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Invenţia se referă la medicina regenerativă şi ingineria tisulară şi poate fi utilizată pentru izolarea culturilor celulare 

predestinate transplantării sau testării in vitro a diferitor compuşi sau substanţe.   

Este cunoscută metoda de utilizare a serului fetal bovin, pentru a face suprafaţa de cultură celulară mai aderentă, cu 

scop de ataşare a explantului din care se doreşte obţinerea fibroblastelor. Serul fetal bovin se introduce în vasul de 

cultură celulară în volum suficient pentru a acoperirea întregii suprafeţi de cultură celulară. După care bucăţile de 

explant se introduc în vasul de cultură celulară, se ataşează de suprafaţa aderentă şi se adaugă mediul de cultură în 

volum suficient, astfel încât fragmentele de explant să rămână ataşate la suprafaţa vasului de cultură. În decurs de 

710 zile în jurul explantului apar colonii celulare, iar la 23 săptamâni bucăţile de explant se înlătură complet şi 

se adaugă un volum de mediu de cultură celulară corespunzător vasului utilizat. Într-o perioadă de aproximativ 30 

zile fibroblastele ajung la o confluenţă de 7080% pe o suprafaţă de cultură celulară de 75 cm2 [1].  

Dezavantajele acestei metode sunt utilizarea unei substanţe suplimentare pentru prelucrarea suprafeţei de cultură 

celulară cu scop de a creşte adeziunea explantelor, timp suplimentar pentru pregătirea suprafeţei de cultură celulară 

ce prezintă un potenţial risc de contaminare, supraconfluenţa celulară din jurul explantului cu repartizarea 

neuniformă a celulelor prin vasul de cultură celulară, dar şi durata îndelungată de cultivare celulară însoţită de riscul 

înalt de contaminare şi infectare.  

Mai este cunoscută metoda de utilizare a colagenului de tip I, gelatinei sau fibronectinei pentru prelucrarea 

suprafeţei de cultură celulară cu scop de a creşte adeziunea explantului faţă de ea. Aceasta constă în aceea că se 

toarnă într-un vas de cultură celulară a 0,5 ml de suspensie de colagen de tip I, gelatină sau fibronectină pe o 

suprafaţă de 25 cm2, care este uniformă pe întreaga suprafaţă de cultură celulară, după care vasul de cultură celulară 

se incubează la temperatura de  37°C, timp de 3 ore ca suprafaţa să se usuce. Apoi suprafaţa prelucrată este spălată o 

dată cu soluţie de tampon fosfat salin cu calciu şi magneziu şi o dată cu mediu de cultură celulară. Explantele pot fi 

obţinute din tesuturile hepatic, cardiac, ovarian şi testicular, iar dimensiunile acestora fiind de 12 mm3. După 

spălarea explantelor în mediu pentru cultură celulară, bucăţile de explant de acelaşi tip de ţesut se distribuie uniform 

pe suprafaţa prelucrată a vasului de cultură celulară, la care se adaugă volumul de mediu pentru culturi celulare 

specific vasului utilizat. Durata de cultivare pentru a obţine pe o suprafaţă de 25 cm2 a unui monostrat confluent de 

celule variază între 7 şi 21 de zile în dependenţă de tipul ţesutului utilizat în calitate de explant, substanţa utilizată 

pentru a creşte aderenţa la suprafaţa de cultură celulară şi cantitatea de explante aderate la această suprafată [2].  

Dezavantajele acestei metode sunt utilizarea unor substanţe suplimentare pentru prelucrarea suprafeţei de cultură 

celulară cu scop de a creşte adeziunea explantelor, costul înalt al substanţelor utilizate, timp suplimentar pentru 

pregătirea suprafeţei de cultură celulară ce prezintă un risc potenţial de contaminare, riscul înalt de detaşare a 

explantelor, supraconfluenţa celulară din jurul explantului cu repartizarea neuniformă a celulelor prin vasul de 

cultură celulară, dar şi durata îndelungată de cultivare celulară însoţită de riscul înalt de contaminare şi infectare.  

Mai este cunoscută metoda de izolare prin explant a celulelor epiteliale bronhiale primare, unde, pentru a face 

suprafaţa de cultură celulară mai aderentă se foloseşte mediul de cultură celulară. După prelucrarea minuţioasă a 

suprafeţei de cultură celulară a vasului utilizat şi aspirarea excesului de mediu, vasul de cultură celulară se incubează 

la temperatura de 37°C, 50% umiditate, 5% CO2, timp de 12 ore ca suprafaţa de cultură să se usuce. Apoi pe 

suprafaţa de cultură celulară se crează defecte de care se atasează bucăţile de explant şi se adaugă un volum de 

mediu de cultură celulară corespunzător vasului utilizat. La aproximativ 4 săptămâni când celulele epiteliale acoperă 

o suprafaţă de 12 cm2 în jurul explantului, acestea se transferă în alt vas, unde se ataşează de defectele create şi 

continuă procesul de izolare [3]. 

Dezavantajele acestei metode sunt necesitatea timpului suplimentar pentru pregătirea suprafeţei de cultură celulară 

ce prezintă un risc potenţial de contaminare, ataşarea slabă a explantului la suprafaţa de cultură celulară cu 

posibilitatea detaşării acestuia la orice mişcare a vasului de cultură celulară sau în procesul schimbării mediului de 

cultură, supraconfluenţa celulară în jurul explantului cu repartizarea neuniformă a celulelor prin vasul de cultură 

celulară şi durata îndelungată de cultivare celulară însotită de riscul înalt de contaminare şi infectare.  

Problema pe care o rezolvă invenţia constă în elaborarea unei metode care permite izolarea mai rapidă, mai ieftină şi 

mai sigură a tipului de celulele dorit prin metoda de explant. 

Esenţa invenţiei constă în aceea că se amplasează un explant într-un vas pentru cultură celulară, în care se toarnă 

mediu de cultură celulară, astfel încât explantul să fie suspendat în mediu, care se incubează la temperatura de 37°C, 

5% CO2 şi în mediu umed, timp de 34 zile, după care se schimbă mediul de cultură celulară şi se toarnă un volum 

redus de mediu, astfel încât explantul să fie ataşat la suprafaţa mediului de cultură şi se incubează în aceleaşi 

condiţii. Mediul de cultură se schimbă peste  fiecare 2448 ore, apoi după apariţia coloniilor celulare în jurul 

explantului, acesta se amplasează în altă parte a vasului de cultură cu adăugarea de mediu de cultură într-un volum 

pentru menţinerea explantului la suprafaţa mediului de cultură. Numărul de schimbări a locului explantului depinde 

de mărimea vasului pentru  cultură celulară, iar izolarea celulelor se efectuează până în momentul când timp de mai 

mult de 7 zile nu are loc trecerea celulelor de pe explant pe suprafaţa mediului cu formarea de colonii celulare. 

Rezultatul invenţiei constă în lipsa cheltuielilor suplimentare pentru achiziţia diferitor substanţe, necesare pentru 

aderenţa explantului la suprafaţa de cultură celulară, totodată constă în prezervarea unei cantităţi mari de resurse ca 

timpul şi reactivele, dar şi posibilitatea de izolare a unei game vaste şi numeroase de celule animale într-o perioadă 

scurtă de timp din ţesuturi diferite în cadrul unei proceduri. 

Avantajele metodei constau în prevenirea contaminării vasului pentru cultura celulară, lipsa necestăţii de utilizare a 

unor reactivi suplimentari costisitori, aderarea fermă a ţesutului la suprafaţa de cultură celulară fără riscul detaşării şi 
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izolarea stabilă a unui număr mare de celule într-o perioadă scurtă de timp dintr-o cantitate mică de ţesut în cadrul 

unei proceduri. 

Invenţia se explică prin desenele din figurile 1-4, care reprezintă:  

- fig. 1, multiplicarea celulelor pe suprafaţa explantului suspendat în mediul de cultură; 

- fig. 2, trecerea celulelor pe suprafaţa de cultură celulară la ataşarea sau aderarea explantului; 

- fig. 3, migrarea explantului prin vasul de cultură celulară; 

- fig. 4, transferul explantului dintr-un vas de cultură celulară în altul. 

Metoda de izolare a celulelor constă în aceea că se amplasează explantul 2 în vasul pentru cultură celulară 1, în care 

se toarnă un volum 4 de mediu de cultură celulară 3 (fig. 1), astfel încât explantul 2 să fie suspendat în mediu, care 

se introduce în incubator la temperatura de 37°C, 5% CO2 şi mediu umed, timp 34 zile, după care se schimbă 

mediul de cultură celulară 3 şi se toarnă un volum redus de mediu 5, astfel încât explantul 2 să fie ataşat la suprafaţa 

mediului de cultură 3 (fig. 2)  şi se incubează în aceleaşi condiţii, mediul de cultură 3 se schimbă peste  fiecare 

2448 ore, apoi după apariţia coloniilor celulare 7 în jurul explantului, el se amplasează în altă parte  8 a vasului de 

cultură 1 cu adăugarea de mediu de cultură în volumul 5 pentru a menţine explantul ataşat la suprafaţa mediului de 

cultură (fig. 3), schimbarea locului explantului depinde de mărimea vasului pentru  cultură celulară, iar izolarea 

celulelor 6 se efectuează până în momentul când timp de mai mult de 7 zile nu are loc trecerea celulelor de pe 

explant pe suprafaţa mediului cu formarea coloniilor celulare 7. Odată ce numărul de colonii celulare 7 a ajuns la un 

număr suficient pentru o cultură celulară normală, explantul 2 se transferă 9 în alt vas de cultură celulară (fig. 4)  şi 

se repetă aceleaşi etape, evitând faza de suspendare a explantului 2 în mediul de cultură celulară 3. 

Se prelevează în condiţii sterile o bucată mică de ţesut animal din care se vor obţine explantul 2, care se introduce 

într-o eprubetă cu mediul de cultură celulară 3 preîncălzit. În laborator ţesutul prelevat pentru obţinerea explantelor 

se spală cu soluţii de tampon şi mediu de cultură celulară calde. Se introduce într-o cutie Petri şi se mărunţeşte până 

la dimensiuni de 0,5x1x2....5x10x10 mm, după care se introduce în vasul de cultură celulară 1, unde se toarnă 

mediul de cultură celulară 3 într-un volum suficient 4, care să asigure suspendarea explantului 2. Vasul de cultură 

celulară 1 se introduce în incubator la temperatura de 37°C, 5% CO2 şi mediu umed, pentru a asigura multiplicarea 

celulelor 6 de pe suprafata explantului 2. Peste 3....4 zile se schimbă mediul de cultură celulară 3 şi se adaugă un 

volum suficient 5, ca nivelul  mediului 3 să nu permită detaşarea explantului 2 şi să-1 menţină ataşat la suprafaţa 

mediului de cultură celulară. Vasul 1 se incubează în aceleaşi condiţii, iar mediul se schimbă peste fiecare 2448 

ore. Volumul mediului 3 se mareşte până la valori corespunzătoare volumului specific vasului de cultură celulară 1 

utilizat, în cazul în care explantul 2 aderă la suprafaţa mediului de cultură celulară. Atunci când în jurul explantului 

2 apare un număr suficient de celule formatoare de colonii 7, explantul 2 este  amplasat în altă parte 8 a vasului de 

cultură celulară 1, după care se adaugă un volum mic 5 de mediu de cultură celulară 3, astfel încât nivelul acestuia  

să asigure ataşarea explantului 2 la vasul pentru cultură celulară 1. După schimbul 8 de 2....5 ori a explantului 2 prin 

vasul de cultură celulară 1, cu obţinerea unui număr suficient de celule formatoare de colonii 7, explantul 2 se 

transferă 9 în alt vas de cultură celulară, unde se adaugă un volum suficient 5 de mediu de cultură celulară 3, încât 

nivelul acestuia  să nu detaşeze explantul 2 de pe suprafaţa de cultură celulară. Izolarea celulelor prin control 

volumetric şi migrare a explantului are loc până la momentul când timp de mai mult de 7 zile nu are loc trecerea 

celulelor de pe explant cu formarea de colonii celulare 7. Deci, cu cât mai mare va fi numarul de transferuri dintr-un 

vas în altul 9, cu atât va fi mai mare numărul de celule izolate. 

 

Exemplu  

Pentru izolarea fibroblastelor, în condiţii sterile, sub anestezie generală de la un iepure s-a prelevat o bucată de 

dermă  şi s-a introdus în mediul de cultură specific fibroblastelor  preîncîlzit. Eprubeta s-a dus în laborator, iar după 

prelucrare cu antiseptice s-a introdus în hota cu flux laminar de aer. Ţesutul dermal s-a spălat de 3 ori cu HBSS şi 

mediu de cultură, după care a fost introdus într-o cutie Petri şi secţionat în 2 bucăţi de aproximativ 2x4x5 mm 

fiecare. Apoi bucăţile de explant s-au introdus într-o cutie Petri din plastic de 60 mm în diametru, în care s-au turnat 

6 ml de mediu de cultură pentru cultura fibroblastelor. Cutia Petri cu bucăţile de ţesut au fost incubate la temperatura 

de 37°C, 5% CO2 şi mediu umed, timp de 3 zile, ulterior mediul de cultivare a fost schimbat, iar volumul turnat 

înapoi a fost redus până la 2 ml, după care cutia Petri s-a introdus în incubator în aceleaşi condiţii. Peste 2 zile 

mediul de cultură s-a schimbat, adăugând 5 ml şi s-a incubat repetat. La 2 zile s-a examinat sub microscop, 

determinând lângă explante multe celule formatoare de colonii, după care explantele au fost mutate spre polii opuşi 

ai cutiei Petri şi incubate cu 2 ml de mediu de cultură pentru 2 zile în aceleaşi condiţii. După examinarea 

microscopică, au fost iarăşi depistate celule formatoare de colonii, iar explantele au fost transferate în altă cutie Petri 

cu 2 ml de mediu de cultură, iar în cutia Petri cu colonii de fibroblaste s-au adăugat 5 ml de mediu de cultură pentru 

cultivarea fibroblastelor, care au fost cultivate până la o confluenţă de 7080%, timp de 4 zile. Apoi fibroblastele 

au fost subcultivate într-un flacon de 75 cm2, timp de 3 zile, obţinând 3,32 x106 fibroblaste, care la rândul lor au fost 

subcultivate repetat în 4 flaconane de 75 cm2, timp de 3 zile. Astfel, obţinând la un termen de 19 zile de la începutul 

izolării fibroblastelor în al 3-lea pasaj 1,28 x107 celule. Din bucăţile de explant s-au izolat fibroblaste pe parcursul a 

3 pasaje consecutive. 


