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Inventia se referd la medicina regenerativa si ingineria tisulara si poate fi utilizata pentru izolarea culturilor celulare
predestinate transplantarii sau testarii in vitro a diferitor compusi sau substante.

Este cunoscuta metoda de utilizare a serului fetal bovin, pentru a face suprafata de cultura celulara mai aderenta, cu
scop de atasare a explantului din care se doreste obtinerea fibroblastelor. Serul fetal bovin se introduce in vasul de
cultura celulara in volum suficient pentru a acoperirea intregii suprafeti de cultura celulara. Dupa care bucatile de
explant se introduc in vasul de cultura celulara, se ataseaza de suprafata aderenta si se adauga mediul de cultura in
volum suficient, astfel incat fragmentele de explant sa raimana atasate la suprafata vasului de cultura. In decurs de
7...10 zile in jurul explantului apar colonii celulare, iar la 2...3 saptamani bucatile de explant se inlatura complet si
se adauga un volum de mediu de cultura celulara corespunzator vasului utilizat. Intr-o perioada de aproximativ 30
zile fibroblastele ajung la o confluenta de 70...80% pe o suprafati de culturi celulari de 75 cm? [1].

Dezavantajele acestei metode sunt utilizarea unei substante suplimentare pentru prelucrarea suprafetei de culturad
celulara cu scop de a creste adeziunea explantelor, timp suplimentar pentru pregatirea suprafetei de cultura celulara
ce prezintd un potential risc de contaminare, supraconfluenta celulard din jurul explantului cu repartizarea
neuniforma a celulelor prin vasul de cultura celulara, dar si durata indelungata de cultivare celulara insotita de riscul
inalt de contaminare si infectare.

Mai este cunoscuta metoda de utilizare a colagenului de tip I, gelatinei sau fibronectinei pentru prelucrarea
suprafetei de cultura celulara cu scop de a creste adeziunea explantului fatd de ea. Aceasta constd in aceea ci se
toarnd intr-un vas de cultura celulara a 0,5 ml de suspensie de colagen de tip I, gelatind sau fibronectina pe o
suprafata de 25 cm?, care este uniforma pe intreaga suprafati de cultura celulars, dupa care vasul de cultura celulara
se incubeaza la temperatura de 37°C, timp de 3 ore ca suprafata sa se usuce. Apoi suprafata prelucrata este spalata o
data cu solutie de tampon fosfat salin cu calciu si magneziu si o data cu mediu de cultura celulara. Explantele pot fi
obtinute din tesuturile hepatic, cardiac, ovarian si testicular, iar dimensiunile acestora fiind de 1...2 mm3. Dupa
spalarea explantelor in mediu pentru cultura celulara, bucatile de explant de acelasi tip de tesut se distribuie uniform
pe suprafata prelucrata a vasului de cultura celulara, la care se adauga volumul de mediu pentru culturi celulare
specific vasului utilizat. Durata de cultivare pentru a obtine pe o suprafati de 25 cm? a unui monostrat confluent de
celule variaza intre 7 si 21 de zile in dependenta de tipul tesutului utilizat in calitate de explant, substanta utilizata
pentru a creste aderenta la suprafata de cultura celulara si cantitatea de explante aderate la aceasta suprafata [2].
Dezavantajele acestei metode sunt utilizarea unor substante suplimentare pentru prelucrarea suprafetei de cultura
celulara cu scop de a creste adeziunea explantelor, costul inalt al substantelor utilizate, timp suplimentar pentru
pregatirea suprafetei de cultura celulara ce prezinta un risc potential de contaminare, riscul inalt de detasare a
explantelor, supraconfluenta celulara din jurul explantului cu repartizarea neuniforma a celulelor prin vasul de
cultura celulara, dar si durata indelungata de cultivare celulara insotita de riscul inalt de contaminare si infectare.

Mai este cunoscuta metoda de izolare prin explant a celulelor epiteliale bronhiale primare, unde, pentru a face
suprafata de cultura celulara mai aderenta se foloseste mediul de cultura celulara. Dupa prelucrarea minutioasa a
suprafetei de cultura celulara a vasului utilizat si aspirarea excesului de mediu, vasul de cultura celulara se incubeaza
la temperatura de 37°C, 50% umiditate, 5% CO2, timp de 1...2 ore ca suprafata de cultura sa se usuce. Apoi pe
suprafata de cultura celulara se creaza defecte de care se ataseaza bucatile de explant si se adauga un volum de
mediu de cultura celulara corespunzator vasului utilizat. La aproximativ 4 saptamani cand celulele epiteliale acopera
o suprafata de 1...2 cm? in jurul explantului, acestea se transfera in alt vas, unde se ataseaza de defectele create si
continua procesul de izolare [3].

Dezavantajele acestei metode sunt necesitatea timpului suplimentar pentru pregatirea suprafetei de cultura celulara
ce prezinta un risc potential de contaminare, atasarea slaba a explantului la suprafata de cultura celulara cu
posibilitatea detasarii acestuia la orice miscare a vasului de cultura celulara sau in procesul schimbarii mediului de
cultura, supraconfluenta celulara in jurul explantului cu repartizarea neuniforma a celulelor prin vasul de cultura
celulara si durata indelungata de cultivare celulara insotita de riscul inalt de contaminare si infectare.

Problema pe care o rezolva inventia consta in elaborarea unei metode care permite izolarea mai rapida, mai ieftina si
mai sigura a tipului de celulele dorit prin metoda de explant.

Esenta inventiei consta in aceea cd se amplaseaza un explant intr-un vas pentru culturd celulard, in care se toarna
mediu de cultura celulara, astfel incat explantul sa fie suspendat in mediu, care se incubeaza la temperatura de 37°C,
5% CO; si in mediu umed, timp de 3...4 zile, dupa care se schimba mediul de cultura celulara si se toarnd un volum
redus de mediu, astfel incit explantul si fie atasat la suprafata mediului de culturd si se incubeaza in aceleasi
conditii. Mediul de cultura se schimba peste fiecare 24...48 ore, apoi dupa aparitia coloniilor celulare in jurul
explantului, acesta se amplaseaza in alta parte a vasului de culturd cu addugarea de mediu de cultura intr-un volum
pentru mentinerea explantului la suprafata mediului de culturd. Numarul de schimbari a locului explantului depinde
de marimea vasului pentru culturd celulard, iar izolarea celulelor se efectueaza pana in momentul cand timp de mai
mult de 7 zile nu are loc trecerea celulelor de pe explant pe suprafata mediului cu formarea de colonii celulare.
Rezultatul inventiei consta in lipsa cheltuielilor suplimentare pentru achizitia diferitor substante, necesare pentru
aderenta explantului la suprafata de culturd celulard, totodatd consta in prezervarea unei cantitati mari de resurse ca
timpul si reactivele, dar si posibilitatea de izolare a unei game vaste si numeroase de celule animale intr-o perioada
scurtd de timp din tesuturi diferite in cadrul unei proceduri.

Avantajele metodei constau in prevenirea contaminarii vasului pentru cultura celulara, lipsa necestatii de utilizare a
unor reactivi suplimentari costisitori, aderarea ferma a tesutului la suprafata de cultura celulara fara riscul detasarii si
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izolarea stabila a unui numar mare de celule intr-o perioada scurtd de timp dintr-o cantitate mica de tesut in cadrul
unei proceduri.

Inventia se explica prin desenele din figurile 1-4, care reprezinta:

- fig. 1, multiplicarea celulelor pe suprafata explantului suspendat in mediul de culturé;

- fig. 2, trecerea celulelor pe suprafata de cultura celulara la atagarea sau aderarea explantului;

- fig. 3, migrarea explantului prin vasul de cultura celulara;

- fig. 4, transferul explantului dintr-un vas de cultura celulara in altul.

Metoda de izolare a celulelor constd in aceea ca se amplaseaza explantul 2 in vasul pentru cultura celulara 1, in care
se toarnd un volum 4 de mediu de cultura celulara 3 (fig. 1), astfel incat explantul 2 sé fie suspendat in mediu, care
se introduce in incubator la temperatura de 37°C, 5% CO2 si mediu umed, timp 3...4 zile, dupa care se schimba
mediul de cultura celulara 3 si se toarnd un volum redus de mediu 5, astfel incat explantul 2 s3 fie atasat la suprafata
mediului de culturd 3 (fig. 2) si se incubeaza in aceleasi conditii, mediul de culturd 3 se schimba peste fiecare
24...48 ore, apoi dupa aparitia coloniilor celulare 7 in jurul explantului, el se amplaseaza in altd parte 8 a vasului de
culturd 1 cu addugarea de mediu de culturd in volumul 5 pentru a mentine explantul atasat la suprafata mediului de
culturd (fig. 3), schimbarea locului explantului depinde de marimea vasului pentru culturd celulard, iar izolarea
celulelor 6 se efectucazd pana in momentul cand timp de mai mult de 7 zile nu are loc trecerea celulelor de pe
explant pe suprafata mediului cu formarea coloniilor celulare 7. Odata ce numarul de colonii celulare 7 a ajuns la un
numdr suficient pentru o cultura celulard normald, explantul 2 se transferd 9 in alt vas de cultura celulara (fig. 4) si
se repeta aceleasi etape, evitand faza de suspendare a explantului 2 in mediul de cultura celulara 3.

Se preleveaza in conditii sterile o bucata mica de tesut animal din care se vor obtine explantul 2, care se introduce
intr-o eprubetd cu mediul de cultura celulard 3 preincilzit. in laborator tesutul prelevat pentru obtinerea explantelor
se spala cu solutii de tampon si mediu de cultura celulari calde. Se introduce intr-0 cutie Petri si se marunteste pana
la dimensiuni de 0,5x1x2....5x10x10 mm, dupa care se introduce in vasul de culturd celulard 1, unde se toarna
mediul de cultura celulard 3 intr-un volum suficient 4, care sd asigure suspendarea explantului 2. Vasul de cultura
celulara 1 se introduce in incubator la temperatura de 37°C, 5% CO> si mediu umed, pentru a asigura multiplicarea
celulelor 6 de pe suprafata explantului 2. Peste 3....4 zile se schimba mediul de culturd celulard 3 si se adauga un
volum suficient 5, ca nivelul mediului 3 sd nu permitd detasarea explantului 2 si sa-1 mentind atasat la suprafata
mediului de culturd celulard. Vasul 1 se incubeaza in aceleasi conditii, iar mediul se schimba peste fiecare 24...48
ore. Volumul mediului 3 se mareste pana la valori corespunzatoare volumului specific vasului de cultura celulara 1
utilizat, in cazul in care explantul 2 aderd la suprafata mediului de cultura celulard. Atunci cand in jurul explantului
2 apare un numar suficient de celule formatoare de colonii 7, explantul 2 este amplasat in alta parte 8 a vasului de
cultura celulard 1, dupa care se adauga un volum mic 5 de mediu de cultura celulara 3, astfel incét nivelul acestuia
sa asigure atagarea explantului 2 la vasul pentru cultura celulara 1. Dupa schimbul 8 de 2....5 ori a explantului 2 prin
vasul de culturd celularda 1, cu obtinerea unui numar suficient de celule formatoare de colonii 7, explantul 2 se
transfera 9 in alt vas de culturd celulara, unde se adaugd un volum suficient 5 de mediu de cultura celulara 3, incat
nivelul acestuia s3 nu detaseze explantul 2 de pe suprafata de culturd celulara. Izolarea celulelor prin control
volumetric si migrare a explantului are loc pand la momentul cand timp de mai mult de 7 zile nu are loc trecerea
celulelor de pe explant cu formarea de colonii celulare 7. Deci, cu cit mai mare va fi numarul de transferuri dintr-un
vas in altul 9, cu atat va fi mai mare numarul de celule izolate.

Exemplu

Pentru izolarea fibroblastelor, in conditii sterile, sub anestezie generala de la un iepure s-a prelevat o bucatd de
derma si s-a introdus in mediul de cultura specific fibroblastelor preincilzit. Eprubeta s-a dus in laborator, iar dupa
prelucrare cu antiseptice s-a introdus in hota cu flux laminar de aer. Tesutul dermal s-a spilat de 3 ori cu HBSS si
mediu de culturd, dupa care a fost introdus intr-0 cutie Petri si sectionat in 2 bucati de aproximativ 2x4x5 mm
fiecare. Apoi bucatile de explant s-au introdus intr-o cutie Petri din plastic de 60 mm in diametru, in care s-au turnat
6 ml de mediu de culturd pentru cultura fibroblastelor. Cutia Petri cu bucatile de tesut au fost incubate la temperatura
de 37°C, 5% CO; si mediu umed, timp de 3 zile, ulterior mediul de cultivare a fost schimbat, iar volumul turnat
inapoi a fost redus pana la 2 ml, dupa care cutia Petri s-a introdus in incubator in aceleasi conditii. Peste 2 zile
mediul de cultura s-a schimbat, adaugand 5 ml si s-a incubat repetat. La 2 zile s-a examinat sub microscop,
determinand langa explante multe celule formatoare de colonii, dupa care explantele au fost mutate spre polii opusi
ai cutiei Petri si incubate cu 2 ml de mediu de cultura pentru 2 zile in aceleasi conditii. Dupa examinarea
microscopica, au fost iardsi depistate celule formatoare de colonii, iar explantele au fost transferate in alta cutie Petri
cu 2 ml de mediu de cultura, iar in cutia Petri cu colonii de fibroblaste s-au adaugat 5 ml de mediu de cultura pentru
cultivarea fibroblastelor, care au fost cultivate pana la o confluenta de 70...80%, timp de 4 zile. Apoi fibroblastele
au fost subcultivate intr-un flacon de 75 cm?, timp de 3 zile, obtinand 3,32 x108 fibroblaste, care la randul lor au fost
subcultivate repetat in 4 flaconane de 75 cm?, timp de 3 zile. Astfel, obtinand la un termen de 19 zile de la inceputul
izolarii fibroblastelor in al 3-lea pasaj 1,28 x107 celule. Din bucitile de explant s-au izolat fibroblaste pe parcursul a
3 pasaje consecutive.



