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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un dispozitiv de testare in vitro a
proliferarii celulare pe medii stresate mecanic in
atmosfera controlatd, cu precizie ridicata a controlului
fortei aplicate. Dispozitivul, conform inventiei, este
alcatuit dintr-o celuld de presiune uni-axiald realizata
din otel inoxidabil medical, atasata la un actuator actio-
nat de un controler comandat de calculator, forta fiind
aplicata de actuator la o proba (4), prin intermediul unui
piston (2) si al unei coloane (3), mai departe stresul
fiind preluat de o coloana (5) si un piston (6) si transmis
catre un senzor de forta (7) controlat de o unitate de
comanda, un surub (9) asigurand pretensionarea initiala
aintreguluiansambilu, pistoanele, coloanele sisenzorul
de presiune putand culisa liber in interiorul carcasei
respective (1, 8).
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Descriere generali

Prezenta inventie se referd la un dispozitiv de testare biologica, in vitro, a culturilor celulare
pe medii biocompatibile stresate mecanic plasate in mediu de cultura si in atmosferd controlata
specificd, cu precizie ridicatd a controlului fortei aplicate pentru deformarea substratului
biocompatibil. Prezenta inventie este o evolutie a celei descrise in cererea de brevet OSIM
A00857/04.12.2019 cu imbunétitiri semnificative in ceea ce priveste eliminarea aproape completa
a deformarilor nedorite in sistemul de aplicare a fortei, reducerea semnificativa a fortelor de frecare
si a momentului de torsiune nedorit ce apare intre proba biocompatibila si senzorul de presiune. in
consecintd acest nou sistem permite un control mult mai bun al stresului aplicat, determinarea
exactd si reproductibila a fortei dupd zeci de mii de cicluri de compresie si reduce nevoia de

lubrifiere a sistemului.

Domeniul principal de aplicare al inventiei este studiul proliferarii celulare pe materiale
piezoceramice biocompatibile pe a caror suprafata sunt induse sarcini electrice in urma stresului
mecanic. De asemenea sistemul este folosit pentru studiul proprietatilor unor dispozitive

piezoelectrice prin determinarea sarcinilor de suprafata cu un electroscop sau osciloscop.

Pentru sistemele biologice, un rol important in generarea de tesut osos il are efectul
piezoelectric, atribuit fibrelor de colagen [1, 2]. Efectul piezoelectric direct consti in
transformarea energiei mecanice in energie electricd [3]. Pentru studiul proprietatilor fiziologice
sunt necesare materiale biocompatibile piezoelectrice ce pot genera semnale electrice similare

celor ce sunt transmise prin intermediul sinapselor electrice si chimice in tesutul osos. Modificarile
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de potential electric au efect asupra osteocitelor deschizind canalele transmembranare ce au rol in
intermedierea semnalelor dintre celule. Prin generarea de sarcini electrice ca rdspuns la actiunea
stresului mecanic osteocitele, osteoblastele si osteoclastele interactioneaza, efectul biolologic fiind
sintetizarea de matrice extracelulari, cresterea celulara si regenerarea de tesuturi [4, 5]. Numeroase
studii au contribuit la progresul in domeniul actiunii efectului piezoelectric asupra celulelor
[6-13]. Cu toate acestea, detaliile procesului de osteogeneza controlatd sunt insuficient cunoscute,
investigarea acestora reprezentnd in continuare un deziderat important al stiintelor medicale in
special in ceea ce priveste protezarea personalizatd si rezolvarea acceleratd a traumatismelor

0s0asc.

In ceea ce priveste substratul piezoelectric pentru culturile celulare, titanatul de bariu
(BaTiO3) este cel mai promititor material piezoelectric fard plumb pentru folosirea in testele
biologice datoritd atdt proprietitilor piezoelectrice bune cét si faptului c@ este surprinzétor de
citocompatibil [14]. Investigatii recente sugereazi ci acest material prezintd o biocompatibilitate
mai bund decat hidroxiapatita. Pentru studiul dinamic al acestor materiale sunt necesare dispozitive
adaptate testelor biologice care si aplice o tensiune mecanicd bine controlati, pe probele

piezoceramice in conditii aseptice specifice.

Dispozitivul prezentat permite aplicarea unei tensiuni mecanice repetate, de frecventa si
intensitate reglabile, asupra unei probe rectangulare piezoelectrice bine densificatd sau poroasd, pe
care au fost aderate in prealabil celule. Pot fi reproduse conditiile biomecanice tipice pentru
sistemul 0sos uman [15] cu presiuni in proba de ordinul a 2.5MPa. Pe tot parcursul studiului proba
este imersatd intr-un mediu specific culturilor celulare. Vasul de cultura este termostatat si plasat
impreund cu Intreg sistemul de stresare mecanica in mediu septic, in atmosfera controlata, intr-o
incintd din policarbonat special construitd, conectati la un incubator medical. Incubatorul
controleaza temperatura culturii celulare, temperatura amestecului de gaz, viteza de circulatie,
cantitatea de CO; din atmosferd si umiditatea. Ph-ul mediului celular este controlat de cantitatea

de CO; din atmosfera.

In literatura, sunt prezentate trei sisteme destinate studiului culturilor celulare pe medii

stresate mecanice:

In lucrarea [16] este prezentat un sistem de culturd celule si vasele de culturd

corespunzdtoare ce au fost folosite pentru evaluarea efectelor generarii de sarcini electrice prin
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efect piezoelectric asupra celulelor osoase medulare. Vasele de culturd au fost realizate din otel
inoxidabil si policarbonat prevazut cu excavatii in partea superioard. Asupra structurii a fost aplicat
cu ajutorul unui echipament de testare la obosealda un stres mecanic compresiv ciclic. Din
parametrii prezentati in lucrare se poate observa ca sistemul de culturd astfel realizat a fost supus
unui stres mecanic cu caracteristici de unda sinusoidala cu frecventa de 1 Hz. Se poate observa ca
dispozitivul prezentat in lucrare acoperd o plaja limitatd de valori ale parametrilor compresiei
mecanice cum ar fi frecventa si marimea fortei. Vasul de culturd de o complexitate deosebitd nu
este unul standard pentru culturile medicala. In protocoalele medicale aceste vase sunt de unica
folosinta datoritd problemelor deosebite pe care le-ar reprezenta reutilizarea. Constructia unui
astfel de vas ca cel din [16] este costisitoare si dimensiunile acestuia trebuie ajustate strict in functie
de dimensiunile probelor. In plus, forta aplicatd nu este distribuita direct pe probe ci este preluata
si de peretii vasului facand astfel dificila estimarea presiunii reale. In timpul utilizarii proba se
miscd 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 [17] aplica forta mecanica prin intermediul unui ax cu came si al
unui resort asupra unui vas de culturd in care este imersati proba ceramici. Forta este aplicata in
planul transversal al probei cu o frecventa data 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 aplicata transversal pe probd, o mare parte din suprafata orizontala a probei

(zona unde ader3 si prolifereaza celulele) de studiat este obturati de dispozitivul de aplicare a fortei

mecanice.

Aceste dezavantaje sunt inldturate in dispozitivul descris in cererea de brevet OSIM
AQ00857/04.12.2019 [18]. Sistemul prezentat in [18] este alcituit dintr-o celuld de presiune uni-
axiala realizatd din otel inoxidabil medical foarte rezistent la coroziune de tip W1.4404/316L,
atasatd unui actuator PI 238.5PG actionat de un controler PI-C863 comandat de calculator, forta
fiind transmisd de actuator prin intermediul unor pistoane si coloane citre suportul biocompatibil
si cdtre un senzor de fortd. Acest dispozitiv prezintd avantajele unei plaje mari de valori pentru

forta aplicatd, este versatil in ceea ce priveste dimensiunile probelor, permite ca intrega suprafati

ne
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superioara a probei si fie disponibila culturilor celulare, poate fi utilizat cu vase de culturd standard
si este adaptat la incubator si hota biologica. In timpul testelor au fost observate si citeva
dezavantaje ce trebuie Inlaturate mai ales cand sunt studiate materiale pentru care nu sunt indicate
forte aplicate mari. Distanta verticald substantiald dintre proba piezoelectricd si senzorul de forta
creeazd un moment de torsiune semnificativ in sistemul de sustinere al probei ce exacerbeaza
fortele de frecare exercitate intre cilindrul ce actioneaza senzorul si corpul principal al sistemului.
In consecinta, forta resimtita de senzor este putin mai mica decét cea reald, suportatd de substratul
piezoelectric, in special dupa perioade lungi de functionare in conditii de lubrifiere redusd. O

masurdtoare tipica este de aproximativ 70000-115000 cicluri de compresie.

Prin urmare, dispozitivul poate fi imbunatitit prin reducerea momentului de torsiune
prezent in timpul utilizarii, reducerea aditionald a fortelor de frecare si a deformaérilor prin
modificarea geometriei coloanelor si pistoanelor asigurand, in consecinta, o reproductibilitate mai

bund a fortei aplicate in timpul experimentelor indelungate si evitand deteriorarea probelor fragile.

Dispozitivul nou prezentat in aceastd inventie prezintd noi caracteristici ce elimind toate
dezavantajele fatd de dispozitivul descris in [18] dar in acelasi timp pastreazi toate avantajele
acestui dispozitiv fatd de [16, 17]. Cu ajutorul acestui dispozitiv pot fi studiate o gama diversa de
materiale piezoelectrice cum ar fi titanatul de bariu simplu sau dopat, ferita de bariu, titanat de
bismut si sodiu, niobatul de potasiu, niobatul de litiu, tantalatul de litiu precum si compozite ale

lor chiar dacd sunt fragile din punct de vedere mecanic.

Detalii:

La baza sistemului prezentat in aceasta cerere de brevet std o celula de presiune uniaxiald
realizatd in intregime din otel inoxidabil medical foarte rezistent la coroziune de tip
W1.4404/316L. Aceasta celuld este atasatd 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.

N
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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 suportata de senzor de

500 N iar valorile furnizate sunt citite de calculator printr-o interfatd USB.

Elementele principale ale acestei celule de presiune sunt prezentate dezasamblate, la scald,
in figura 1. Figura 2 prezinta celula de presiune asamblata partial, sistemul asamblat complet
regisindu-se in figura 3. Forta este transmisa de actuatorul 15 (fig. 3) cétre proba 4 (fig. 1) prin
intermediul pistonului 2 si al coloanei 3 ce pot culisa in interiorul corpului principal 1. Tensiunea
mecanica din proba este preluatd de coloana 5 si transmisa prin intermediul pistonului 6 cétre
senzorul de fortd 7. Surubul 9 asigurd pretensionarea initiald a intregului ansamblu si este blocat
printr-o contra piulitd. Senzorul de forta poate culisa in carcasa 8 atasatd rigid prin suruburi de
corpul principal 1. Pistonul 10, atasat coloanei 5 se misca liber 1in interiorul carcasei 1. Toate
piesele au fost prelucrate prin aschiere cu tolerante mici si printr-un numér minim de prinderi.
Lubrifierea pistoanelor este asiguratd de vaselina siliconicd medicald. Deplasirile tipice ale
pistonului 2, necesare obtinerii valorilor de presiune tipice femurului uman, sunt relativ mici, de
ordinul a 0.1 - 0.4 mm. Sistemul de sustinere al actuatorului (placa orizontala 14 si coloanele 12
éi 13 in fig. 3) este atasat rigid, prin placa 11 (fig. 2) de corpul principal 1. Canalele din placa 11
permit ajustarea pozitiei actuatorului in raport cu celula de presiune. Piesele 11, 12, 13 si 14 sunt

de asemenea realizate din inox W1.4404/316L.

Dupd pretensionarea initiala facuta cu ajutorul surubului pozitia sistemului se ajusteaza fin
cu ajutorul actuatorului si al senzorului de fortd. Datele furnizate se senzor sunt reprezentate grafic

si salvate in calculator.

Spre deosebire de sistemul prezentat in [18] coloanele verticale 3 si 5 au o latime dubla si
o geometrie ce reduce substantial deformarea lor. In plus cilindrul 10 centrat pe o lungime mai
mare (mai mult decét dublu) in corpul principal 1 iar capitul liber al acestuia este plasat complet

in afara carcasei 1 ceea ce contribuie la reducerea fortelor de frecare dintre cilindru si carcasa.

Important, distanta pe verticala dintre proba piezoelectrici si senzorul de fortd este redusi la mai
putin de jumaitate fata de cea din [18] reducénd, cu aceeasi fractie momentul de torsiune ce apare
in pistonul 10 in momentul aplicarii fortei ceea ajuti in plus la reducerea fortelor de frecare dintre

cilindrul 10 si corpul principal 1. In plus, nu a mai fost necesard implementarea unui piston
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suplimentar de centrare ca in [18] ceea ce creste usurinta manipuldrii probelor in timpul

experimentelor.

Intreg sistemul este plasat intr-o carcasa de policarbonat ce se poate inchide ermetic si este
conectatd la un incubator medical (fig. 4). Pe tubul de iesire din cutie (tubul alb, coltul dreapta,
sus al fig. 4) sunt plasati un senzor de CO; si un termometru ce faciliteaza ajustarea concentratiei
de COs respectiv controlul temperaturii gazului circulat de incubator. Recipientul de cultura folosit
este un vas Petri standard. Proba plasati intre coloane este imersatd in mediul de cultura (figura 4
jos). Vasul este plasat pe o masa termostatati de citre incubator cu temperatura reglabild mentinuta
la o temperaturd specifica tipului de culturd celulard studiatd. O a doua probd martor este de
asemenea plasatd in vas in aceleasi conditii, fara a fi supusa insa stresului mecanic §i pentru a servi
ca referintd pentru studiu. Accesul in interiorul cutiei de policarbonat se face prin intermediul unui
capac frontal fixat cu suruburi si etansat cu ajutorul unei garnituri de silicon (figura 4 sus).
Trecerile de fire (pentru cablul de date al actuatorului, alimentarea acestuia, cablul senzorului de
fortd si cablurile termometrului si rezistentei de incélzire a mesei termostatate) au fost realizate

din cauciuc siliconic turnat in matrite cu forma specifica.

Cutia de policarbonat este plasatd in interiorul unei hote biologice de flux laminar ce
asigurd accesul si transferul probelor in conditii sterile (figura 4). Hota este prevazuta cu o lampa

de lumina ultraviolet3 ce asiguri sterilizarea aditionala a intregului sistem.

Pentru testare au fost folosite celule hFOB 1.19 (ATCC® CRL11372™), osteoblaste
umane din sursa fetald, transformate pentru crestere in culturd cu SV40-large T antigen sub control
de Geneticin. Celulele au fost crescute in incubator la 34°C, 5% CO2 si mentinute in culturd prin
procedura standard folosind mixtura 1:1 de medii Ham’s F12 si Dulbecco's Modified Eagle's
Medium, suplimentatd cu GlutaMax si 10% ser fetal bovin. Celulele au fost aderate in acelasi
conditii timp de 24h pe fetele superioare ale unor probe paralelipipedice, identice de BaTiO3. Dupa
aderare probele au fost transferate in sistemul de méasurd, améandoud in acelasi vas, una dintre ele
fiind supusa stresului mecanic a doua servind ca referintad. Dupa 24 h celulele de pe cele doua
probe au fost recoltate §i investigate. Pe aceste celule au fost efectuate cu succes teste biologice
specifice (viabilitate, microscopie de fluorescentd, masurétori de evaluare a productiei de specii

reactive de oxigen ROS). Celulele au proliferat si nu au fost observate urme de infectii sau

contaminare.

47?/
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Revendicari

l.

Dispozitiv de testare biologicd, in vitro, a culturilor celulare pe substraturi (materiale)
biocompatibile, stresate mecanic si imersate in mediul de culturd, in atmosferd
controlatd specificd caracterizat prin aceea ci este alcituit dintr-o celuld de presiune
uni-axiala realizatd din otel inoxidabil medical foarte rezistent la coroziune de tip
W1.4404/316L ce permite controlul foarte precis al fortei aplicate, atasata unui actuator
PI 238.5PG actionat de un controler PI-C863 comandat de calculator, forta este
transmisd de actuator cétre proba (4) prin intermediul pistonului (2) si al coloanei (3),
mai departe stresul fiind preluat de coloana (5) si pistonul (6) citre senzorul de fortd
(7) de tip strain gauge, model Mark-10 R04, controlat de o unitate Mark-10 7i , surubul
(9) asigurd pretensionarea inifiald a intregului ansamblu si este blocat printr-o
contrapiulitd, pistoanele, coloanele si senzorul de presiune pot culisa liber in interiorul

carcasei (1) respectiv (8), aliniamentul pistoanelor si coloanelor este asigurat de carcasa

(1.

20
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Figuri

Figura 1: Reprezentare la scald a componentelor principale ale sistemului de aplicare a fortei.
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Figura 3: Intregul sistem de aplicare al fortei asamblat, incluzand actuatorul (15) si suportul acestuia (12,
13, 14).
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Figura 4: Sus: Intregul sistem de studiu al proliferdrii celulare pe straturi piezoelectrice stresate
mecanic. Jos: Vasul de cultura celulara; se pot vedea cele doud probe de BaTiOs, una comprimata
intre coloane, a doua, nestresatd, ca referinta.
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