor (via Albastru Trypan) au
fost evaluate folosind un numarator automat de celule (TC20™ BioRad). Viabilitatea celulara a
fost evaluata si prin testul MTT. Rezultatele au ardtat ca viabilitatea a fost aproape identica atat
in proba cat si in control, in timp ce numarul celulelor a fost in medie mai mare cu aproximativ

15% in proba comparativ cu cel din control. Experimentele au fost repetate de trei ori.
Exemplul 2. Cultura de celule in atmosfera normala (fara CO2)

[20]. Un numar de 3.2 x10° fibroblasti au fost insdmantafi in cameri interioard a NewInc in 7 ml
mediu de culturd Dulbeco complet modificat cu solutie tampon HEPES (pH 7.4). Dispozitivul de

incubare a fost inchis cu un capac prevézut cu un filtru de 220 nm.

[21]. Newlnc a fost conectat la baia de apa termostata prin intermediul tuburilor celei de-a doua
camere, permitand o circulatie continua a apei incélzite. Mantaua de apa realizatd in jurul primei

camere a mentinut o temperatura constantd de 37 ° C in interiorul acesteia.

[22]. Newlnc a fost introdus intr-o prima etapd in incubatorul conventional pentru a permite
celulelor s sedimenteze §i sd adere la suprafata de plastic. Dupa 24 de ore de la incubare,
Newlnc a fost transferat pe masufa microscopului inversat, iar evenimentele celulare au fost

inregistrate automat la intervale de 15 minute timp de 24 de ore.

[23]. Un recipient de control care a continut acelasi numar de celule §i un volum identic de

mediu de culturd ca NewlInc a fost pastrat in incubatorul conventional pentru comparatie.

[24]. Dupa 24 de ore, experimentul a fost oprit iar cresterea celulara a fost evaluata calitativ sub
microscop (Figura 14), in timp ce numarul celulelor §i viabilitatea acestora au fost evaluate
folosind numaratorul automat de celule. Viabilitatea celulard a fost evaluata si prin testul MTT.
Rezultatele au ardtat cd nu au existat diferenfe semnificative statistic intre proba si control.

Experimentele au fost repetate de trei ori.
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Avantajele inventiei fata de nivelul actual al domeniului

[25]. Deoarece camera interioard poate fi inclusd intr-un circuit inchis sau cel putin poate fi
parcursd continuu de un flux de gaze unidirecfional s§i filtrat care evitd orice amestec cu
atmosfera laboratorului, incubatorul permite conditii de sterilitate identice cu ale unui incubator

conventional.

[26]. In cazul in care alimentarea cu curent este oprita accidental, datorita peretilor dubli izolati
si a mantalei de gaz sau de apa, temperatura in interiorul camerei de incubare scade mult mai lent
decat in cazul unui perete simplu, riscul afectarii majore a viabilitatii culturii celulare fiind astfel

mult diminuat.

[27]. Incubatorul este flexibil §i permite realizarea cu usurintd de geometrii cu suprafete de la
foarte mici pana la foarte mari pentru atagarea specimenului, fard a se limita zona de observare
opticd a cAmpului de cultura celulard. Toate celulele atagate si cultivate in camera de incubare

pot fi observate si inregistrate in mod succesiv.

[28]. Datoritd costului foarte redus §i a compozitiei bazate pe un singur tip de material,

incubatorul este foarte susceptibil pentru producerea in masa.

[29]. Dispozitivul permite o improspitare continud a atmosferei gazoase in interiorul

recipientelor de cultura celulara.

[30]. Cantitatea de gaz utilizata pentru incubarea specimenelor este foarte redusa. Dat fiind faptul
cd pentru improspatarea atmosferei gazoase sunt utilizate volume de gaz foarte mici, chiar daca
existd o ricire a atmosferei specimenului datoritd proceselor de ventilatie inerente deplasarii

gazulului prin cmaera interioard, aceasta este minora.

[31]. Nu este necesar ca incubatorul sa fie modificat in functie de masuta fiecdrui model de
microscop optic. Incubatorul poate fi utilizat pentru aproape toate microscoapele optice inversate

dedicate observarii §i monitorizarii in timp real a culturilor celulare.
Aplicabilitate industriala

[3 cubatorul conform prezentei inventii prezinta urmatoarele avantaje industriale.
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[33]. Datoritd productiei cu costuri foarte scazute, a procesului de fabricare nesofisticat si a
structurii pe bazd de materiale plastice, incubatorul este foarte susceptibil pentru productia in
masa, inclusiv prin utilizarea echipamentului actual pentru fabricarea recipientelor de plastic

pentru culturi celulare.

[34]. Prin furnizarea de tuburi de acces suplimentare cétre camera interioara care contine
specimenul, mediul de culturd poate fi reimprospétat, iar medicamentele sau alte substante
organice §i anorganice de interes pot fi introduse simplu peste specimen. In plus, in camera

interioara pot fi introdusi diferiti senzori §i sonde prin modificari mecanice realizate la nivel

industrial.
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FIGURI

Figura 1. Vedere in perspectivd a dispozitivului de incubare pentru culturi de celulare
dependende de gaz. Tuburile pentru circulatia lichidului (1) si (2) patrund numai in camera (B).

Admisia (3) si evacuarea gazului (4) in camera A au loc prin capacul dispozitivului.

Figura 2. Sectiune longitudinala prin dispozitiv pentru culturi celulare dependente de gaz. Filtrul

(9) poate forma un corp comun cu capacul.

Figura 3. Sectiune transversald a dispozitivului pentru culturi de celule bazate pe gaz. Sectiunea
este realizatd prin tuburile pentru transportul lichidului (1) si (2) §i prin camera interioard (A)

inconjuratd de a doua camera (B).

Figura 4. Sectiune transversala prin camere, filtru (9), capac si tubul de admisie a gazului (3) ale

dispozitivului de culturi celulare pe baza de gaz.

Figura 5. Vedere in perspectivd a dispozitivului pentru culturi celulari dependente de gaz.
Tuburile pentru transportul lichidului (1) §i (2) patrund in camera (B). Tuburile pentru admisia

(5) si evacuarea gazului (6) traverseaza peretii ambelor camerelor.

Figura 6. Sectiune longitudinala prin dispozitiv pentru culturi celulare dependente de gaz.

Filtrele (7) si (8) fac parte din tuburile pentru transportul gazului (5) si (6).

Figura 7. Sectfiune transversald prin tubul pentru transportul de lichid (1) si prin camerele unei

versiuni a dispozitivului de incubare.

Figura 8. Sectiune transversala prin camera B, tubul de admisie a lichidului (1) si cel de admisie

a gazului (5).

Figura 9. Reprezentare tridimensionald a dispozitivului pentru o culturd de celule care nu

necesita utilizarea de gaz. Tuburile pentru transportul lichidului (1) si (2) intrd in camera (B).

Figura 10. Sectiune longitudinald prin dispozitiv pentru o culturd celulard care nu necesitad

utilizarea de gaz. Filtrul (9) este plasat in interiorul capacului §i poate forma un corp comun cu

/ e
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Figura 11. Secfiune transversald prin tuburile pentru transportul lichidului (1) si (2) si prin

camere.
Figura 12. Sectiune transversala prin camere §i tubul de admisie a lichidului (1).

Figura 13. (a) Fibroblasti (linie celulard normald de fibroblagti dermici umani) cultivati in
atmosferd de 5% CO; in interiorul primei camere a dispozitivului de incubare; (b) fibroblasti
cultivati pentru comparatie intr-un recipient de control intr-o atmosfera de 5% CO; in interiorul

unui incubator conventional.

Figura 14. (a) Fibroblasti cultivati in atmosferd normala (fard CO.) in interiorul primei camere a
Newlnc; (b) fibroblasti cultivati pentru comparatie intr-un recipient de control in atmosfera

normald in interiorul unui incubator conventional.

10
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REVENDICARI

1. Dispozitiv de incubare pentru culturi celulare cuprinzand o camera interioara (A), inconjurata
de o cameri exterioara (B), ambele realizate partial sau total din materiale plastice, care nu
comunicd una cu cealaltd. Camera interioari este previzuta cu o deschidere pentru introducerea

culturilor celulare si a mediului de cultura.

2. Dispozitiv de incubare, conform revendicérii 1, caracterizat prin aceea ci se poate conecta la
un mijloc de incélzire cu apa, inclusiv la o baie de apd terrmostatd cu recirculare, prin

intermediul conectorilor pentru apé ai camerei B.

3. Dispozitiv de incubare, conform revendicérii 1, caracterizat prin aceea ci se poate conecta la
mijloc de alimentare cu gaz, eventual umidificat §i incélzit, prin intermediul conectorilor pentru

gaz ai camerei B sau prin conectori practicati in capac.

4. Dispozitiv de incubare, conform revendicarilor 1-3, caracterizat prin aceea cd permite
reimprospatarea continud sau intermitentd a mediului de culturd cu nutrienti din exteriorul

unitétii in interiorul camerei interioare.

5. Dispozitiv de incubare, conform revendicérilor 1-4, caracterizat prin aceea ci permite
inregistrari intermitente sau continue ale culturilor celulare aflate in cAmpul de observatie al unui

microscop optic inversat.

6. Dispozitiv de incubare conform revendicérilor 1-5 caracterizat prin aceea ca poate fi re-
dimensionat in vederea cresterii §i monitorizarii culturilor celulare la scara industriald. Un astfel
de dispozitiv poate contine o fereastra pentru observatii intermitente sau continue ale culturilor

celulare pentru controlul calitétii §i documentarea procesului de cregtere.




a 2018 00948

Figura 2

26/11/2018

10



a 2018 00948

Figura 3

26/11/2018

11



22018 00948

Figura 6

26/11/2018

12



a 2018 00948

Figura 9

Figura 10

Figura 11

26/11/2018

/ﬂé{_,r\._

13



a 2018 00948

Figura 12

26/11/2018

14



a 2018 00948

Figura 14a

e
il

26/11/2018

15



	Bibliographic Data / Abstract
	Description
	Claims
	Drawings



