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Prezenta inventie se refera la un dispozitiv special modificat pentru placile de 

cultura ~i la 0 metoda de masurare in timp real a deplasarii celulelor in sistem in vitro 

folosind impedanta celulara. Masurarea deplasarii celulelor pe substratul ata~at era 

o metoda destul de subiectiva ce se baza doar pe simpla observare a procesului de 

migrare al celulelor In campul optic al microscopului; migrarea fiind cuantificata 

printr-un program software manevrat de catre utilizator ce analizeaza imaginile 

efectuate la intervale orare foarte marL 

Dispozitivul ~i metoda conform inventiei asigura analiza aeestei mi~cari celulare in 

plan unidimensional in timp real ~i fara interventia umana in cuantificarea acestui 

fen omen din sistemul in vitro. 

Testele pentru migrarea celulelor au fost efectuate in vitro de multi ani fiind 

considerate metode simple ~i economice de a studia comportamentul eelulelor ca 

efect al diferitelor conditii si, substante cu care sunt tratate, inclusiv in evaluarea, , 

capacitatii de mig rare ~i proliferare in diferite conditii de cultura. 

Aceste teste, irnplica in primul rand, cre~terea celulelor in conditii optime pentru a 

forma un monostrat confluent. Stratul este apoi perturbat ("ranit"), prin distrugerea 

sau deplasarea unui grup de celule, de multe ori prin zgarierea stratului cu un ac sau 

micropipeta ( Figura 1). Odata ce monostratul de eelule este distrus ~i este reexpusa 

suprafata de cultivare celulara (plastic sau sticla), zona respectiva este atunci 

observata la microscop ~i fotografiata la diferite intervale de timp pentru a evalua 

rata cu care se apropie celulele unele de altele peste suprafata libera. Aceasta 

repopulare poate dura de la cateva ore pana la 1 zi, in func1ie de tipul de celule, 

conditiile de mediu ~i, desigur, suprafata "zgariata". Rezultatele pot fi transmise 

printr-o serie de microfotografii, sau in masuratori mai sofisticate, astfel incat datele 

pot fi exprimate In mai multi termeni cantitativi. De la aceste date ~i interpretari de 

rezultate se poate calcula 0 rata de migrare sau repopulare. 

Testele traditionale de acest fel neeesita 0 manipulare pe scara larga a celulelor 

in cultura, atat Inaintea realizarii fantei pentru deplasarea monostratului celular, cat 

~i dupa, prin reanalizarea repopularii spatiului respectiv. 
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Exista 0 serie de dezavantaje ~i limitari ale testelor in vitro de migrare celulara. 

Acestea sunt complementare testelor de chemotaxie, neputand sa Tnlocuiasca alte 

metode bine stabilite cum ar fi testul camerei Boyden, pentru chemotaxie. A~a cum 

era de a~teptat, Tn cazul Tn care zona de decelularizare mecanica nu este controlata 

cu precizie, calculele migrarii au variatii foarte mari la masuratori ~i mai ales 

Tngreuneaza reproductibilitatea. Este nevoie de un timp relativ lung pentru analiza 

migrarii comparat cu alte metode: sunt necesare una sau doua zile pentru forma rea 

de celule monostrat ~i apoi 8-18 h pentru migrarea celulelor pentru repopulare. De 

asemenea, trebuie luat in calcul ca este 0 metoda de analiza secventiala, pe 

intervale de timp, neputand face 0 evaluare Tn timp real a migrarii celulelor in functie 

de condiliile de testare. 

Abordarile tipice de analiza a celulelor includ citometria de flux, imagistica, 

imunofenotipari ~i tehnici de microscopie. Aceste metode pot oferi informatii despre 

modificari normale sau patologice ca urmare a tratamentelor la care sunt supuse. 

Pentru asta este nevoie, de obicei, de pa~i de marcare fluorescenta, 

chemiluminiscenta sau chiar radioactiva, pa~i ce implica adesea distrugerea 

celulelor. Procesele de marcare pot duce astlel la perturbarea metaboloca si 

morfologica a celuleo fapt ce poate crea reyultate fals pozitive. 

Procesele de detectare ce nu implica marcarea sau tehnici non-invazive pentru 

celule sunt avantajoase pentru ca ofera raspuns Tn timp real la stimulii variabili la 

care sunt supu~i, fapt ce Ie claseaza ca fiind de un real folos in viitoarele 

experimente biomedicale. 

o serie de tehnologii fara marcare celulara au fost dezvoltate de-a lungul timpului, 

inclusiv masurarea impedantei celula-substrat (Giaever ~i Keese, 1986-1993), 

microbalansare cu cristaIe de cuart (Zhou ~.a., 2000; Marx ~.a, 2005), ~i 

spectroscopie de ghidare in camp optic a luminii (Ramsden ~i colab., 1995; Fang, 

2007), toate fiind raportate ca un mijloc de monitorizare a celulelor vii intr-o maniera 

non-invaziva ~i in timp real. 

Tntre acestea se regase~te ~i spectroscopia electrica/impedanta electrochimica 

(lES) ce a fost recunoscuta ca 0 tehnica electrochimica puternica, ce poate 

monitoriza comportamentul celulelor vii in timp real. 

Proprietalile electrice distincte asociate cu procesele biologice specifice se 

coreleaza cu impedanta, fiind 0 tehnica buna de analiza celulara. 
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Prin cultivarea celulelor biologice pe suprafata electrodului, IES poate detecta in 

mod direct informatii detaliate despre activitc3tile celulare care apar pe 0 suprafata de 

electrod sau substrat prin masurarea modificarilor induse de diferiti stimulenti fizico

chimici, eliminand multiplele protocoale de marcare ?i analiza utilizate in mod 

obi?nuit in multe alte metode bazate pe celule. in plus, tehnica impedantei celulare 

folose?te dispozitive ce pot fi adaptate nevoilor de miniaturizare a dispozitivelor de 

masurare, 0 cerinta atat de des ceruta in ultima vreme pentru cercetarile 

biomedicale. 

Masuratorile de impedanta prin utilizarea microelectrozilor au fost folosite mai intai 

pentru a studia caracteristicile de fixare de substrat pentru diferite linii celulare ( 

Giaever ?i Keese, 1984). De atunci, tehnica s-a imbunatatit ?i rafinat continuu, 

metoda denumita: detectarea impedantei electrice dintre celula-substrat (IECS) 

(Giaever ?i Keese, 1991, 1992, 1993). Alti cercetatori au folosit metode similare de 

detectare a impedantei pentru a numara celulele ata?ate la un substrat (Ehret ?i 

colab., 1997, 1998). Recent, tehnologia bazata pe detectarea impedantei a ca?tigat 

o mare atentie pentru studiul celulelor canceroase ?i monitorizarea activitatilor 

celulare induse de medicamente (Solly l1i colab., 2004; Underholm l1i colab., 2007; 

McGuinness, 2007; Klo l1i colab., 2008; Chen et aI., 2008; Uu ~i colab., 2009). 

Prezenta inventie se refera la un dispozitiv pentru modificarea placii de cultura 

caracterizat prin aceea ca, in placuta de cultura cu 96 godeuri ce au suprafata de 0,2 

cm2/godeu, se insereaza un dispozitiv drepunghiular din material plastic, de exemplu 

din polipropilena (PP), aveind 0 latime de 1mm, lungime de 4,9 mm, inaltimea de 

123 mm, ~i cu 0 suprafata de contact de 4,9 mm2
, astfel incat celulele sunt cultivate 

in placutele de cultura de 0 parte si alta a dispozitivului. 

Inventia se refera de asemenea la 0 metoda de masurare a migrarii celulare 

utilizeind placuta de cultura cu godeuri ce au suprafata de 0,2 cm2 unde a fost inserat 

dispozitivul de la revendicarea 1 (vezi anexa). 

Utilizarea placutei de cultura modificata cu dispozitivul respectiv este indicata doar 

pentru folosirea culturilor celalre aderente de substrat. Tn cadrul ace ste i inventii am 

folosit drept exemplu 0 linie celulara primara umana. Tn placute de cultura de 75 cm 2 

, am insameintat 250.000 de celule. Tntre timp, in placuta de cultura cu godeuri ce au 

suprafata de 0,2 cm2
, am inserat dispozitivele dreptunghiulare din material plastic. 

"Upirea" dispozitivelor dreptunghiulare din material plastic s-a efectuat cu 5 1-11 per 

godeu de Colagen de tip 1 din coada de sobolan. Dupa ce au ajuns la confluenta 
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celulele din placutele de cultura de 75 cm2
, au fost deta~ate de substrat prin digestie 

enzimatica. Apoi 7.000 celule au fost insamantate pe godeu. Celulele din fiecare 

godeu au fost resuspendate in 200 III de mediu de cultura, DMEM 10
/ 00 Glucoza + 

10 % Ser Bovin Fetal + 1 % Antibiotic. Dupa 48 ore, perioada in care celulele au 

ajuns la confluneta, dispozitivele speciale au fost indepartate pentru a permite 

continuarea expansiunii celulare in spatiul nou eliberat. La intervale definite de timp 

(6, 8 ~i 12 ore) am ob1inut imaginii cu ajutorul microscopului optic pentru fiecare 

godeu in parte. Rezultatele experimentelor de migrare celulara au fost analizate cu 

ajutorul software-lui ImageJ (National Institutes of Health). 

Datele obtinute prin aceasta metoda au fost suficiente, insa existau variabile de 

luat in calcul pentru definitivarea rezultatelor, si anume timpul ~i acuratetea 

procesului de migrare. Tn dorinta de a perfectiona aceasta tehnica de migrare 

celulara, am adaptat dispozitivul dreptunghiular din material plastic la placuta de 

cultura cu microelectrozi de aur ce masoara impedanta celulara, tocmai pentru a 

obtine rezultate in timp real; astfel salvand ~i timpul alocat acestei tehnici ce necesita 

o perioada lunga de monitorizare ~i interpretarea rezultatelor evitand totodata 

subiectivitatea operatoruluL 

Tn prezenta inventie, sistemul bazat pe masurarea impedantei celulare a fost 

folosit nu numai pentru a monitoriza adeziunea si migrarea celulara, dar ~i pentru 

evaluarea raspunsului la diferiti stimuli chimici ce ar putea influenta rata de 

proliferare ~i mig rare. Modelul de celule folosite este preluat din cultivarea ~i 

proliferarea celulelor stem din cordon ombilical (Wharton's jelly) expuse la 17 -beta 

estradiol (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) ~i inhibitorul de molecula, Fulvestrant 

(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). 

Sistemul folosit consta dintr-o statie de analizare cu senzori electronici pentru trei 

placi fiecare cu 16 godeuri pentru cultivarea celulelor. Tn placuta de 16 godeuri, 

fiecare godeu este echipat cu 0 serie de micro-electrozi de aur intercalati in linie ce 

prezinta din loc in loc dilatari circulare in a~a fer incat sa ocupe 0 cat mai mare 

suprafata dar totodata sa nu se atinga intre ele, acoperind astlel aproximativ 80% 

din toata suprafata godeului. Diametrul unui godeu este 5 mm ± 0,075 mm. 

Suprafetele cu electrozi sunt pretratate pentru cultura de celule. 

Experimentul demareaza cu insamantarea celulelor in placi ~i montarea placilor in 

statia de analizare cu senzori. Intregul dispozitiv (statie de analiza plus placa cu 

electrozi) a fost plasat in interiorul un incubator la 37 °c ~i 0 concentratie de 5% 
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CO2. Sistemul a fost conectat la un calculator, si toate masuratorile au fost controlate , 

de software-ul sta1iei de analiza In timp real (SATR). Sistemul monitorizeaza 

activita1ile celulare prin masurarea impedan1ei celulare, comportandu-se ca ni~te 

senzori ce sunt integra1i pe fundul placii de 16 godeuri. Pe baza masurarii 

impedantei, indicele celulular (IC), este calculat ~i inregistrat In functie de timp, 

pentru a furniza informatii cantitative despre starea celulara, inclusiv numarul de 

celule, viabilitate, ~i morfologie. 

Principiul sistemului SATR este similar cu multe alte sisteme de masurare a 

impedantei (Giaever ~i Keese, 1984-1991). Practic, instrumentele transmit prin 

electrod 0 tensiune de curent alternativ cu frecventa specifica ~i rezultatul este 

transformat In mesaj digital ce este afi~at sub forma unui grafic ce prezinta pe 

abscisa timpul ~i pe ordonata indexul celular. 

Impedanta sistemului este determinata prin raportul dintre tensiunea aplicata ~i 

curentul de raspuns, ~i este exprimata In termeni de magnitudine. Impedanta 

masurata a fost convertita la un parametru denumit indice celular. IC a fost calculat 

conform ecuatiei lui Solly (Solly ~.a.,2004.). intr-o celula, considerand fiecare canal 

de ioni unic ca un rezistor ~i rezistenta totala a membranei ca 0 combinatie de 

rezistori conectati in paralel, rezistenta totala a membranei poate varia de la 1 M 0 la 

100 G 0 IJm2 in functie de tipul de celula ~i locatia senzorului pe membrana 

(Borkholder, 1998). Capacitatea membranei este de aproximativ 0,01 pF/Om2 

presupunand grosimea membranelor celulare biologice ca fiind approximativ 8 nm 

(Hille, 1992). Pethig (1979), de asemenea a raportat ca membranele celulare 

naturale (grosime de 5-10 nm) au 0 capacitate membranara de 0,5-1,3 OF/cm2 ~i 0 

rezistenta membranara de 102-105 0 ·cm2. 

Datorita acestor caracteristici electrice celulare, atunci cand celulele sunt ata~ate 

pe 0 suprafata de electrod, acestea vor modifica impedanta sistemului de electrozi. 

Atunci cand celulele sunt fixate pe suprafata electrodului, datorita membranei 

celulare ce are rol de izolare, se reduce eficien1a electrodului din dreptul contactului 

cu celula ~i, prin urmare, cre~te impedanta (Ehret ~.a., 1997-1998.). Prezenta 

celulelor afecteaza ~i mediul ionic local de la interfata electrod/solutie, ce conduce la 

o cre~tere a impedantei electrodului (Solly ~i colab., 2004). Prin urmare, statutul ~i 

activitatile celulare, inclusiv densitatea celulara, adeziunea celulara, cre~terea 

celulara, morfologia celulara ~i comportamentul pe termen lung al celulelor pe 

electrozi vor afecta impedanta electrodului. 
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De exemplu, impedanla este, de asemenea, dependenta de gradul in care 

celulele se raspandesc pe suprafata electrodului. Raspandirea pe 0 suprafala mai 

mare a contactului dintre celule si 
, 

electrod va duce la 0 crestere a rezistentei si, 
ff 1 

astfel, la 0 crel?tere a indexului celulelor. Pe de alta parte, dezlipirea indusa de 

medicamente, moartea celulelor sau apoptoza va avea ca rezultat 0 rezistenta 

redusa l?i, prin urmare, 0 impedanta redusa. 

Prezenta inventie descrie atat metoda combinata prin care se obtin date Tn timp 

real despre migrarea celulelor in sistem in vitro inainte l?i dupa crearea fantei de 

migrare, dar de asemenea descrie si dispozitivul special modificat ce permite 

obtinerea acestor rezultate Tn timp real. Totodata cu ajutorul acestei inventii se poate 

observa l?i influenla diferitilor factori chimici Tn acest proces de migrare celulara. 

Folosind principiile de baza ale masurarii impedantei membranei celulare l?i a 

dispozitivului de masurare l?i interpretare a acestui proces fizic, am transpus metoda 

de analiza in masurarea precisa a deplasarii celulelor Tn plan. Cu ajutorul metodei 

noastre l?i a dispozitivului special modificat se creeaza un standard de analiza l?i 

interpretare a datelor masurate de aparat, privitor la deplasarea celulelor aderate de 

substrat. 

In vederea oblinerii rezultatelor pentru acest studiu, s-a folosit sistemul de 

masurare al impedantei celulare - xCELLigence-. produs sub licen\a ACEA 

Biosciences, CA, SUA (Figura 2). Ulterior, dispozitivul Tn care sunt Tnsamanlate 

celulele l?i cu ajutorul caruia putem ob\ine date relevante despre IC, a fost modificat. 

Prezenta inventie mai aduce un plus l?i datorita metodei de masurare Tn timp real ce 

poate fi utilizata pe acest dispozitiv nou, modificat. 

Pana in prezent, sistemul xCELLigence este bine stabilit l?i utilizat pe scara larga 

Tn analiza in timp real a proliferarii ~i migrarii celulare. 

Datorita faptului ca, sistemul xCELLigence este un sistem experimental de 

incredere, am efectuat analiza Tn timp real a celulelor (ATRC) combinata cu un alt 

test utilizat pe scara larga, l?i anume, testul migrarii celulare Tn urma deteriorarii 

monostratului celular, al?a numitul "scratch test' sau "wound healing'. 

Am combinat testul de migrare prin zgariere a monostratului celular cu utilizarea 

sistemului xCELLigence, l?i am stabilit un protocol fiabil pentru analiza Tn timp real a 

migrarii celulelor in noul spaliu format in placa de cultura cu microelectrozi din aur 

prin masurarea impedantei celulare. 

Avantajele metodei conform invenliei sunt urmatoarele: 
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../ 	 Procedeul permite analiza migrarii celulelor in vitro in urma stimularii cu diferite 

substante, totul fiind intr-un mediu controlat ~i in timp real. Astfel, se poate studia 

cum interactioneaza cellilele aderente cu diverse citokine sau cu componentele 

matriceale de interes . 

../ 	 Interpretarea studiilor de mig rare celulara ex vivo este rapida ~i obiectiva datorita 

analizei in timp real a impedantei celulare care se coreleaza direct cu numarul de 

celule ~i dispersia lor in godeu . 

../ 	 Dimensiunile unui godeu in care se face analiza propriu-zisa este de 0,2 cm2
, 

dimensiune ce avantajeaza printr-un volum mic de mediu de cultura folosit ~i mai 

ales pentru numarul mic de celule utilizat (7.000-10.000) . 

../ 	 Dispozitivul care desparte initial godeul in doua parti egale nu influenteaza 

ambientul celulelor ~i totodata ne ajuta sa determinam ~i mai bine gradul de 

migrare celulara, avand 0 suprafata cunoscuta (4,9 mm2
). Avand drept constante 

timpul ~i distanta putem sa extrapolam datele noastre de analiza prin raportarea 

la viteza medie a migrarii celulelor in cm/s, cm/h, mm/h etc. 

Placuta speciala de citire a impedantei celulare prezinta 16 godeuri in care se pot 

cultiva celulele ~i in care se pot face respectivele masuratori de migrare. Numarul 

mare de godeuri pe 0 singura placa avantajeaza experimentele in care este nevoie 

de analize multiple pentru factori diferiti, rezultand un amplu raspuns la factorii de 

studiu al migrarii per godeu pentru celulele studiate. 

Etapele parcurse pentru asamblarea dispozitivului special modificat pentru a 

conduce la posibilitatea folosirii metodei de masurare in timp real a deplasarii 

celulelor in sistem in vitro folosind impedanta celulara sunt prezentate in Figura 3. 

in cele ce urmeaza, se da un exemplu concret de realizare a inventiei, reprezentat 

in figurile 1-5. Pentru exemplificare, am utilizat celule stem mezenchimale (CSM) 

izolate din cordon ombilical uman, ulterior acestea fiind stimulate cu 17-beta 

estradiol (E2) sau E2+Fulvestrant. 

Prezentare pe scurt a figurilor: 

Figura 1. Tehnica de wound healing: a) perturbarea stratului celular (suprafata 

"zgariata"); b) refacerea stratului celular dupa un anumit interval de timp. 

Figura 2. a) Laptopul cu software de analizare; b) sistemul de masurare a 

impedantei celulare - xCELLigence; c) p1acuta de cultura cu microelectrozi de aur . 

Figura 3. a), b) Reprezentarea schematica a unui godeu dintr-o placa de cultura 

cu componenta care trebuie adaugata pentru realizarea dispozitivului modificat 
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special pentru masurarea IC; C), d) imaginea dispozitivului modificat special dupa 

asamblare. 

Figura 4. Diagrama IC in functie de timp: primul pas - celulele au fost 

insamantate in placuta cu microelectrozii de aur ce prezinta in interiorul godeului 

dispozitivul modificat special (insertile dreptunghiulare de plastic au fost indepartate 

dupa aproximativ 40 ore); in cel de al do ilea pas, masurarea impedantei celulare s-a 

continuat pan a la aproximativ 78 ore. Experiment repetat de 4 ori. 

Figura 5. Microsopie optica ilustrand partea inferioara a placutei de cultura cu 

microelectrozi de aur: a) dispozitivul dreptunghiular de plastic inserat in godeul 

placutei de cultura, diametrul acestuia fiind acela~i cu diametrul godeului, a se 

observa un detaliu foarte important, ~i anume, celulele nu se afla sub dispozitivul 

special modificat, ci se regasesc numai de 0 parte ~i de alta a acestuia; b) marirea 

imaginii la microsopul optic pentru 0 mai buna vizualizare a godeului in care a fost 

inserat dispozitivul dreptunghiular de plastic; latimea dispozitivului special modificat 

este de 1mm. 

Exemplu 

Inainte de insamantarea pe placa a celulelor, trebuie adaptata placuta respectiva 

conform cerintelor experimentului in cauza. Astfel folosind dispozitivul 

dreptunghiular din material de plastic care se insereaza pe centrul godeului in a~a fel 

incat fundul godeului sa fie in contact direct cu dreptunghiul de plastic (Figura 3). 

Atat pentru placuta de cultura cu godeuri cu suprafata de 0,2 cm2 cat ~i pentru 

placuta de cultura cu microelectrozi de aur cu 16 godeuri, s-a folosit acela~i 

dispozitiv din material plastic (polipropilena) cu acelea~i dimensiuni, ~i anume, 

latimea de 1 mm, lungimea de 4,9 mm, inaltimea de 123 mm, ~i suprafata de contact 

de 4,9 mm2
; acest dispozitiv provenind dintr-o bara de plastic cu inaltimea de 10 cm 

(Roth, Karlsruhe, Germania), latimea de 1 mm ~i lungimea de 4,9 mm, fiind ulterior 

sectionata pentru dimensiunile standard ale unui godeu cu suprafata de 0,2 cm2
. 

Dispozitivul special modificat din material plastic este pozitionat perpendicular pe 

fundul godeurilor, iar zona de contact dintre partea inferioara a dispozitivului ~i a 

placutei de cultura este sigilata in urma adaugarii unui material biocompatibil, 

Colagen de tip 1 din coada de ~obolan. 
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in prezentul exemplu a fost folosita 0 placuta (tip placa, xCelligence, produs sub 

licenta ACEA Biosciences, CA, SUA, care a fost modificata prin introducerea 

dispozitivului al?a cum a fost descris anterior. 

S-au folosit celule stem mezenchimale obtinute din cordonul ombilical uman 

crescute Tn conditii normoxice (3r C ~i 5%C02) ~i mediu de cultura special OMEM 

1°/00 Glucoza + 10% Ser Bovin Fetal + 1% Antibiotice (Gibco, CA, SUA). 

La un interval de 4 zile de la insamantarea pe 0 placa de cultura cu suprafata de 

75 cm2
, celulele s-au multiplicat pana au ajuns la 0 rata de ocupare a suprafetei de 

aproximativ 80%. 

in acest moment celulele au fost deta~ate enzimatic de substrat cu scopul 

reinsamantarii pe placuta speciala de 16 godeuri. 

Pentru sigilarea spatiului dintre fundul godeului ~i dispozitivul dreptunghiular din 

material plastic se folose~te ca "adeziv" Colagen tip 1 din coada de ~obolan (BO 

Biosciences, CA, SUA). Se folose~te 0 cantitate de Colagen de 5 IJI pe fiecare 

godeu. Oupa 15 minute, timp in care Colagenul se USUc8, se adauga 100 IJI de 

mediu cultura pentru a face citirea de referinta a placii la SATR. Tn urma stabilirii 

indicelui de referinta pentru fiecare godeu se adauga inca 100 IJI de mediu continand 

un numar fix de celule pentru fiecare godeu. Pentru distributia egala de celule in cele 

doua parti nou formate ale godeului se opteaza pentru resuspendarea mediului de 2

4 ori cu varful de pipeta. 

Pentru 30 de minute, placuta de cultura cu 16 godeuri se mentine la temperatura 

camerei intr-o zona cu flux de aer steril pentru sedimentarea celulelor pe fundul 

placii. Aerul cald din incinta incubatorului ar fi determinat ca celulele sa migreze spre 

centrul godeului in timpul sedimentarii, creand 0 perturbare a masuratorilor 

ulterioare. 

Placuta cu microelectrozii de aur este introdusa in incubatorul ce pastreaza 

conditiile prop ice cultivarii celulelor in conditii in vitro unde se ata~eaza dispozitivului 

SATR. Cu ajutorul software-ului din dotare se porne~te analiza in timp real a 

dispozitivului la intervale de timp bine stabilite (intervale de citire de la secunde pana 

la ore) ~i astfel incepe observarea proliferarii ~i dispersiei celulelor in godeu. Toate 

masuratorile sunt reprezentate de catre software grafic ~i digital. Astfel ca la fiecare 

citire a impedantei celulelor dintr-un godeu se genereaza un indice celular care este 

direct proportional cu numarul de celule ~i care este raportat la citirea de referinta a 

godeului facuta anterior cand godeul era fara celule, doar cu mediu. Totodata pe 
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baza acestui indice, software-ul genereaza automat un grafic bidimensional care are 

pe axa X ca referinta Timpul (in ore) ?i pe axa Y ca referin1a Indicele celular (valori 

arbitrare) al fiecarui godeu in parte. 

Tn momentul cfmd celulele din godeu au ajuns la confluen1a maxima, fapt care se 

coreleaza cu faza de platou din graficul afi?at de software-ul de analiza, se trece la 

urmatorul pas care consta in trecerea aparatului pe modulul Pauza ?i deta?area 

placii speciale din dispozitiv. Odata deta?ata, intr-un mediu cu flux de aer steril se 

face extractia dreptunghiului de plastic din centrul godeului. Astfel s-a creat, pe 

fundul godeului acoperit cu electrozi de aur, 0 suprafa1a bine determinata 

neacoperita de celule, acest loc va fi ulterior acaparat de celulele aflate la gran ita. 

Prin acest mod se mobilizeaza deplasarea celulelor spre spatiul nou creat. 

Imediat ce dispozitivul dreptunghiular de plastic a fost deta?at, se reintroduce 

placu1a cu microelectrozii de aur in dispozitivul de masurare pentru a se continua 

masuratoarea. Din acest moment se poate stabili rata de ocupare a spatiului gol 

creat in func1ie de condi1iile de tratare a celulelor. Avand suficiente godeuri la 

dispozi1ie, se pot face ?i analize pentru probe martor, astfel incat sa se poata decela 

in func1ie de condi1ii1e experimentale. 

Tn momentul in care s-a reajuns la faza de platou experimentul se considera 

incheiat. 

Rezultatele ob1inute arata ca, prezenta inventie legata atat de placu1a de cultura 

cu microelectrozii de aur ce contine dispozitivul special modificat, cat ?i de metoda 

de masurare in timp real a deplasarii celulelor in sistem in vitro folosind impedan1a 

celulara, functioneaza la parametrii optimi, acuratetea datelor ob1inute in timp real 

fiind inalt crescuta (Figura 4). 

De asemenea, aceasta metoda de masurare aduce cu sine inca un beneficiu, ?i 

anume, posibilitatea masurarii directe ?i in timp real a ac1iunii anumitor antagoni?ti 

(testa1i in experimentele descrise in Figura 4), medicamente, substan1e chimice cu 

poten1ial toxic asupra celulelor umane; aceasta inven1ie avand ?i caracter poten1ial 

terapeutic pentru studiile clinice. 

Tehnica de microsopie optica a permis vizualizarea partii inferioare a placu1ei de 

cultura cu microelectrozi de aur (Figura 5). Detaliul esen1ial pe care I-am observat 

datorita acestei tehnici, a fost legat de dispunerea ?i ata?area celulelor. Insertiile 

dreptunghiulare de plastic au permis proceselor de migrare ?i ata?are a celulelor sa 

se efectueze strict de 0 parte ?i de alta a acestora. Acest lucru se datoreaza 

~~ 
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dimensiunilor precise ~i cunoscute ale dispozitivului dreptunghiular de plastic, fapt ce 

conduce la posibilitatea calcularii extrapolarii datelor de analiza prin raportarea la 

viteza medie a migrarii celulelor in cm/s, cm/h, mmlh avand drept constante timpul ~i 

distanta. "Lipirea" dispozitivului dreptunghiular de plastic s-a efectuat cu un polimer 

biologic format din aminoacizi, ~i anume, Colagen de tip 1 din coada de ~obolan, 

proteina ce se gase~te in abundenta in organismul uman. 

Datorita biocompatibilitatii Colagenului - atat in vitro cat ~i in vivo - procedeul de 

ata~are al dispozitivului special modificat este un procedeu usor de utilizat, prezinta 

un grad de precizie inalt (ata~area controlata a celulelor de 0 parte ~i de alta a 

insertilor drepunghiulare din plastic), ~i mai mult decat atat este un procedeu netoxic. 
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REVENDICARI 


1. Dispozitiv pentru modificarea placii de cultura caracterizat prin aceea ca, atat intr

o placa de cultura cu godeuri ce au suprafata de 0,2 cm2 (cat 9i intr-o placa de 

cultura cu microelectrozi de aur), cu 96, respectiv 16 godeuri se insereaza un 

dispozitiv drepunghiular din material plastic, de exemplu din polipropilena, avand 0 

latime de 1 mm, lungime de 4,9 mm, inal~imea de 123 mm, 9i cu 0 suprafata de 

contact de 4,9 mm2
. 

2. Dispozitiv conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, montarea 

dispozitivului dreptunghiular din material plastic se efectueaza de-a lungul 

diametrului godeului cu dimensiuni cunoscute de lungime, latime 9i inal~ime. 

3. Dispozitiv conform revendicarii 2, caracterizat prin aceea ca "Iipirea" dispozitivului 

dreptunghiular din material plastic se face in placa de cultura printr-un procedeu 

netoxic care implica folosirea a 5 \-II per godeu a unei proteine biocompatibile, ~i 

anume a colagenului de tip 1 din coada de ~obolan, 

4. Placa de cultura caracterizata prin aceea ca, cuprinde dispozitivul de la 

revendicarea 1 inserat in godeurile sale astfel incat celulele sunt cultivate in placile 

de cultura de 0 parte 9i alta a dispozitivului. 

5. Metoda de masurare a migrarii celulare utilizand 0 placa de cultura cu godeuri ce 

au suprafala de 0,2 cm2 in care a fost inserat dispozitivul de la revendicarea 1, 

utilizand celule umane aderente, 7.000 celule per godeu, cultivate in prealabil ~i 

resuspendate intr-un volum de 200 \-II mediu de cultura in placa de cultura standard, 

respectiv 100 \-II mediu de cultura in placa de cultura cu microelectrozii de aur. 

6, Metoda de masurare a migarii celulare conform revendicarii 5, caracterizata prin 

aceea ca masurarea se face in timp real, in functie de impedanta celulara, in care 

placa de cultura celulara utilizata este 0 placa de cultura, cu 16 godeuri, cu 

microelectrozi de aur modificata cu dispozitivul de la revendicarea 1, prin cultivarea a 

7.000 celule celule umane aderente per godeu, resuspendate intr-un volum de 100 

\-II mediu, in care, dupa indepartarea dispozitivului special modificat, se masoara in 

timp real migrarea celulelor in sistem in vitro folosind impedanla celulara 

7. Metoda de masurare conform revendicarii 5, caracterizatea prin aceea ca permite 

masurarea concomitenta a mai multor conditii experimentale diferite, de exemplu: 

folosind doua sau mai multe tipuri de celule aderente, in conditii experimentale 

diferite, in prezenta sau absenta anumitor factori chimici. 
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8. Metoda de masurare in timp real a impedantei celulare conform revendicarilor 5 ~i 

6, caracterizata prin aceea ca la finalul experimentelor, raspunsul poate fi folosit atat 

in scop clinic ( in cazul oricarui tip de cancer poate fi studiat raspunsul ce conduce la 

proliferarea haotica si viteza de raspandire a celulelor in functie de timp in 

organismul uman, ~i/sau in cazul bolilor cardiovasculare determinandu-se 

proliferarea, inhibitia datorata absentei/prezentei unor anumite proteine ce 

influenteaza capacitate a de functionare a celulelor stem mezenchimale ) pentru 

determinarea unor agenti chimici/antagoni~ti (hormoni, receptori de hormoni), cat ~i 

in scop ~tiintific (testarea condiliilor toxice de mediu, raspunsulla diferili patologi). 
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Figuri: 

Wound Gap Wound Closure 

Figura 1 

a) b) c) 

Figura 2 

b) c) ------
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Figura 3 
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