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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest kompartmentowy zasobnik do hodowli i namnazania powierzchnio-
wego ludzkich autologicznych fibroblastéw na nosniku membranowym w warunkach in vitro. Zasobnik
przeznaczony jest do cytologicznej (komdrkowej) hodowli fibroblastow ludzkich pobranych od pacjenta,
i umozliwia zapewnienie odpowiedniego srodowiska do ich wzrostu. Rozwigzanie moze znalez¢ zasto-
sowanie zwlaszcza w chirurgii kosci wyrostka zebodotowego.

Fibroblasty sg to komorki wystepujgce u zwierzat, wywodzgce sie z mezodermy, bedace najlicz-
niejszymi komaérkami tkanki fgcznej wtasciwej. Posiadajg jedno okragte lub owalne jadro komaérkowe,
przewaznie z wyraznym jgderkiem. Aktywne fibroblasty mogg by¢ rozpoznane dzieki szorstkiemu reti-
kulum komoérkowemu. Nieaktywne fibroblasty, zwane takze fibrocytami, sg mniejsze i wrzecionowate,
ze zredukowanym retikulum. Fibroblasty i fibrocyty sg osiadte, ale posiadajg zdolnos¢ do ruchu. Cze-
sto$¢ podziatdéw mitotycznych fibroblastéw zwigksza sie podczas gojenia si¢ tkanki fgcznej, pod wpty-
wem czynnika wzrostu fibroblastow — FGF. Fibroblasty, ktére majg zdolnos¢ do podziatéw mitotycznych
zwane sg czesto komérkami siateczkowymi. Fibroblasty produkujg kolagen, wiékna istoty miedzyko-
morkowej, proteoglikany istoty podstawowej [Wojciech Sawicki: Histologia. S. 123-124, PZWL, 2005.
ISBN 83-200-3127-3].

Hodowla komérek pozwala na namnazanie i utrzymywanie przy zyciu komoérek pobranych z or-
ganizmu ludzkiego. Hodowle komérkowe prowadzone sg w specjalnych warunkach, w ciemnosci, z do-
stepem do dwutlenku wegla, w temperaturze 37°C. Komérki do hodowli pobiera sie podczas zabiegow,
operacji, biopsji itp. Mozna je pobraé, zaleznie od potrzeb, z tkanek zdrowych, jak i nowotworowych.
Hodowle komérkowe staty sie w ostatnich latach powszechnie wykorzystywanym narzedziem w bada-
niach nad nowoczesnymi lekami, kosmetykami i innymi substancjami odziatywujgcymi na ludzkie ko-
morki. Za ich pomocg mozemy aktywnie, a jednocze$nie bezpiecznie sprawdzi¢ dziatanie okreslonych
substancji na tkanki ludzkie; umozliwiajg badanie w $cisle kontrolowanych warunkach doswiadczalnych.
Redukuje to znacznie koszty oraz ilos¢ potrzebnego czasu na przeprowadzenie badan w stosunku do
na przyktad badan na zwierzetach, ktére to w przypadku badan nad kosmetykami sg dodatkowo catko-
wicie objete zakazem na terenie Unii Europejskie;.

Hodowla komérek autogennych prowadzonych w warunkach in vitro pozwala na namnazanie
i utrzymywanie przy zyciu komérek pobranych od indywidualnego pacjenta. Hodowle komdrkowe pro-
wadzone sg w specjalnych warunkach z wykorzystaniem podioza stymulujgcego wzrost komorek,
z dostepem do dwutlenku wegla, w temperaturze 37°C. Fibroblasty ludzkie do hodowli pobiera sie na
przyktad podczas zabiegoéw matoinwazyjnych, operacyjnych lub biopsji btony sluzowej i skory, to jest
z tkanek prawidtowych. Fibroblasty sg komdérkami potozonymi w btonie sluzowej, podsluzowej i skorze
wiasciwej. Produkujg kolagen i elastyne, ktére nadajg tkankom miekkim stabilnos¢, elastycznosé¢ i chro-
nig je przed urazami mechanicznymi. W zakresie zabiegdw regeneracyjnych w obrebie jamy ustnej, na
przyktad chirurgii periodontologicznej, btony sluzowej i dzigset, autogenne fibroblasty uzyskane w ho-
dowli in vitro posiadajg potencjat wzmacniajgcy pierwotne efekty naprawcze i regeneracyjne, przyspie-
szajgce gojenie, oraz stymulujgce procesy odnowy tkankowej. Fibroblasty stanowig najbardziej istotny
element komorkowy warunkujgcy powodzenie zabiegdw chirurgii Sluzoéwkowo-dzigstowej, zabiegow po-
krycia recesji oraz poszerzenia strefy dzigsta wtasciwego. Ich potencjat regeneracyjny warunkuje pra-
widtowy proces gojenia i regeneracji tkankowej, tworzenie widkien kolegenowych przyzebia oraz tkanek
miekkich.

Z opisu patentowego US6110208A znany jest sposéb uzyskiwania sztucznej skory z biokompa-
tybilng warstwg fibroblastow wyhodowanych na podtozu membranowym do celdéw allogennych prze-
szczepow dermatologicznych. Metoda polega na wysiewaniu hodowli keratynocytow na mikroperforo-
wanej membranie opartej na pochodnej kwasu hialuronowego i ekspandowaniu wymienionych keraty-
nocytéw na wspomnianej membranie zgodnie z konwencjonalnymi technikami, obejmujgcymi zastoso-
wanie ptodowej surowicy cielecej, az do osiggniecia czesciowego lub catkowitego potgczenia. Nastep-
nie hodowane sg fibroblasty wyizolowane ze skéry wtasciwej z innych obszaréw zwyklymi technikami
w DMEM zawierajgcym 10% ptodowej surowicy cielecej, kondycjonowanie tych fibroblastow do prolife-
racji przez wysiew na plastiku, wysiewanie fibroblastow w tkance wtdkninowej i kontynuowanie hodowli
az do zamrazania w przypadku, gdy uzyskana sztuczna skora musi by¢ zachowana lub az do szcze-
pienia. W kolejnym kroku ma miejsce uktadanie warstwy nabtonkowej juz utworzonej na tkance wiokni-
nowej skolonizowanej przez fibroblasty, uwazajac, aby zewnetrzna krawedz mikroperforowanej mem-
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brany nie dotykata dna naczynia i zeby rozciggata sie nieznacznie poza lezgcg ponizej tkanke wiokni-
nowg. Opcjonalnie fgczone sg warstwy komoérek nabtonkowych na mikroperforowanej membranie z le-
z3ca ponizej tkankg widkninowa skolonizowang przez fibroblasty za pomocg klejow biologicznych wy-
branych z grupy sktadajgcej sie z: kolagenu, fibryny, kleju fibrynowego. Na koncu dodaje sie odpowied-
nig objetos¢ tego samego medium stosowanego w poczagtkowym etapie, utrzymujgc hodowle zanurzong
tak, aby keratynocyty gornej warstwy mikroperforowanej membrany znajdowaty sie na granicy powie-
trze-ciecz, dodajgc przy pierwszej i nastepnych zmianach pozywke, kwas askorbinowy w stezeniu row-
nym 1 pg/ml, kontynuujgc hodowle do szczepienia lub zamrazania. Do stabych stron rozwigzania we-
diug tego wynalazku nalezy stosunkowo dtugi czas prowadzonej metody, koniecznos¢ wymiany podioza
i transferu no$nika na nowe, swieze podtoze.

Z opisu patentowego PL209784 znany jest sposdb hodowli pierwotnej ludzkich fibroblastéw do
autologicznych zabiegdw augmentacyjnych pochodzgcych z tkanki tgcznej dzigsta zrogowaciatego
btony sluzowej jamy ustnej, znajdujgcych zastosowanie w zabiegach augmentacyjnych, to jest pogru-
bienia i poszerzenia tkanek miekkich wyrostka zebodotowego. Sposob polega na tym, Zze pobrane znang
technikg medyczng w sposob jatowy fragmenty tkanki tgcznej dzigsta zrogowaciatego o powierzchni
1-2 mm? umieszcza sie na szalkach Petriego w ptynie hodowlanym z dodatkiem 10% surowicy ptodowe;
oraz 0,03% L-glutaminy i Amfoterycyny B 100 ug/ml, po czym materiat ten rozdrabnia sie mechanicznie
na fragmenty o wielkosci okoto 0,4 mm? i prowadzi hodowle przez 3-5 dni, w atmosferze 5% COz,
natomiast po osiggnieciu petnej monowarstwy komorki przenosi sie na nosnik, ktérym jest siatka kola-
genowa zbudowana z wysoko oczyszczonego kolagenu swinskiego w postaci tréjwymiarowej o ksztat-
cie i powierzchni dostosowanych do wielkosci ubytku tkanek miekkich dzigsta zrogowaciatego i zawie-
sza sie ponownie w ptynie hodowlanym, pozostawiajgc na okres do 5 dni, po czym nosnik z komorkami
przenosi sie w miejsce biorcze pacjenta. Do stabych stron rozwigzania wedtug tego wynalazku nalezy
stosunkowo dtugi czas prowadzonej metody, koniecznos$¢ przeniesienia fizycznego fragmentéw dzigsta
podczas wymiany podtoza ptynnego.

Znane jest tez rozwigzanie dotyczgce konstrukcji urzgdzenia do hodowli fibroblastow (,Cell cul-
ture devices having ultrathin porous membrane and uses thereof”, US8119394B2), ktére stuzy do ho-
dowli in vitro dwdch lub wiecej linii komdrkowych na podtozu porowatych membran umieszczonych po-
miedzy komorami hodowlanymi oraz posiada mozliwos¢ detekcji interakcji komoérek. Urzadzenie za-
wiera pierwszg i drugg komore oddzielone przez co najmniej jedng nanoskalowg membrane umiesz-
czong miedzy pierwszg a drugg komorg, przy czym co najmniej jedna membrana w nanoskali ma $red-
nig grubos¢ mniejszg niz okoto 100 nm i ma wiele poréw rozciggajgcych sie miedzy jej przeciwlegtymi
bokami. Zawiera ponadto pozywke do hodowli komérek w pierwszej i drugiej komorze, pierwszy typ
komorki w pierwszej komorze i drugi typ komorki w drugiej komorze. Podstawowg niedogodnoscia tego
rozwigzania jest brak mozliwosci ciggtej wymiany podioza ptynnego pomiedzy komorami.

Z opisu patentowego PL150070 znany jest sposéb hodowli biologicznej komérek i tkanek oraz
urzadzenie hodowli biologicznej komorek i tkanek. Rozwigzanie dotyczy szerokiego aspektu hodowli,
nie tylko komorkowej, ale réwniez catych tkanek. Niespecyficzne rozwigzanie, nieprecyzujgce rodzaju
i struktury biologicznej hodowanej tkanki, zaktada uzycie pierwotnego wycinka (bioptatu) pobranego od
dawcy, umieszczonego na przepuszczalnej przeponie, ktory bedzie stanowit zrodto komoérek do odbu-
dowy tkankowej. Zaktada rowniez uzycie przepuszczalnej, blizej nie opisanej, przepony, ufiksowanej
w okreslonym, niezmiennym potozeniu wewnagtrz zbiornika do hodowli w srodowisku ptynnym, jako ele-
mentu no$nikowego dla elementdw biologicznych. Druga strona przepony bedzie omywana ptynng sub-
stancjg odzywczg dla komorek i tkanek. Podczas gdy rozwigzanie wedtug zgtaszanego wynalazku,
w catkowitym przeciwienstwie do PL150070, zaktada uzycie wstepnie rozchodowanych jednoznacznie
okreslonych komorek, fibroblastéw (a nie pierwotnego wycinka), ktére bedg zawieszone w ptynnej od-
zywce do hodowli tkankowych, uzycie specyficznej biologicznie, tkankowo komplementarnej i kseno-
gennej, nieprzepuszczalnej membrany kolagenowej, wykazujgcej powinowactwo do fibroblastow, ktorej
potozenie przestrzenne wedtug jednej osi moze by¢ plynnie regulowane w zakresie 360 stopni. Obie
strony membrany kolagenowej znajdujg sie w tym samym ptynnym Srodowisku stanowigcym ptynng
substancje odzywczg dla fibroblastéw.

Z opisu patentowego PL238767 znane jest rozwigzanie dotyczace zasobnika do pozyskiwania
biofilmu do analizy mikroskopii elektronowej SEM. Przewiduje ono uzycie nieruchomej plytki weglowe;,
umieszczonej w rozktadanym zasobniku, zawierajgcym podtoze do hodowli specyficznych drobnoustro-
jow tworzgcych biofilm inokulowanych z hodowli bakteryjnych/grzybiczych, z filtrem antybakteryjnym/an-
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tygrzybicznym oraz zaworu do ewakuacji ptynu odzywczego. Koncepcja ww. zasobnika do hodowli bio-
filmu nie ma elementéw wspdlnych ze zgtaszanym rozwigzaniem i dotyczy catkowicie innej koncepcji
obejmujacej struktury biologiczne biofilmu drobnoustrojow do ich nastepczej analizy i nie ma zastoso-
wania w hodowli komoérek do celéw medycyny regeneracyjnej, implantacji i augmentacji tkankowe;.

Z opisu patentowego FR2283903 znana jest membrana posiadajgca aktywnos¢ biologiczng, ko-
lumna enzymatyczna zawierajgca te membrane i jej zastosowanie w metodach analitycznych. Przed-
stawiona w tym rozwigzaniu koncepcja elementu do zastosowan diagnostycznych i analitycznych kon-
centruje sie wytgcznie na wytworzeniu nowatorskiej btony biologicznie nieaktywnej, z zawarto$cig mo-
lekut enzyméw w przeciwienstwie do rozwigzania wedtug zgtaszanego wynalazku — tj. standardowa
biologicznie czynna membrana kolagenowa, aktywujgca fibroblasty z ich powinowactwem adhezyjnym,
przeznaczona do terapii leczniczych, bez Zadnych elementéw enzymatycznych.

Z opisu patentowego W02010033820 znane sg bioreaktory, systemy i metody unaczynienia
struktur tkankowych. Rozwigzanie to dotyczy systemu bioreaktora tkankowego z pierwotnym przezna-
czeniem do indukcji waskularyzacji, unaczynienia wytworzonych, niespecyficznych petnych struktur
tkankowych blizej nieokreslonego charakteru. Bioreaktor nie posiada jednak zadnych elementéw zbli-
zonych do membrany kolagenowej, nie majg one mozliwosci obrotu o 360 stopni, jak ma to miejsce
W niniejszym zgtoszeniu, co wyraznieje odréznia.

Unikalne rozwigzanie wykorzystania kilku ptynnie regulowanych przeston ze zmienng $rednica,
oddzielajgcych kompartmenty, przedstawione w rozwigzaniu wedtug niniejszego wynalazku w zaden
Sposob nie jest przedstawione w rozwigzaniach znanych ze stanu techniki i jest wyjgtkowym, nieocze-
kiwanym rozwigzaniem, ktére nie wynika w sposéb oczywisty z dotychczasowego stany wiedzy. Pro-
stota rozwigzania stanowi szczegdlng jego zalete, decydujaca o sile i zdolnosci aplikacyjne;.

Celem tworcow niniejszego wynalazku byto opracowanie takiej konstrukcji zasobnika do pozyski-
wania hybrydowego elementu biologicznego z nosnikiem kolagenowym gotowego do uzycia w warun-
kach klinicznych, w postaci komérkowego augmentatu zwtaszcza kosci wyrostka zebodotowego, ktéra
umozliwi i zapewni przyspieszony proces wgajania i regeneracji w trakcie procedury chirurgii wyrostka.
Innym celem byto opracowanie rozwigzania dajgcego mozliwos¢ wykorzystania kompartmentéw zasob-
nika jako wymiennego rezerwuaru dla pozywki ptynnej wraz z mozliwoscig jej wymiany.

Zostato to rozwigzane wedtug wynalazku w ten sposéb, ze kompartmentowy zasobnik do hodowli
i namnazania powierzchniowego ludzkich autologicznych fibroblastéw na nosniku membranowym skta-
dajgcy sie z trzech kompartmentéw (sekcji/modutéw), to jest kompartmentu dolnego, kompartmentu
srodkowego oraz kompartmentu gérnego, tgczonych ze sobg w sposéb roztgczny, przy czym kompart-
menty sg w postaci tulei o takich samych $rednicach, a zasobnik wyposazony jest w dwie przestony
poprzeczne z regulacjg przeswitu przestony od catkiem zamknietej do otwartej, przy czym jedna prze-
stona zamontowana jest w kompartmencie gérnym a jedna na potgczeniu kompartmentu dolnego i $rod-
kowego oddzielajgc — przy zamknietej przestonie — komory wewnetrzne tych kompartmentéw od siebie,
od dotu zasobnik wyposazony jest w podstawe stanowigcg zamkniecie kompartmentu dolnego, od goéry
zasobnik wyposazony jest w zamkniecie kompartmentu gérnego, natomiast przy potgczeniu kompart-
mentu goérnego z kompartmentern srodkowym, to jest w kompartmencie gérnym przy jego podstawie
albo korzystniej w kompartmencie srodkowym przy jego goérnej krawedzi, zamontowany jest pierscien
stabilizujgcy, na ktérym stabilnie zamontowana, na przyktad przyklejona jest jatowa kolagenowa mem-
brana z kolagenu pochodzenia ludzkiego lub zwierzecego do hodowli ludzkich fibroblastéw. Korzystniej
jest gdy pierscien stabilizujgcy membrane jest umiejscowiony przy gérnej krawedzi kompartmentu $rod-
kowego, gdyz tatwiej montuje sie go na gére kompartmentu srodkowego niz przy krawedzi dolnej kom-
partmentu gérnego.

Korzystnie, wysokos¢ kompartmentu dolnego stanowi 2/3 wysokosci kompartmentu gérnego, na-
tomiast wysokos¢ kompartmentu srodkowego stanowi 1/3 wysokosci kompartmentu goérnego, a prze-
stona w kompartmencie gornym usytuowana jest na 1/3 wysokosci tego kompartmentu patrzac od pod-
stawy.

Korzystnie, pierscien stabilizujgcy membrane kolagenowg ma funkcje rotacji wraz z zamonto-
wang na nim membrang o kgt do 360° wokot osi obrotu prostopadtej do osi wzdtuznej zasobnika. Obrét
pierscienia z membrang umozliwia zmiane kata nachylenia membrany, dajgc mozliwos¢ selektywnej
kontroli wzrostu fibroblastow w réoznych czesciach tej membrany.

Korzystnie, gérne zamkniecie kompartmentu goérnego stanowi nakretka gwintowana.
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Korzystnie, zasobnik wyposazony jest w filtr mikrobiologiczny zapobiegajgcy kontaminaciji mikro-
organizmow, umieszczony w gornej czedci kompartmentu gérnego, najkorzystniej w zamknieciu kom-
partmentu gérnego, tak by znajdowat sie nad podtozem ptynnym do hodowli komérkowej. Mikroorgani-
zmy z otaczajgcego powietrza: bakterie, wirusy i grzyby kontaminujg, nadkazajg podtoze i mogg dopro-
wadzi¢ do smierci komorek, stgd pozgdane jest zastosowanie w/w filtra celem odizolowania podtoza od
dostepu tychze mikroorganizmaéw.

Korzystnie, membrana kolagenowa ma srednice nie wiekszg niz 40 mm, najkorzystniej miedzy
30 a 40 mm, bowiem powyzej tej srednicy po kilku dniach hodowli membrana moze sig odksztatcac,
a nawet zapasé¢ do srodka pod ciezarem wyhodowanych komérek.

Korzystnie, wysoko$¢ kompartmentu srodkowego jest nie nizsza niz 30 mm, co zapewnia odpo-
wiednig przestrzen dla podtoza do procesu hodowli fibroblastow.

Korzystnie, minimalna wysokos$¢ catego zasobnika wedtug koncepcji wynalazku wynosi od 15 cm
do 25 cm w zaleznosci od rodzaju hodowli komérkowej i przeznaczenia biologicznego zasobnika, to jest
w zaleznosci od rodzaju podtoza, pozgdanego stopnia rozhodowania fibroblastéw, wielkosci membrany
do hodowli.

Korzystnym jest, gdy pierscien stabilizujgcy wykonany jest z tworzywa sztucznego, polimero-
wego, ha przykfad silikonowego, co zapewnia odpowiednig elastycznos¢ elementu, wynikajgcg z inergji
materiatu.

Réwniez korzystnym jest, gdy poszczegdlne kompartmenty zasobnika wykonane sg z tworzywa
sztucznego, zwtaszcza z poli(tetrafluoroetylenu) (PTFE) albo plastiku albo ze szkta. Natomiast nieko-
rzystnym bytoby stosowanie materiatéw metalowych, ktére niekorzystnie wptywajg na hodowane ko-
morki.

Korzystnie, w zamknieciu kompartmentu gérnego zamontowane jest ztgcze dozujgce dla pipety,
ktére umozliwia sterylne dodawanie dodatkowych substancji do podioza w kompartmencie gérnym,
w trakcie hodowli, w tym np. substancji zapobiegajgcych kontaminacji bakteryjnej lub grzybiczej podtoza
lub srodkéw wspomagajgcych wzrost komoérek (sterydy).

Struktura przestrzenna uzyskanej hodowli fibroblastéw jest zalezna miedzy innymi od podioza
wzrostu oraz warunkow prowadzenia hodowli komérek adaptowanych na bfonie biologicznej. W odréz-
nieniu od klasycznej hodowli komaérkowej, wzrost komoérek na powierzchni bton kolagenowych wymaga
dodatkowych elementéw wspomagajgcych proliferacje, migracje oraz adhezje komoérek. W zwigzku
Z tym istotne jest zapewnienie regularnej wymiany — podczas wzrostu komorek — podtoza, ktére stanowi
srodowisko inkubac;ji i metabolizmu, zapobiegajgc w ten sposéb wyczerpaniu sktadnikow odzywczych.

Ponizej opisano zasade przygotowania zasobnika do uzytku i zasade dziatania tego urzgdzenia
wedtug wynalazku.

Przy potgczeniu kompartmentu srodkowego z gérnym montuje sie pierscien stabilizujgcy, a na
nim stabilnie montuje sie membrane kolagenowa. Nastepnie wszystkie trzy kompartmenty tgczy sie ze
sobg, przy czym urzgdzenie wyposaza sie w dwie przestony poprzeczne, jedng na potgczeniu kompart-
mentu dolnego ze srodkowym, a drugg w kompartmencie gérnym.

W celu przeprowadzenia procesu hodowli fibroblastéw otwiera sie zamkniecie kompartmentu gor-
nego oraz gorng przestone umieszczong w kompartmencie géornym, a zamyka sie przestone dolng
umieszczong na potgczeniu kompartmentu dolnego i Srodkowego. Nastepnie do zasobnika wprowadza
sie od gory ptynne podtoze z rozhodowanymi fibroblastami w ilosci podtoza nie wiekszej niz pojemnos¢
kompartmentu dolnego, korzystnie réwnej pojemnosci kompartmentu dolnego, a zapetniajacej, najko-
rzystniej w peni, przestrzen pomiedzy przestong dolng a gérng i zamyka sie szczelnie przestone goérng
(niepetne zapetnienie wspomnianej przestrzeni i zostawienie pustej przestrzeni moze sprzyja¢ rozwo-
jowi kontaminantéw mikrobiologicznych — grzybow, bakterii w powietrzu). Nastepnie do zasobnika nad
przestone gorng wprowadza sie dodatkowg porcje swiezego podtoza do hodowli fibroblastéw, w ilosci
podtoza nie wiekszej niz pojemnos$¢ kompartmentu dolnego, korzystnie réwnej pojemnosci kompart-
mentu dolnego, po czym zamyka sie zamkniecie kompartmentu gérnego, ktére korzystnie zawiera filtr
mikrobiologiczny. Na tym etapie rozpoczyna sie proces hodowli fibroblastéw na membranie kolageno-
wej. Poprzez ztgcze dozujgce dla pipety, ktére mozna sterylnie dodawac dodatkowe substancje do pod-
toza w trakcie hodowli, w tym np. substancji zapobiegajacych kontaminacji bakteryjnej lub grzybiczej
podtoza lub srodkéw wspomagajgcych wzrost komorek (sterydy).

Po odpowiednim czasie, korzystnie w przedziale 24-48 godzin, otwiera sie dolng przestone
i usuwa podtoze do dolnego kompartmentu zasobnika i ponownie zamyka sie dolng przestone. Nastep-
nie otwiera sie gérng przestone wprowadzajgc w ten sposob porcje swiezego podtoza w przestrzen
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miedzy przestone dolng a gérna, po czym gérng przestone sie zamyka i zostawia cato$¢ na czas od 48
do 72 godzin kontynuujgc proces hodowli w $wiezym podtozu, natomiast kompartment dolny odtgcza
sie i usuwa/wylewa zuzyte podioze, po czym ponownie przytgcza sie go do kompartmentu srodkowego.
Caty proces mozna powtarza¢ wedtug potrzeb.

Rozwigzanie wedlug wynalazku zapewnia uzycie dedykowanego podtoza ptynnego — stanowia-
cego standardowo stosowang mieszanine sktadnikdéw odzywczych — jako srodowiska wzrostu komorek,
zapewniajgc stabilny i niezaktdcony wzrost komérek bez koniecznosci uzycia sekwencji wymiany pod-
toza, a jednoczesnie umozliwia homogenny i atraumatyczny wzrost komérek na membranie, ktéra zo-
stanie zainstalowana w procedurze chirurgii kosci wyrostka zebodotowego. Jako uniwersalne rozwigza-
nie moze zosta¢ wykorzystane w technice sterowanej regeneracji tkanek (GTR — Guided Tissue Re-
generation) oraz kosci (GBR — Guided Bone Regeneration — inaczej augmentacja), a takze dla badania
morfologii monowarstwy fibroblastéw z uzyciem technik mikroskopowych. Zastosowanie rolujgcego
pierscienia stabilizujgcego membrane w zasobniku umozliwia zréznicowany, dwustronny wzrost komo-
rek na obu powierzchniach membrany.

Zaletg rozwigzania jest zredukowanie catkowitego czasu przeznaczonego na procedure hodowli
fibroblastéw ludzkich na heterogennym/allogennym nosniku kolagenowym, ograniczenie czynnosci
przygotowawczych wykonywanych przez personel, atraumatyczne przygotowanie implantowanej mem-
brany powleczonej monowarstwg fibroblastéw oraz redukcja ryzyka uszkodzenia hodowli fibroblastow
wynikajgca ze wzrostu komaérek na biologicznym podtozu kolagenowym.

Z uwagi na fakt, ze srednica zasobnika o przekroju okrggtym wynosi optymalnie do 40 mm oraz
biorgc pod uwage wymagang objetos¢ substancji ptynnej stuzgcej do hodowli, a gromadzonej w zasob-
niku, minimalna wysokos$¢ catego zasobnika wedtug koncepcji wynalazku powinna wynosi¢ w zakresie
od 15 cm do 25 cm w zaleznosci od rodzaju hodowli komérkowej i przeznaczenia biologicznego zasob-
nika.

Okresowa wymiana podfoza w poszczegoélnych sekcjach podlega regulacji za pomoca systemu
dwdch przeston. Taki uktad zapewnia stabilng kultywacje fibroblastow w warunkach in vitro.

Przedmiot wynalazku jest uwidoczniony w przykiadzie wykonania na rysunku, na ktérym fig. 1
przedstawia schematycznie zasobnik po potaczeniu poszczegdlinych elementéw w widoku z boku,
fig. 2 — zasobnik w widoku z gory, fig. 3 — zasobnik przed potgczeniem poszczegdlnych elementéw
w widoku z boku, fig. 4 — przestone poprzeczng w widoku z goéry, a fig. 5 — pierscien stabilizujgcy
z zamontowang na nim membrang kolagenowg w widoku z géry.

Przyktad 1

Przyktadowy kompartmentowy zasobnik (10) do hodowli i namnazania powierzchniowego ludz-
kich autologicznych fibroblastéw na nosniku membranowym skfada sie z trzech kompartmentéw (sek-
cji/modutéw) w postaci tulei o takich samych $rednicach, to jest kompartmentu dolnego (2), kompart-
mentu srodkowego (3) oraz kompartmentu gérnego (4), taczonych ze sobg w sposob roztgczny, w ktéd-
rych zamontowane sg dwie przestony poprzeczne (5) z regulacjg przeswitu przestony od catkiem za-
mknietej do otwartej, przy czym jedna przestona zamontowana jest w kompartmencie géornym a jedna
na potgczeniu kompartmentu dolnego i Srodkowego w sposdb umozliwiajgcy odseparowanie komor we-
wnetrznych tych kompartmentéw od siebie. Od dotu zasobnik (10) wyposazony jest w podstawe (1)
stanowigcg zamkniecie kompartmentu dolnego (2), od gory zasobnik (10) wyposazony jest w zamknie-
cie (6) kompartmentu gornego (4), natomiast przy potgczeniu kompartmentu gérnego z kompartmentem
srodkowym, a doktadnie w kompartmencie srodkowym przy jego gornej krawedzi, zamontowany jest
pierscien stabilizujgcy (7), na ktérym stabilnie zamontowana jest poprzez wklejenie jatowa kolagenowa
membrana (8) z kolagenu pochodzenia ludzkiego do hodowli ludzkich fibroblastow.

Wysokos¢ kompartmentu dolnego (2) wynosi 60 mm i stanowi 2/3 wysokosci kompartmentu gor-
nego (4) wynoszacej 90 mm, natomiast wysokos¢ kompartmentu srodkowego (3) wynosi 30 mm i sta-
nowi 1/3 wysokosci kompartmentu gérnego (4), a przestona (5) w kompartmencie gérnym (4) usytuow-
ana jest na 1/3 wysokosci tego kompartmentu patrzgc od podstawy (1).

Pierscien stabilizujgcy (7) membrane kolagenowg (8) wykonany jest z tworzywa silikonowego
i zamontowany jest w sposéb umozliwiajgcy jego rotacje (wraz z zamontowang na nim membrang)
0 360° wokot osi obrotu prostopadtej do osi wzdtuznej zasobnika (10). Gorne zamkniecie (6) kompart-
mentu goérnego (4) stanowi nakretka gwintowana, w ktorej znajduje sie filtr mikrobiologiczny zapobiega-
jacy kontaminacji mikroorganizméw, a w zamknieciu (6) zamontowane jest ztgcze dozujace (9) dla pi-
pety. Membrana kolagenowa (8) ma $rednice 30 mm. Poszczegdlne kompartmenty (2), (3) i (4) zasob-
nika (10) wykonane sg z poli(tetrafluoroetylenu) (PTFE).
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Przyktad 2

Przyktadowy kompartmentowy zasobnik (10) do hodowli i namnazania powierzchniowego ludz-
kich autologicznych fibroblastéw na nosniku membranowym sktada sie z trzech kompartmentéw (sek-
cji/modutéw) w postaci tulei o takich samych $rednicach, to jest kompartmentu dolnego (2), kompart-
mentu srodkowego (3) oraz kompartmentu gérnego (4), tgczonych ze sobg w sposob roztgczny, w kté-
rych zamontowane sg dwie przestony poprzeczne (5) z regulacjg przeswitu przestony od catkiem za-
mknietej do otwartej, przy czym jedna przestona zamontowana jest w kompartmencie gérnym a jedna
na potgczeniu kompartmentu dolnego i sSrodkowego w sposdb umozliwiajgcy odseparowanie komor we-
wnetrznych tych kompartmentéw od siebie. Od dotu zasobnik (10) wyposazony jest w podstawe (1)
stanowigcg zamkniecie kompartmentu dolnego (2), od gory zasobnik (10) wyposazony jest w zamknie-
cie (6) kompartmentu gérnego (4), natomiast przy potgczeniu kompartmentu gérnego z kompartmentem
srodkowym, a dokfadnie w kompartmencie géornym przy jego podstawie, zamontowany jest pierscien
stabilizujgcy (7), na ktérym stabilnie zamontowana jest poprzez wklejenie jatowa kolagenowa mem-
brana (8) z kolagenu pochodzenia zwierzecego do hodowli ludzkich fibroblastow.

Wysokos¢ kompartmentu dolnego (2) wynosi 80 mm i stanowi 2/3 wysokosci kompartmentu gor-
nego (4) wynoszacej 120 mm, natomiast wysokos¢ kompartmentu srodkowego (3) wynosi 40 mm i sta-
nowi 1/3 wysokosci kompartmentu gérnego (4), a przestona (5) w kompartmencie gérnym (4) usytuow-
ana jest na 1/3 wysokosci tego kompartmentu patrzgc od podstawy (1).

Pierscien stabilizujgcy (7) membrane kolagenowg (8) wykonany jest z tworzywa polimerowego.
Goérne zamkniecie (6) kompartmentu gérnego (4) stanowi nakretka gwintowana wyposazona w ztgcze
dozujgce (9) dla pipety. Membrana kolagenowa (8) ma srednice 40 mm. Poszczegdlne kompartmenty
(2), (3)i (4) zasobnika (10) wykonane sg ze szkta.

Rozwigzanie wedtug wynalazku moze znalez¢ zastosowanie do uzycia klinicznego w przypadku
procedur chirurgii periodontologicznej, chirurgii wyrostka zebodotowego (technika sterowanej regene-
racji tkanek) i/lub chirurgii estetycznej. Kilkukompartmentowy modut dla komérkowego podtoza hodow-
lanego z nosnikiem membranowym dla fibroblastéw umozliwia efektywne i atraumartyczne pozyskanie
warstwy autologicznych fibroblastéw na membranie kolagenowej w warunkach klinicznych do zastoso-
wania miedzy innymi podczas zabiegdw regeneracyjnych w obrebie jamy ustnej. Heterogenna, resor-
bowalna membrana kolagenowa, najczesciej pochodzenia swirnskiego, umozliwia sterowang regenera-
cje tkanek przyzebia (GTR), zapewniajgc przyspieszone odtworzenie uszkodzonej/zresorbowanej kosci
wyrostka zebodotowego.

Zastrzezenia patentowe

1. Kompartmentowy zasobnik do hodowli i namnazania powierzchniowego ludzkich autologicz-
nych fibroblastéw na nosniku membranowym, sktadajgcy sie z trzech kompartmentéw (sek-
cji/modutéw), to jest kompartmentu dolnego, kompartmentu srodkowego oraz kompartmentu
gornego, tgczonych ze sobg w sposoéb roztgczny, znamienny tym, ze kompartmenty sg
w postaci tulei o takich samych $rednicach, a zasobnik (10) wyposazony jest w dwie przestony
poprzeczne (5) z regulacjg przeswitu przestony od catkiem zamknietej do otwartej, przy czym
jedna przestona zamontowana jest w kompartmencie gérnym a jedna na potgczeniu kompart-
mentu dolnego i sSrodkowego oddzielajgc — przy zamknietej przestonie — komory wewnetrzne
tych kompartmentow od siebie, od dotu zasobnik (10) wyposazony jest w podstawe (1) stano-
wigcg zamkniecie kompartmentu dolnego (2), od géry zasobnik (10) wyposazony jest w za-
mkniecie (6) kompartmentu gérnego (4), natomiast przy potaczeniu kompartmentu gérnego
z kompartmentem srodkowym, to jest w kompartmencie gornym przy jego podstawie albo ko-
rzystniej w kompartmencie srodkowym przy jego gornej krawedzi, zamontowany jest pierscien
stabilizujgcy (7), na ktérym stabilnie zamontowana, na przyktad przyklejona jest jatowa kola-
genowa membrana (8) z kolagenu pochodzenia ludzkiego lub zwierzecego do hodowli ludz-
kich fibroblastow.

2. Kompartmentowy zasobnik wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze wysokos¢ kompartmentu
dolnego (2) stanowi 2/3 wysokosci kompartmentu gérnego (4), natomiast wysokos$¢ kompart-
mentu srodkowego (3) stanowi 1/3 wysokosci kompartmentu gérnego (4), a przestona (5)
w kompartmencie gornym (4) usytuowana jest na 1/3 wysokosci tego kompartmentu patrzac
od podstawy (1).
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Kompartmentowy zasobnik wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze pierscien stabilizujgcy (7)
membrane kolagenowg (8) ma funkcje rotacji wraz z zamontowang na nim membrang o kat
do 360° wokot osi obrotu prostopadtej do osi wzdtuznej zasobnika (10).

Kompartmentowy zasobnik wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze gérne zamkniecie (6) kom-
partmentu gornego (4) stanowi nakretka gwintowana.

Kompartmentowy zasobnik wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Zze zasobnik (10) wyposazony
jest w filtr mikrobiologiczny zapobiegajgcy kontaminacji mikroorganizmdw, umieszczony
w gérnej czesci kompartmentu goérnego (4), najkorzystniej w zamknieciu (6) kompartmentu
gornego, tak by znajdowat sie nad podtozem ptynnym do hodowli komaérkowe;j.
Kompartmentowy zasobnik wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Zze membrana kolagenowa (8)
ma S$rednice nie wiekszg niz 40 mm, najkorzystniej miedzy 30 a 40 mm.

Kompartmentowy zasobnik weditug zastrz. 1, znamienny tym, ze wysokos¢ kompartmentu
srodkowego (3) jest nie nizsza niz 30 mm.

Kompartmentowy zasobnik wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze minimalna wysokos¢ catego
zasobnika (10) wynosi od 15 cm do 25 cm.

Kompartmentowy zasobnik wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze pierscien stabilizujacy (7)
wykonany jest z tworzywa sztucznego, polimerowego, na przykfad silikonowego.
Kompartmentowy zasobnik wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze poszczegdlne kompart-
menty (2), (3) i (4) zasobnika (10) wykonane sg z tworzywa sztucznego, zwiaszcza z poli(te-
trafluoroetylenu) albo plastiku albo ze szkta.

Kompartmentowy zasobnik wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w zamknieciu (6) kompart-
mentu gérnego (4) zamontowane jest ztgcze dozujgce (9) dla pipety.

Wykaz oznaczen:

1 — podstawa dolna stanowigca zamkniecie kompartmentu dolnego
2 — kompartment dolny

3 — kompartment srodkowy

4 — kompartment gorny

5 — przestony poprzeczne

6 — zamkniecie kompartmentu gérnego (nakretka gérna)

7 — pierscien stabilizujgcy

8 — membrana kolagenowa

9 — zlgcze dozujgce

10 — zasobnik
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Rysunki

Fig. 2
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