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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un sistem de testare in vitro a
proliferarii culturilor celulare pe medii stresate mecanic
in atmosfera controlata. Sistemul conform inventiei
cuprinde o celuld de presiune atasata la un actuator
conectat la un controler, pentru transmiterea unei forte
cu amplitudine si dependenta de timp controlate, prin
intermediul unor pistoane si unor coloane, la o proba
imersata intr-un mediu de cultura, intregul ansamblu
fiind plasat intr-o carcasa ermetica, si conectata la un
incubator medical, carcasa fiind dispusa in interiorul
unei hote biologice care asigura accesul si transferul
probelor in conditii sterile, hota fiind prevazutd cu o
lampa de lumin& ultravioleta, ce asigura sterilizarea
suplimentara a intregului sistem.
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Sistem de testare in vitro a proliferarii (culturilor) celulare pe medii stresate

mecanic in atmosfera controlata.
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Descriere generali

Inventia descrisd in aceastd aplicatie de brevet se referd la un dispozitiv de testare biologica,
in vitro, a culturilor celulare pe medii biocompatibile stresate mecanic aflate in mediu de cultura
si in atmosferd controlatd specificd. Domeniul principal (dar nu exclusiv) de aplicare al inventiei
este studiul proliferarii celulare pe materiale piezoceramice biocompatibile. Acest obiectiv are la
baza prezenta efectului piezoelectric in oase [1,2], datorat in special colagenului. Materialele
piezoelectrice, in urma aplicérii unei tensiuni mecanice acumuleazi sarcini electrice pe suprafete
prin intermediul efectului piezoelectric direct [3]. Astfel sarcinile electrice acumulate datorita
piezoelectricititii colagenului au o influentd semnificativa asupra unor celule din sistemul 0sos; in
special osteocitele sunt sensibile la modificdrile de potential electric care duc la activarea unor
canale transmembranare. Deschiderea canalelor membranare mediazd mesaje intracelulare citre
nuclee. Osteocitele interactioneazi cu osteoblastele si osteoclastele si in final sarcinile generate
prin efectul piezoelectric duc la fenomene celulare colective ca de exemplu sintetizarea de matrice
extracelulard, crestere celulara si regenerare de tesuturi [4, 5]. Existd numeroase investigatii ce
confirmd rolul efectului piezoelectric in dezvoltarea celulard [6-11]. Printre materialele
piezoelectrice biocompatibile cu un potential deosebit pentru aceste teste sunt materialele ceramice

piezoelectrice fird plumb ca de exemplu titanatul de bariu [12].

Dispozitivul ce face obiectul acestei aplicatii de brevet, permite aplicarea unei tensiuni
mecanice repetate, de frecventd si intensitate reglabile, asupra unei probe rectangulare
piezoelectrice pe care au fost aderate in prealabil celule. Pot fi reproduse conditiile biomecanice

tipice pentru sistemul 0sos uman [13] cu presiuni in proba de ordinul a 2.5MPa. Pe tot parcursul
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studiului proba este imersatd intr-un mediu specific culturilor celulare. Vasul de culturd este
termostatat gi plasat impreund cu intreg sistemul de stresare mecanicd in mediu septic, in atmosferd
controlatd, intr-o incinta din policarbonat special construitd, conectatd la un incubator medical.
Incubatorul controleazi temperatura culturii celulare, temperatura amestecului de gaz, viteza de

circulatie, cantitatea de CO> din atmosfera si umiditatea.

Dupa cunostintele noastre, in literaturd, sunt mentionate, doua sisteme destinate studiului
culturilor celulare pe medii stresate mecanice. Astfel in [14] este prezentat un sistem de culturd
celule si vasele de culturi corespunzitoare ce au fost folosite pentru evaluarea efectelor generarii
de sarcini electrice prin efect piezoelectric asupra celulelor osoase medulare. Vasele de culturd au
fost realizate din otel inoxidabil i policarbonat prevazut cu excavatii in partea superioara. Asupra
structurii a fost aplicat cu ajutorul unui echipament de testare la oboseald un stres mecanic
compresiv ciclic. Din parametrii prezentati in lucrare se poate observa ci sistemul de culturi astfel
realizat a fost supus unui stres mecanic cu caracteristici de unda sinusoidald cu frecventa de 1 Hz.
Se poate observa cd dispozitivul prezentat in lucrare acoperd o plaja limitatd de valori ale
parametrilor compresiei mecanice cum ar fi frecventa §i mérimea fortei. Vasul de culturd de o
complexitate deosebitd nu este unul standard pentru culturile medicald. In protocoalele medicale
aceste vase sunt de unica folosintd datoritd problemelor deosebite pe care le-ar reprezenta
reutilizarea. Constructia unui astfel de vas ca cel din [14] este costisitoare si dimensiunile acestuia
trebuie ajustate strict in functie de dimensiunile probelor. In plus, forta aplicata nu este distribuita
direct pe probe ci este preluatd si de peretii vasului ficand astfel dificil estimarea presiunii reale.
In timpul utilizarii proba se migca in raport cu vasul fapt ce duce la uzuri ce pot contamina mediul

de culturd. Aplicarea fortei necesitd un echipament auxiliar voluminos.

Un alt sistem descris in [15] aplica forfa mecanici prin intermediul unui ax cu came si al
unui resort asupra unui vas de culturd in care este imersatd proba ceramica. Forta este aplicatd in
planul transversal al probei cu o frecventa datd de turatia a motorului. Valoarea fortei depinde in
special de coeficientul elastic al resortului iar dependenta de timp de profilul camei. Frecventa
compresiilor a fost de 0-5 Hz iar fortele aplicate au avut valorile situate in intervalul 0-100 N.
Dezavantajele acestui dispozitiv sunt multiple; controlul redus al parametrilor compresiunii

mecanice, forta este aplicatd transversal pe probd, o mare parte din suprafata orizontal a probei
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(zona unde adera si prolifereazi celulele) de studiat este obturata de dispozitivul de aplicare a fortei

mecanice.

Dispozitivul de testare biologicd in conditii de stres mecanic in mediu septic ce face
obiectul acestei inventii elimind aceste dezavantaje prin aceea ci permite aplicarea unei largi plaje
de valori ale fortei pe suprafetele laterale ale probei (plachetei ceramice), permite studiul probelor
cu dimensiuni diferite si de asemenea oferad posibilitatea folosirii intregii suprafete superioare
pentru observarea efectelor efectului piezoelectric asupra celulelor pentru testele biologice. De
asemenea este posibila utilizarea vaselor standard de cultura celulara, sistemul este conectat la un
incubator i plasat intr-o hota biologica ce faciliteaza operarea dispozitivului si transferul probelor

in conditii septice.

Detalii:

Dispozitivul nostru se bazeaza pe o celuld de presiune realizat din otel inoxidabil medical
foarte rezistent la coroziune de tip W1.4404/316L prezentat in figura 1. Aceasta celuld este atagati
la carcasa unui actuator PI 238.5PG conectat la un controler PI-C863 controlat de calculator.
Actuatorul permite aplicarea unei forte maxime de 400 N, o deplasare de 50 mm cu pas variabil
cu o rezolutie de 0.1 um si viteza maxima de 30 mm/s. Forta este transmisd de actuator citre proba
5 (fig. 1) prin intermediul pistonului 2 si al coloanei 3. Mai departe stresul este preluat de coloana
6 si pistonul 7 cétre senzorul de fortd 8. Surubul 9 asigurd pretensionarea initiald a intregului
ansamblu si este blocat printr-o contrapiulitia nereprezentats in figurd. Senzorul de fortd este
rezistiv de tip strain gauge model Mark-10 R04 controlat de o unitate Mark-10 7i. Frecventa de
citire a fortei este de 14 KHz, valoarea maxima suportati de senzor de 500 N iar valorile furnizate
sunt citite de calculator. Pistoanele §i senzorul de presiune pot culisa liber in interiorul carcasei |
realizatd de asemenea din inox W1.4404/316L. Aliniamentul pistoanelor este asigurat de carcasa
1 si suplimentar prin pistonul 4 insurubat rigid in coloana 3 si culisind liber prin coloana 6. Toate
piesele au fost prelucrate prin agchiere cu tolerante mici si printr-un numir minim de prinderi.
Lubrifierea pistoanelor este asiguratd de vaselina siliconici medicald. Deplasarile tipice ale

pistonului 2, necesare obtinerii valorilor de presiune tipice femurului uman, sunt relativ mici, de

3 (vedere de sus).
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intreg sistemul este plasat intr-o carcasa de policarbonat ce se poate inchide ermetic si este
conectata la un incubator medical (fig. 4). Pe tubul de iesire din cutie (coltul dreapta, sus al fig. 4)
sunt plasati un senzor de CO; si un termometru ce faciliteazd ajustarea concentratiei de CO:
respectiv controlul temperaturii gazului circulat de incubator. Sistemul de sustinere al actuatorului
si placa orizontald superioar3 de prindere a sistemului de actuator sunt de asemenea realizate din
inox W1.4404/316L.

Recipientul de culturd folosit este un vas Petri standard. Proba plasatd intre coloane este
imersatd in mediul de culturd (figura 5). Vasul este plasat pe o masa termostatati de citre incubator
cu temperatura reglabild mentinutd de reguld ntre 36 si 37 °C. O a doua probd martor este de
asemenea plasatd in vas in aceleasi conditii, fara a fi supusa insa stresului mecanic si pentru a servi
ca referinti pentru studiu. Accesul in interiorul cutiei de policarbonat se face prin intermediul unui
capac frontal fixat cu suruburi §i etangat cu ajutorul unei garnituri de silicon (figura 5). Trecerile
de fire (pentru cablul de date al actuatorului, alimentarea acestuia, cablul senzorului de fortd si
cablurile termometrului si rezistentei de incilzire a mesei termostatate) au fost realizate din cauciuc

siliconic turnat in matrite cu forma specifica.

La randul ei cutia de policarbonat este plasatd in interiorul unei hote biologice ce asigurd
accesul si transferul probelor in conditii sterile (figura 6). De asemenea hota este previzuti cu o

lampa de lumina ultravioletd ce asigurd sterilizarea aditionala a intregului sistem.

Dupi pretensionarea inifiala facutd cu ajutorul surubului pozitia sistemului se ajusteazi fin
cu ajutorul actuatorului si al senzorului de fortd. Datele furnizate se senzor sunt reprezentate grafic

si salvate in calculator.

Pentru testare au fost aderate celule in acelasi conditii timp de 24h pe fetele superioare ale
unor probe identice de BaTiOs. Probele au fost in prealabil tdiate rectangular, din aceeasi prindere,
folosind un fierastrau circular de viteza mica Probele au fost apoi transferate ii sistemul de masura,
améandoud in acelasi vas, una dintre ele fiind supusi stresului mecanic. Dupi 24 h celulele de pe
cele doua probe au fost recoltate si investigate. Celulele au proliferat i nu au fost observate urme

de infectii sau contaminare.

¥
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Revendiciri

1. Dispozitiv de testare biologicd, in vitro, a culturilor celulare pe medii biocompatibile
stresate mecanic aflate in mediu de culturd ssi in atmosfera controlatd specifica.
Dispozitivul permite aplicarea unei largi plaje de valori ale fortei pe suprafetele laterale
ale unei probe rectangulare, permite studiul probelor cu dimensiuni diferite §i de
asemenea oferd posibilitatea folosirii intregii suprafete superioare pentru observarea
efectelor efectului piezoelectric asupra celulelor pentru testele biologice. De asemenea
este posibila utilizarea vaselor standard de cultura celular3, sistemul este conectat la un
incubator plasat intr-o hota biologici ce faciliteaza operarea dispozitivului si transferul
probelor in conditii sterile. De asemenea este posibild plasarea unei probe martor, in
acelagi vas cu mediu de culturd dar nesupusa stresului mecanic pentru a servi ca
referintd pentru studiu.

2. Dispozitiv de testare biologicd conform revendicdrii 1 instalat intr-o carcasi de
policarbonat cu porturi ce permit conectarea la un incubator biologic fiind astfel
posibile termostatarea vasului de cultura celulard, controlul concentratiei de CO: si

temperatura gazului circulat.
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Figura 1. Reprezentare la scala a componentelor principale ale sistemului de stresare
mecanica asa cum sunt descrise in text.

Figura 2: Partea principala a sistemului de stresare mecanica asamblata, vedere
laterala.
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Figura 3: Partea principala a sistemului de stresare mecanica asamblata, vedere de sus

Figura 4: Poza a intregului prototip realizat incluzand carcasa de policarbonat conectata
la incubator. Intrequl ansamblu este plasat in interiorul unei hote biologice.

2
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Figura 5: Vasul de cultura folosit in timpul experimentului plasat pe masa termostatata;
proba stresata se afla intre coloanele verticale ale sistemului, imersata in mediu. O a doua
proba, de referinta, se afla de asemenea in vas pe fundul acestuia.
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Figura 6: Intregul ansamblu incluzand sistemul de stresare manica, P
incubatorul, butelia de CO», hota biologica si sistemul de control. /7.
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Revendicéri

l.

Dispozitiv de testare biologic4, in vitro, a culturilor celulare pe substraturi (materiale)
biocompatibile, stresate mecanic si imersate in mediul de culturd, in atmosfera
controlatd specificd caracterizat prin aceea ca este alcatuit dintr-o celula de presiune
uni-axiala realizatd din otel inoxidabil medical foarte rezistent la coroziune de tip
W1.4404/316L, atasatad unui actuator PI 238.5PG actionat de un controler PI-C863
comandat de calculator, forta este transmisa de actuator citre proba (5) prin intermediul
pistonului (2) si al coloanei (3), mai departe stresul fiind preluat de coloana (6) si
pistonul (7) cétre senzorul de forta (8), surubul (9) asigurad pretensionarea initiala a
intregului ansamblu si este blocat printr-o contrapiulitd, pistoanele si senzorul de
presiune pot culisa liber in interiorul carcasei (1) realizatai de asemenea din inox
W1.4404/316L, aliniamentul pistoanelor este asigurat de carcasa (1) si suplimentar prin
pistonul (4) insurubat rigid in coloana (3) si culisand liber prin coloana (6).

Dispozitiv de testare biologicd conform revendicirii 1 caracterizat prin aceea cé este
instalat intr-o carcasa de policarbonat cu porturi ce permit conectarea la un incubator
biologic fiind astfel posibile termostatarea vasului de cultura celulara, controlul

concentratiei de CO: si al temperaturii gazului circulat.
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