Kompartmentowy zasobnik do hodowli i namnazania powierzchniowego ludzkich

autologicznych fibroblastow na nosniku membranowym

Przedmiotem wynalazku jest kompartmentowy zasobnik do hodowli i namnazania
powierzchniowego ludzkich autologicznych fibroblastow na nosniku membranowym
w warunkach in vitro. Zasobnik przeznaczony jest do cytologicznej (komodrkowej)
hodowli fibroblastéw ludzkich pobranych od pacjenta, i umozliwia zapewnienie
odpowiedniego Srodowiska do ich wzrostu. Rozwigzanie moze znalez¢ zastosowanie

zwlaszcza w chirurgii kosci wyrostka zebodotowego.

Fibroblasty sa to komorki wystepujace u zwierzat, wywodzace si¢ z mezodermy,
bedace najliczniejszymi komorkami tkanki tacznej whasciwej. Posiadaja jedno okragle lub
owalne jadro komorkowe, przewaznie z wyraznym jaderkiem. Aktywne fibroblasty moga
by¢ rozpoznane dzieki szorstkiemu retikulum komorkowemu. Nieaktywne fibroblasty,
zwane takze fibrocytami, sg mniejsze 1 wrzecionowate, ze zredukowanym retikulum.
Fibroblasty 1 fibrocyty sa osiadle, ale posiadaja zdolnos¢ do ruchu. Czgsto$¢ podziatéw
mitotycznych fibroblastow zwieksza sie podczas gojenia si¢ tkanki tacznej, pod wplywem
czynnika wzrostu fibroblastow — FGF. Fibroblasty, ktore maja zdolnos¢ do podziatow
mitotycznych zwane sg czesto komoérkami siateczkowymi. Fibroblasty produkujg kolagen,
wiokna istoty miedzykomorkowej, proteoglikany istoty podstawowej [Wojciech Sawicki:
Histologia. S. 123-124, PZWL, 2005. ISBN 83-200-3127-3].

Hodowla komorek pozwala na namnazanie i utrzymywanie przy zyciu komorek
pobranych z organizmu ludzkiego. Hodowle komoérkowe prowadzone sa w specjalnych
warunkach, w ciemnosci, z dostgpem do dwutlenku wegla, w temperaturze 37°C. Komorki
do hodowli pobiera si¢ podczas zabiegow, operacji, biopsji itp. Mozna je pobrac, zaleznie
od potrzeb, z tkanek zdrowych, jak 1 nowotworowych. Hodowle komorkowe staty sie
w ostatnich latach powszechnie wykorzystywanym narzedziem w badaniach nad
nowoczesnymi lekami, kosmetykami 1 innymi substancjami odzialywujacymi na ludzkie
komorki. Za ich pomocg mozemy aktywnie, a jednoczesnie bezpiecznie sprawdzi¢ dziatanie
okreslonych substancji na tkanki ludzkie, umozliwiaja badanie w S$cisle kontrolowanych
warunkach doswiadczalnych. Redukuje to znacznie koszty oraz ilo§¢ potrzebnego czasu na
przeprowadzenie badan w stosunku do na przyklad badan na zwierzetach, ktore to
w przypadku badan nad kosmetykami sa dodatkowo objete zakazem stosowania na terenie

Unii Europejskie;.



Hodowla komérek autogennych prowadzonych w warunkach in vitro pozwala na
namnazanie 1 utrzymywanie przy zyciu komorek pobranych od indywidualnego pacjenta.
Hodowle komoérkowe prowadzone sa w specjalnych warunkach z wykorzystaniem podtoza
stymulujacego wzrost komorek, z dostgpem do dwutlenku wegla, w temperaturze 37°C.
Fibroblasty ludzkie do hodowli pobiera si¢ na przyklad podczas zabiegdéw
maloinwazyjnych, operacyjnych lub biopsji blony sluzowej i skéry, to jest z tkanek
prawidtowych. Fibroblasty sa komodrkami potozonymi w btonie $luzowej, podsluzowej
1 skérze whasciwej. Produkuja kolagen 1 elastyne, ktore nadaja tkankom migkkim stabilnosc,
elastycznos¢ 1 chroniag je przed urazami mechanicznymi. W zakresie zabiegdw
regeneracyjnych w obrebie jamy ustnej, na przyklad chirurgii periodontologicznej, btony
sluzowej i dzigsel, autogenne fibroblasty uzyskane w hodowli in vitro posiadaja potencjat
wzmacniajacy pierwotne efekty naprawcze i regeneracyjne, przyspieszajace gojenie, oraz
stymulujace procesy odnowy tkankowej. Fibroblasty stanowia najbardziej istotny element
komérkowy warunkujacy powodzenie zabiegow chirurgii  §luzowkowo-dziastowe;,
zabiegOw pokrycia recesji oraz poszerzenia strefy dzigsta wilasciwego. Ich potencjat
regeneracyjny warunkuje prawidlowy proces gojenia 1 regeneracji tkankowej, tworzenie

wiokien kolegenowych przyzebia oraz tkanek miekkich.

Z opisu patentowego US6110208A znany jest sposob uzyskiwania sztucznej skory
z biokompatybilng warstwa fibroblastow wyhodowanych na podlozu membranowym do
celow allogennych przeszczepow dermatologicznych. Metoda polega na wysiewaniu
hodowli keratynocytow na mikroperforowanej membranie opartej na pochodnej kwasu
hialuronowego i ekspandowaniu wymienionych keratynocytéw na wspomnianej membranie
zgodnie z konwencjonalnymi technikami, obejmujacymi zastosowanie ptodowej surowicy
cielecej, az do osiagniecia czeSciowego lub catkowitego potaczenia. Nastgpnie hodowane sa
fibroblasty wyizolowane ze skory wiasciwej z innych obszaréw zwyktymi technikami
w DMEM zawierajacym 10% plodowej surowicy cielecej, kondycjonowanie tych
fibroblastow do proliferacji przez wysiew na plastiku, wysiewanie fibroblastow w tkance
witokninowej 1 kontynuowanie hodowli az do zamrazania w przypadku, gdy uzyskana
sztuczna skéra musi by¢ zachowana lub az do szczepienia. W kolejnym kroku ma miejsce
uktadanie warstwy nabtonkowe] juz utworzone] na tkance wiokninowej skolonizowanej
przez fibroblasty, uwazajac, aby zewnetrzna krawedz mikroperforowanej membrany nie
dotykata dna naczynia 1 zeby rozciaggatla si¢ nieznacznie poza lezacg ponizej tkanke

wtokninowa.  Opcjonalnie  taczone sa warstwy komoérek nabtonkowych na



mikroperforowanej membranie z lezaca ponizej tkanka widkninowa skolonizowang przez
fibroblasty za pomoca klejow biologicznych wybranych z grupy sktadajacej sie z: kolagenu,
fibryny, kleju fibrynowego. Na koncu dodaje sie odpowiednia objetos¢ tego samego
medium stosowanego w poczatkowym etapie, utrzymujac hodowle zanurzona tak, aby
keratynocyty gornej warstwy mikroperforowane] membrany znajdowaty si¢ na granicy
powietrze-ciecz, dodajac przy pierwsze] 1 nastgpnych zmianach pozywke, kwas
askorbinowy w stezeniu réwnym 1 pg/ml, kontynuujac hodowle do szczepienia lub
zamrazania. Do stabych stron rozwigzania wedlug tego wynalazku nalezy stosunkowo dtugi
czas prowadzonej metody, konieczno$¢ wymiany podtoza i transferu nosnika na nowe,

swieze podtoze.

Z opisu patentowego PL209784 znany jest sposéb hodowli pierwotnej ludzkich
fibroblastow do autologicznych zabiegéw augmentacyjnych pochodzacych z tkanki tacznej
dziagsta zrogowacialego blony Sluzowe; jamy ustnej, znajdujacych zastosowanie
w zabiegach augmentacyjnych, to jest pogrubienia i poszerzenia tkanek migkkich wyrostka
zebodotowego. Sposdb polega na tym, ze pobrane znang technikg medyczna w sposob
jatowy fragmenty tkanki tacznej dziasta zrogowaciatego o powierzchni 1-2 mm? umieszcza
si¢ na szalkach Petriego w plynie hodowlanym z dodatkiem 10% surowicy ptodowej oraz
0,03% L-glutaminy i Amfoterycyny B 100 pg/ml, po czym material ten rozdrabnia si¢
mechanicznie na fragmenty o wielkosci okoto 0,4 mm? i prowadzi hodowle przez 3-5 dni,
w atmosferze 5% CO,, natomiast po osiagnig¢ciu pelnej monowarstwy komorki przenosi sie
na no$nik, ktérym jest siatka kolagenowa zbudowana z wysoko oczyszczonego kolagenu
swinskiego w postact trojwymiarowej o ksztalcie 1 powierzchni dostosowanych do
wielkos$ci ubytku tkanek miekkich dzigsta zrogowaciatego 1 zawiesza si¢ ponownie w ptynie
hodowlanym, pozostawiajac na okres do 5 dni, po czym no$nik z komorkami przenosi si¢
w miejsce biorcze pacjenta. Do stabych stron rozwigzania wedtug tego wynalazku nalezy
stosunkowo dlugi czas prowadzonej metody, konieczno$¢ przeniesienia fizycznego

fragmentow dziasta podczas wymiany podtoza ptynnego.

Znane jest tez rozwiazanie dotyczace konstrukcji urzadzenia do hodowli
fibroblastow (,,Cell culture devices having ultrathin porous membrane and uses thereof”,
US8119394B2), ktore stuzy do hodowli in vitro dwoch lub wigcej linii komérkowych na
podtozu porowatych membran umieszczonych pomiedzy komorami hodowlanymi oraz
posiada mozliwos¢ detekcji interakcji komoérek. Urzadzenie zawiera pierwszg i druga

komore oddzielone przez co najmniej jedng nanoskalowa membrane umieszczong migdzy



pierwsza a druga komora, przy czym co najmniej jedna membrana w nanoskali ma $rednig
grubo$¢ mniejsza niz okoto 100 nm 1 ma wiele poréw rozciggajacych si¢ miedzy jej
przeciwleglymi bokami. Zawiera ponadto pozywke do hodowli komorek w pierwszej
i drugiej komorze, pierwszy typ komoérki w pierwszej komorze i drugi typ komodrki
w drugiej komorze. Podstawowa niedogodno$cia tego rozwigzania jest brak mozliwosci

cigglej wymiany podtoza plynnego pomigdzy komorami.

Celem tworcow niniejszego wynalazku bylo opracowanie takiej konstrukcji
zasobnika do pozyskiwania hybrydowego elementu biologicznego z nos$nikiem
kolagenowym gotowego do uzycia w warunkach klinicznych, w postaci komdrkowego
augmentatu, zwlaszcza kosci wyrostka zebodotowego, ktora umozliwi i zapewni
przyspieszony proces wgajania i regeneracji w trakcie procedury chirurgii wyrostka.
Innym celem bylo opracowanie rozwigzania dajacego mozliwos¢ wykorzystania
kompartmentow zasobnika jako wymiennego rezerwuaru dla pozywki plynnej wraz
z mozliwoscig jej wymiany.

Zostalo to rozwigzane wedlug wynalazku w ten sposob, ze kompartmentowy
zasobnik do hodowli 1 namnazania powierzchniowego ludzkich autologicznych
fibroblastow na nosniku membranowym sklada si¢ z trzech kompartmentow
(sekcji/modutow) w postaci tulei o takich samych s$rednicach, to jest kompartmentu
dolnego, kompartmentu $rodkowego oraz kompartmentu goérnego, taczonych ze soba
w sposob roztaczny, w ktorych zamontowane sa dwie przestony poprzeczne z regulacja
przeswitu przestony od catkiem zamknigtej do otwartej, przy czym jedna przestona
zamontowana jest w kompartmencie gérnym a jedna na polaczeniu kompartmentu dolnego
i srodkowego w sposob umozliwiajacy odseparowanie komoér wewnetrznych tych
kompartmentow od siebie, od dotu zasobnik wyposazony jest w podstawe stanowiaca
zamkniecie kompartmentu dolnego, od gory zasobnik wyposazony jest w zamknigcie
kompartmentu  goérnego, natomiast przy potaczeniu  kompartmentu  gornego
z kompartmentem $rodkowym, to jest w kompartmencie gornym przy jego podstawie albo
korzystniej] w kompartmencie srodkowym przy jego gornej krawedzi, zamontowany jest
pierscien stabilizujgcy, na ktorym stabilnie zamontowana, na przyktad przyklejona jest
jatlowa kolagenowa membrana z kolagenu pochodzenia ludzkiego lub zwierzecego do
hodowli ludzkich fibroblastow. Korzystniej jest gdy pierscien stabilizujacy membrane jest
umiejscowiony przy goérne] krawedzi kompartmentu srodkowego, gdyz tatwiej montuje si¢

go na goére kompartmentu srodkowego niz przy krawedzi dolnej kompartmentu goérnego.



Korzystnie, wysoko§¢ kompartmentu dolnego stanowi 2/3 wysokosci kompartmentu
gérnego, natomiast wysokos¢ kompartmentu srodkowego stanowi 1/3  wysokosci
kompartmentu gérnego, a przestona w kompartmencie goérnym usytuowana jest na 1/3
wysokosci tego kompartmentu patrzac od podstawy.

Korzystnie, pierscien stabilizujacy membrane kolagenowa zamontowany jest w sposob
umozliwiajacy jego rotacje (wraz z zamontowang na nim membrang) o 360° wokdt osi
obrotu prostopadie] do osi wzdluznej zasobnika. Obrét pierscienia z membrang umozliwia
zmiang kata nachylenia membrany, dajac mozliwos¢ selektywne] kontroli wzrostu
fibroblastow w réznych czesciach tej membrany.

Korzystnie, gorne zamkniecie kompartmentu gornego stanowi nakretka gwintowana.

Korzystnie, zasobnik wyposazony jest w filtr mikrobiologiczny zapobiegajacy
kontaminacji mikroorganizmow, umieszczony w gornej czesci kompartmentu gornego,
najkorzystniej w zamknieciu kompartmentu gornego, tak by znajdowat sie nad podtozem
plynnym do hodowli komorkowej. Mikroorganizmy z otaczajacego powietrza: bakterie,
wirusy 1 grzyby kontaminuja, nadkazaja podtoze i moga doprowadzi¢ do smierci komorek,
stad pozadane jest zastosowanie w/w filtra celem odizolowania podtoza od dostepu tychze
mikroorganizmow.

Korzystnie, membrana kolagenowa ma srednice nie wigksza niz 40 mm, najkorzystniej
miedzy 30 a 40 mm, bowiem powyzej tej Srednicy po kilku dniach hodowli membrana moze
sig odksztalca¢, a nawet zapas¢ do srodka pod cigzarem wyhodowanych komorek.

Korzystnie, wysokos¢ kompartmentu S$rodkowego jest nie nizsza niz 30 mm, co
zapewnia odpowiednia 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 komorkowej i przeznaczenia
biologicznego zasobnika, to jest w zaleznosci od rodzaju podioza, pozadanego stopnia
rozhodowania fibroblastow, wielkosci membrany do hodowli.

Korzystnym jest, gdy pierscien stabilizujgcy wykonany jest z tworzywa sztucznego,
polimerowego, na przyktad silikonowego, co zapewnia odpowiednig elastycznos¢ elementu,
wynikajaca z inercji materiatu.

Réwniez korzystnym jest, gdy poszczegolne kompartmenty zasobnika wykonane sa
z tworzywa sztucznego, zwlaszcza z poli(tetrafluoroetylenu) (PTFE) albo plastiku albo ze
szkla. Natomiast niekorzystnym byloby stosowanie materialéw metalowych, ktére

niekorzystnie wptywaja na hodowane komorki.



Korzystnie, w zamknigciu kompartmentu géornego zamontowane jest ztacze dozujace dla
pipety, ktore umozliwia sterylne dodawanie dodatkowych substancji do podloza
w kompartmencie gérmym, w trakcie hodowli, w tym np. substancji zapobiegajacych
kontaminacji bakteryjnej lub grzybiczej podtoza lub srodkow wspomagajacych wzrost
komorek (sterydy).

Struktura przestrzenna uzyskanej hodowli fibroblastow jest zalezna migdzy innymi od
podtoza wzrostu oraz warunkow prowadzenia hodowli komorek adaptowanych na blonie
biologicznej. W odroznieniu od klasycznej hodowli komorkowej, wzrost komoérek na
powierzchni bton kolagenowych wymaga dodatkowych elementéw wspomagajacych
proliferacje, migracje oraz adhezje komorek. W zwigzku z tym istotne jest zapewnienie
regularnej wymiany - podczas wzrostu komodrek - podloza, ktore stanowi $rodowisko

inkubacji 1 metabolizmu, zapobiegajac w ten sposob wyczerpaniu sktadnikow odzywezych.

Ponizej opisano zasade przygotowania zasobnika do uzytku i zasade dziatania tego
urzadzenia wedtug wynalazku.
Przy polaczeniu kompartmentu srodkowego z gérnym montuje si¢ pierscien stabilizujacy,
a na nim stabilnie montuje si¢ membrane kolagenowa. Nastgpnie wszystkie trzy
kompartmenty taczy si¢ ze soba, przy czym urzadzenie wyposaza si¢ w dwie przestony
poprzeczne, jedna na polaczeniu kompartmentu dolnego ze srodkowym, a druga
w kompartmencie gornym.
W celu przeprowadzenia procesu hodowli fibroblastow otwiera si¢ zamkniecie
kompartmentu goérnego oraz goérng przestone umieszczong w kompartmencie gornym,
a zamyka sie przestone dolng umieszczong na potaczeniu kompartmentu dolnego
i srodkowego. Nastepnie do zasobnika wprowadza sie od gory ptynne podtoze
z rozhodowanymi fibroblastami w ilosci podtoza nie wigkszej niz pojemnos¢ kompartmentu
dolnego, korzystnie rownej pojemnosci kompartmentu dolnego, a zapelniajacej,
najkorzystniej w pelni, przestrzen pomigdzy przestona dolng a gérng i zamyka si¢ szczelnie
przestong goérna (niepelne zapelnienie wspomniane] przestrzeni 1 zostawienie puste]
przestrzeni moze sprzyja¢é rozwojowi kontaminantéw mikrobiologicznych - grzybdw,
bakterii w powietrzu). Nastepnie do zasobnika nad przestone gorng wprowadza sig
dodatkowa porcje swiezego podtoza do hodowli fibroblastow, w ilosci podtoza nie wigkszej
niz pojemno$¢ kompartmentu dolnego, korzystnie réwnej] pojemnosci kompartmentu
dolnego, po czym zamyka si¢ zamknigcie kompartmentu gornego, ktére korzystnie zawiera

filtr mikrobiologiczny. Na tym etapie rozpoczyna si¢ proces hodowli fibroblastéw na



membranie kolagenowej. Poprzez ztacze dozujace dla pipety mozna sterylnie dodawac
dodatkowe substancje do podtoza w trakcie hodowli, w tym np. substancji zapobiegajacych
kontaminacji bakteryjnej lub grzybiczej podioza lub srodkow wspomagajacych wzrost
komorek (sterydy).

Po odpowiednim czasie, korzystnie w przedziale 24-48 godzin, otwiera si¢ dolng przestong
i usuwa zuzyte podtoze do dolnego kompartmentu zasobnika 1 ponownie zamyka si¢ dolna
przestone. Nastepnie otwiera si¢ gorng przestone wprowadzajac w ten sposob porcje
swiezego podtoza w przestrzen miedzy przestone dolng a gorna, po czym gbrng przestone
si¢ zamyka 1 zostawia catos¢ na czas od 48 do 72 godzin kontynuujac proces hodowli
w swiezym podtozu, natomiast kompartment dolny odtgcza si¢ 1 usuwa/wylewa zuzyte
podloze, po czym ponownie przytacza sie go do kompartmentu srodkowego. Caly proces
mozna powtarza¢ wedtug potrzeb.

Rozwiazanie wedtug wynalazku zapewnia uzycie dedykowanego podloza ptynnego -
stanowigcego standardowo stosowang mieszanine skladnikow odzywczych - jako
srodowiska wzrostu komorek, zapewniajac stabilny i niezaklocony wzrost komodrek bez
koniecznos$ci uzycia sekwencji wymiany podtoza, a jednoczesnie umozliwia homogenny
1 atraumatyczny wzrost komorek na membranie, ktora zostanie zainstalowana w procedurze
chirurgii kosci wyrostka zebodolowego. Jako uniwersalne rozwigzanie moze zostac
wykorzystane w technice sterowanej regeneracji tkanek (GTR - Guided Tissue
Regeneration) oraz kosci (GBR - Guided Bone Regeneration - inaczej augmentacja), a takze
dla badania morfologii monowarstwy fibroblastow z uzyciem technik mikroskopowych.
Zastosowanie rotujagcego pierscienia stabilizujacego membrang w zasobniku umozliwia
zrbznicowany, dwustronny wzrost komorek na obu powierzchniach membrany.

Zaleta rozwigzania jest zredukowanie catkowitego czasu przeznaczonego na procedure
hodowli fibroblastow ludzkich na heterogennym/allogennym nos$niku kolagenowym,
ograniczenie czynnosci przygotowawczych wykonywanych przez personel, atraumatyczne
przygotowanie implantowanej membrany powleczonej monowarstwa fibroblastéw oraz
redukcja ryzyka uszkodzenia hodowli fibroblastow wynikajaca ze wzrostu komoérek na
biologicznym podtozu kolagenowym.

Z uwagi na fakt, ze $rednica zasobnika o przekroju okraglym wynosi optymalnie do
40 mm oraz biorac pod uwage wymagang objetos¢ substancji pltynnej stuzacej do hodowli,
a gromadzonej w zasobniku, minimalna wysokos¢ catego zasobnika wedlug koncepcji

wynalazku powinna wynosi¢ w zakresie od 15 cm do 25 cm w zaleznosci od rodzaju



hodowli komorkowej 1 przeznaczenia biologicznego zasobnika.

Okresowa wymiana podtoza w poszczegoOlnych sekcjach podlega regulacji za pomoca
systemu dwoch przeston. Taki uklad zapewnia stabilng kultywacje fibroblastow
w warunkach in vitro.

Przedmiot wynalazku jest uwidoczniony w przyktadzie wykonania na rysunku, na
ktérym fig. 1 przedstawia schematycznie zasobnik po potaczeniu poszczegdlnych
elementow w widoku z boku, fig. 2 - zasobnik w widoku z gory, fig. 3 - zasobnik przed
potaczeniem poszczegolnych elementow w widoku z boku, fig. 4 - przestone poprzeczna
w widoku z gory, a fig. 5 - pierscien stabilizujacy z zamontowang na nim membrang
kolagenowa w widoku z géry.

Przyklad 1

Przyktadowy kompartmentowy zasobnik do hodowli i namnazania powierzchniowego
ludzkich autologicznych fibroblastéw na nosniku membranowym sktada sie z trzech
kompartmentow (sekcji/modutow) w postaci tulei o takich samych $rednicach, to jest
kompartmentu dolnego (2), kompartmentu srodkowego (3) oraz kompartmentu goérnego (4),
taczonych ze soba w sposéb rozlaczny, w ktérych zamontowane sg dwie przestony
poprzeczne (5) z regulacja przeSwitu przestony od catkiem zamknietej do otwartej, przy
czym jedna przestona zamontowana jest w kompartmencie gornym a jedna na potaczeniu
kompartmentu dolnego i1 $rodkowego w sposdéb umozliwiajagcy odseparowanie komor
wewnetrznych tych kompartmentéw od siebie. Od dotu zasobnik wyposazony jest
w podstawe (1) stanowiaca zamknigcie kompartmentu dolnego (2), od goéry zasobnik
wyposazony jest w zamkniecie (6) kompartmentu gornego (4), natomiast przy potaczeniu
kompartmentu goérnego z kompartmentem srodkowym, a dokladnie w kompartmencie
srodkowym przy jego gornej krawedzi, zamontowany jest pierscien stabilizujacy (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 goérnego (4) wynoszacej 90 mm, natomiast wysoko$¢ kompartmentu
srodkowego (3) wynosi 30 mm i stanowi 1/3 wysokosci kompartmentu gornego (4),
a przestona (5) w kompartmencie gornym (4) usytuowana jest na 1/3 wysokosci tego
kompartmentu patrzac od podstawy (1).

Pierscien stabilizujacy (7) membrang kolagenowa (8) wykonany jest z tworzywa

silikonowego 1 zamontowany jest w sposéb umozliwiajacy jego rotacje (wraz



z zamontowang na nim membrang) o 360° wokdt osi obrotu prostopadte) do osi wzdtuznej
zasobnika. Gérne zamkniecie (6) kompartmentu gornego (4) stanowi nakretka gwintowana,
w ktorej znajduje si¢ filtr mikrobiologiczny zapobiegajacy kontaminacji mikroorganizmdéw,
a w zamknigciu (6) zamontowane jest zlacze dozujace (9) dla pipety. Membrana
kolagenowa (8) ma $rednice 30 mm. Poszczeg6lne kompartmenty (2), (3) i (4) zasobnika
wykonane sg z poli(tetrafluoroetylenu) (PTFE).

Przyklad 2

Przyktadowy kompartmentowy zasobnik do hodowli i namnazania powierzchniowego
ludzkich autologicznych fibroblastéw na nosniku membranowym sktada sie z trzech
kompartmentow (sekcji/modutow) w postaci tulei o takich samych srednicach, to jest
kompartmentu dolnego (2), kompartmentu srodkowego (3) oraz kompartmentu goérnego (4),
taczonych ze soba w sposéb rozlaczny, w ktérych zamontowane sg dwie przestony
poprzeczne (5) z regulacja przeSwitu przestony od catkiem zamknigtej do otwartej, przy
czym jedna przestona zamontowana jest w kompartmencie gornym a jedna na potaczeniu
kompartmentu dolnego i1 $rodkowego w sposdéb umozliwiajagcy odseparowanie komor
wewnetrznych tych kompartmentéw od siebie. Od dotu zasobnik wyposazony jest
w podstawe (1) stanowiaca zamknigcie kompartmentu dolnego (2), od goéry zasobnik
wyposazony jest w zamkniecie (6) kompartmentu gornego (4), natomiast przy potaczeniu
kompartmentu goérnego z kompartmentem srodkowym, a dokladnie w kompartmencie
gérnym przy jego podstawie, zamontowany jest pierscien stabilizujacy (7), na ktoérym
stabilnie zamontowana jest poprzez wklejenie jatowa kolagenowa membrana (8) z kolagenu
pochodzenia zwierzecego do hodowli ludzkich fibroblastow.

Wysokos¢ kompartmentu dolnego (2) wynosi 80 mm i stanowi 2/3 wysokosci
kompartmentu gérnego (4) wynoszace] 120 mm, natomiast wysoko$¢ kompartmentu
srodkowego (3) wynosi 40 mm i stanowi 1/3 wysokosci kompartmentu gornego (4),
a przestona (5) w kompartmencie gornym (4) usytuowana jest na 1/3 wysokosci tego
kompartmentu patrzac od podstawy (1).

Pierscien stabilizujacy (7) membrang kolagenowa (8) wykonany jest z tworzywa
polimerowego. Goérne zamkniecie (6) kompartmentu gérnego (4) stanowi nakretka
gwintowana wyposazona w ztacze dozujace (9) dla pipety. Membrana kolagenowa (8) ma

srednicg 40 mm. Poszczegolne kompartmenty (2), (3) i (4) zasobnika wykonane sa ze szkla.

Rozwiazanie wedlug wynalazku moze znalez¢ zastosowanie do uzycia klinicznego

w przypadku procedur chirurgii periodontologicznej, chirurgii wyrostka zg¢bodolowego
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(technika sterowanej regeneracji tkanek) i/lub chirurgii estetycznej. Kilkukompartmentowy
modut dla komoérkowego podioza hodowlanego z nosnikiem membranowym dla
fibroblastow umozliwia efektywne i atraumartyczne pozyskanie warstwy autologicznych
fibroblastow na membranie kolagenowej w warunkach klinicznych do zastosowania
miedzy innymi podczas zabiegdow regeneracyjnych w obrebie jamy ustnej. Heterogenna,
resorbowalna membrana kolagenowa, najczescie] pochodzenia swinskiego, umozliwia
sterowang regeneracje tkanek przyzebia (GTR), zapewniajac przyspieszone odtworzenie

uszkodzonej/zresorbowanej kosci wyrostka zebodotowego.



