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1

Inventia se referd la biotehnologie, in special la

mediile de cultivare a celulelor umane si animale in
vitro.

Esenta inventiei constd in aceea cd mediul de
cultivare include un mediu de crestere standard cu
adaos de ser bovin, iar suplimentar contine capsi-
cozidd 3-O-[B-D-glucopiranozil (1—2)]-[p-D-gluco-
piranozil (1—3)]-B-D- glucopiranozil (1—4)-p-D-
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2
galactopiranozil  (1—3)-p-D-glucopiranozil-[(25R)-
Sa-furostan-2a, 3, 22a, 26-tetraol]-26-O-B-D-gluco-
piranozil in concentratie finala de 0,001%.
Revendicari: 1
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Descriere:
Inventia se refera la biotehnologie, si anume la mediile de cultivare a celulelor umane §i animale in

vitro.

Este cunoscut mediul nutritiv standard (Eagle; MEM-Eagle, mediul 199, hidrolizat de lactalbumina in
solutie de Honx + ser bovin in concentratie de 8...10%, antibiotice) utilizat in procesul de cultivare a
celulelor umane si animale [1].

Dezavantajul acestui mediu consta in aceea ca mediile standard nu asigurd o reproducere maximald a
culturilor celulare cultivate pentru obtinerea unui produs finit in cantitati sporite.

Problema pe care o rezolva inventia consta in extinderea asortimentului de substante biologic active
utilizate in biotehnologia de obtinere a masei de culturi celulare care ar permite sporirea cantitativa
evidentd a produsului finit, ulterior utilizate in virusologie pentru izolarea si identificarea virusurilor,
obtinerea anticorpilor monoclonali, fabricarea vaccinurilor etc.

Esenta inventiei consta in aceea ca mediul de cultivare include un mediu de crestere standard cu adaos
de ser bovin, iar suplimentar contine capsicozida 3-O-[B-D-glucopiranozil (1—2)]-[B-D-glucopiranozil
(1—3)]-B-D-glucopiranozil (1—4)-p-D-galactopiranozil (1—3)-p-D-glucopiranozil-[(25R)-5a-furostan-
20, 3B, 220, 26-tetraol]-26-O-B-D-glucopiranozil in concentratie finala de 0,001%.

Rezultatul inventiei constd in obtinerea mediului standard utilizat in cultivarea celulelor cu solutie de
capsicozidd 3-O-[B-D-glucopiranozil (1—2)]-[B-D-glucopiranozil (1—3)]-B-D- glucopiranozil (1—4)-3-
D-galactopiranozil (1—3)-p-D-glucopiranozil-[(25R)-5a-furostan-2a, 3p, 22a, 26-tetraol]-26-O-B-D-glu-
copiranozil, care sporeste cantitatea evidenta a produsului finit de 4 ori dupa 48...72 ori de incubare.

Capsicozida prezintd o substantd in forma de praf cristalic de culoare galbena-cafenie, rezistenta la
actiunea luminii, higroscopica, solubila in apd, termenul de pastrare in ambalaj ermetic la temperatura
camerei constituie 5 ani. Substanta fiind un metabolit al plantelor superioare nu poseda actiune cito- si
fitotoxica. Capsicozida se obtine prin extragerea din seminte de ardei in metanol de 70%. Extrasul se
usuci bine si se cromatografiazi repetat in coloan cu silicagel. in mediul propus numirul populational de
celule sporeste cel putin de 4 ori in comparatie cu mediile nutritive de referinta.

Exemplul 1. Prepararea culturii celulare primar tripsinizate de fibroblasti din embrionul uman (FEU).

Tesuturile trunchiului, membrelor superioare si inferioare ale embrionului uman la un termen de 2...4
luni de graviditate se maruntesc cu foarfecele in bucatele mici cu dimensiunile de 2...4 mm, apoi se spala
in solutie Henx cu pH 7,4 de trei ori. Tesuturile maruntite se tripsinizeaza. Suspensia celulara obtinuta se
sedimenteaza prin centrifugare timp de 15 min la 1500...2000 rot./min. Supernatantul se inlaturd, iar
suspensia de celule se introduce in frigider la temperatura de +4°C...+6°C pana la suplimentarea cu noi
fractii de celule din urmatoarele extracte. Extractiile de celule prin tripsinizare se efectueaza pana cand
supernatantul rdmane transparent.

Amestecul de suspensii celulare cumulativ obtinut in urma extractiilor se centrifugheaza timp de 15
min, la 1500...2000 rot./min. Dupa centrifugare supernatantul se inlaturd, iar celulele se resuspensioneaza
in mediu cu 0,5% hidrolizat de lactalbumina in solutie Henx pH 7,0. Sedimentul format din celule primar
tripsinizate, repetat se resuspensioneaza in mediu nutritiv de crestere pand la concentratia de 200 000
celule per 1 ml. in calitate de mediu de crestere se foloseste mediul suplimentat cu 0,5% hidrolizat de
lactalbumind in solutie Henx pH 7,0 sau mediul 199 in solutie Henx pH 7,2; la fiecare din ele se adauga
ser bovin in proportie de 10,0% si antibiotice in raportul 25 000 unititi penicilina, 25,0 mg streptomicina
la 100,0 ml mediu. Suspensia de celule suplimentatd cu ingredientele nominalizate se divizeaza in 2
jumatati. La una din ele se adauga solutie 10% de 3-O-[B-D-glucopiranozil (1—2)]-[B-D-glucopiranozil
(1—3)]-B-D- glucopiranozil (1—4)-p-D-galactopiranozil (1—3)-p-D-glucopiranozil-[(25R)-5a-furostan-
20, 3B, 220, 26-tetraol]-26-O-B-D-glucopiranozil, pregatit in prealabil in mediul 199 si sterilizat prin pléci
de filtru milipare cu diametrul porilor de 0,22 ?m (10® m), astfel incat concentratia finali a biosub-
stratului utilizat in mediul de crestere sa constituie 0,001%. Suspensia de celule primar tripsinizate de
fibroblagti embrionari umani se repartizeazd in volum de 1,0 ml in tuburi de sticla. Ultimele, fiind
montate in stativ sub un unghi de 30...40° se introduc in termostat la 37°C. Dupi o perioadi de 72 ore de
cultivare (in prezenta biostimulatorului) se formeaza un monostrat de celule morfologic tipice.

Jumatatea a doua de suspensie celulard, in care nu a fost adaugata capsicozida, se foloseste in calitate
de lot martor.

Urmatoarea etapa contine evaluarea cantitativd a celulelor, care include urmatoarele procedee:
detagarea celulelor de pe peretii tuburilor cu un amestec proteolitic, alcatuit din volume egale de tripsina
de 0,25% si versen incilzit in baie de apa pani la 30...35°C; din tuburi se inliturd mediul de crestere,
monostratul celular format se spald de 3 ori cu solutie-tampon fosfat pH 7,5, apoi se prelucreaza cu
amestecul proteolitic (tripsina-versen) in aga mod incat monostratul sa fie totalmente acoperit de acest
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amestec; urmeaza centrifugarea suspensiei la 2000...2500 rot./min timp de 10 min cu inlaturarea ulte-
rioard a amestecului tripsina-versen.

Sedimentul celular se resuspensioneaza in 1,0 ml mediu nutritiv, iar numarul de celule se determina in
camera Goreaev. Cantitatea fibroblastilor umani embrionari crescuti in mediul nutritiv suplimentat cu
biostimulator (solutie de capsicozidd) 0,001 a constituit 7,5 x 10 16,2 x 10° si 39,8 x 10° celule/ml, iar in
lotul martor acesti indici au constituit 3,9 x 10% 4,6 x 10° si9,1x 10° celule /ml dupa 24; 48 si 72 ore
respectiv ( v. tabelul).

Exemplul 2. Pregatirea culturii continue de celule Hep-2.

Suspensia de celule se supune unui control la sterilitate, dupa care se dilueazd in mediul nutritiv
(mediul 199, Eagle), pana la concentratia finali de 90 000 celule /ml. in calitate de mediu de crestere se
folosesc mediile Eagle, 199 si MEM-Eagle suplimentat cu ser bovin pana la 10% si antibiotice din
calculul 25 000 unitati penicilind si 25,0 mg streptomicina la 100,0 ml mediu.

Similar exemplului suspensia celulara se imparte in doud jumatati; la prima, pe langd mediul de
crestere, se adauga solutie sterila de 10% de 3-O-[B-D-glucopiranozil (1—2)]-[B-D-glucopiranozil
(1—3)]-B-D-glucopiranozil (1—4)-p-D-galactopiranozil (1—3)-p-D-glucopiranozil-[(25R)-5a-furostan-
20, 3B, 22a, 26-tetraol]-26-O-p-D-glucopiranozil in concentratie finala de 0,001%. Cultura de celule
continue Hep-2 se toarna in tuburi de sticla in volum de 0,1 ml. Tuburile se monteaza in stativ sub un
unghi de 35...40° si se introduc in termostat la temperatura de 37°C. Ulterior celulele se detaseazi de pe
Suprafata sticlei cu un amestec proteolitic constituit din volume egale de tripsind-versen. Dupa intro-
ducerea 1n tuburi a acestui amestec de fermenti, tuburile se agita si se introduc in termostat la temperatura
de 37°C pentru 15...20 min, pani la detasarea completd a celulelor de pe sticli. Urmeazi sedimentarea
celulelor prin centrifugarea si resuspensionarea lor in 1,0 ml de mediu nutritiv. Numarul de celule se
determina in camera Goreaev. Numarul de celule ale culturii continue Hep-2 cultivate in mediul de
crestere (mediul Eagle cu un continut de 8,0% ser bovin) suplimentat cu solutie de biostimulator in
concentratie finala de 0,001% a constituit 1,6 x 10% 5 x 10°, 22,3 x 10° dupa 24 si 48 si 72 ore respectiv.

Asadar, mediul nutritiv revendicat permite de a spori cel putin de 4 ori reproducerea masei celulare.

Rezultatele studierii proprietatilor de crestere ale celulelor umane
si animale pe mediul nutritiv modificat
Specia Componenta mediului Doza biosti- Timpul evidentierii reproducerii
celulelor nutritiv de crestere mulatorului, celulelor in dinamica (in ore)
cultivate (ingredientele) mg/ml
Fibroblasti de Mediul 199 si ser 24 48 72
embrion uman | bovin10,0% 0,000625 35x10° | 5,6x10° 9,0x10°
(FEU), lotul 3-O-[B-D-glucopiranozil
experimental (1—-2)]-[B-D-glucopiranozil | 0,0125 4,0x10° 5,7x10° 10,0x10°
(1—3)]-B-D- glucopiranozil
(1—4)-B-D-galactopiranozil | 0,025 5,0x10° 10,7x10° | 20,0x10°
(1—3)-p-D-glucopiranozil- | 0,05 7,5x10° | 16,2x10° | 39,8x10°
[(25R)-5a-furostan-2a, 3B, | 0,10 6,5x10° 12,8x10° 28x10°
22a, 26-tetraol]-26-O-B-D- 0,20 6,0x10° 11,5x10° 23,0x10°
glucopiranozil (compusul
chimic propus in calitate de
biostimulator)
FEU, lotul Aceleasi ingrediente in 3,9x10° 4,6x10° 9,1x10°
martor absenta compusului chimic
propus
Cultura de Mediul 199 (sau Eagle) plus | 0,00625 0,6x10° 1,6x10° 5,8x10°
celule continue | compusul chimic propusin | 0,0125 0,9x10° 2,0x10° 7,0x10°
(Hep-2) calitate de biostimulator 0,025 1,2x10° 2,2x10° 16,0x10°
0,05 1,6x10° | 5,0x10° 22,3x10°
0,10 1,4x10° | 3,9x10° 18,0x10°
0,20 1,2x10° | 4,0x10° 14,0x10°
Hep-2 (lotul Aceleasi ingrediente in 0,9x10° 1,4x10° 5,0x10°
martor) absenta compusului chimic
propus in calitate de
biostimulator
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(57) Revendicari:
Mediu de cultivare a celulelor umane si animale care include un mediu de crestere standard cu

adaos de ser bovin, caracterizat prin aceea ci suplimentar contine capsicozida 3-O-[B-D-gluco-
piranozil (1—2)]-[B-D-glucopiranozil (1—3)]-p-D-glucopiranozil (1—4)-p-D-galactopiranozil (1—3)-
B-D-glucopiranozil-[(25R)-5a-furostan-2a, 3, 220, 26-tetraol]-26-O-B-D-glucopiranozil in concentra-
tie finala de 0,001%.
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