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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un supliment de crestere pentru
medii de cultura celulare, si la 0 metoda de cultivare a
celulelor care utilizeaza acest supliment. Suplimentul
conform inventiei este un dipeptid H-Gly-Gly-OH cu
efect de proliferare si crestere a viabilitatii celulare si
antioxidant. Metoda conform inventiei consta in utiliza-
rea suplimentului, intr-o concentratie de 50 uM...10 mM

in amestec cu un mediu de cultura uzual, 5...20% ser
fetal bovin si 1% amestec antibiotice, pentru cultivarea
unor celule primare si linii celulare continue.
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DESCRIEREA INVENTIEI

SUPLIMENT DE CRESTERE PENTRU MEDIILE DE CULTURI CELULARE CU
PROPRIETATI BENEFICE ASUPRA PROLIFERARII SI VIABILITATII
CULTURILOR PRIMARE SI LINIILOR CELULARE CONTINUE ANIMALE SI
UMANE

Inventia se refera la o metoda de cultivare a celulelor folosind un nou supliment de
crestere pentru mediile de culturi celulare pe bazd de Glicil-Glicind (Glycyl-Glicine, Diglycine)
(H-Gly-Gly-OH) (C4H8N203), dipeptid al aminoacidului neesential Glycina (Glicocol), destinat
stimuldrii in vitro a proliferarii si viabilitagii diferitelor tipuri de culturi celulare primare si linii
celulare continue animale si umane. In particular, suplimentul continand Glicil-Glicina
amelioreaza proliferarea, cresterea si viabilitatea celulelor din culturile celulare (fibroblaste,
keratinocite, celule stem mezenchimale, etc.) pastrandu-le sdndtatea o perioadd mai lungéd de
timp.

Cresterea in vitro a celulelor animale i umane (culturi primare si linii continue) necesita
conditii de cultivare si medii de culturd adecvate. Mediul de cultura trebuie sa suplineasca toti
nutrien{ii esengiali pentru metabolismul celular, cresterea si proliferarea celulara in vitro.
Principalele componente ale mediilor celulare includ aminoacizi, sdruri organice §i anorganice,
vitamine, minerale, zaharuri, lipide si acizi nucleici, tipurile si cantitdtile acestora variind in
functie de cerintele specifice ale unui anumit tip celular. Formulele nutrientilor, pH-ul si
osmolaritatea mediilor celulare variaza in functie de: tipul celular, densitatea celulara si sistemul
de cultivare.

Astézi, produsele pentru culturi celulare reprezintd modalitati importante atdt pentru
cercetare, cat si pentru industria biofarmaceutica. Cultura de masa a unor linii celulare animale
este fundamentald pentru fabricarea de vaccinuri virale si alte produse rezultate prin
biotehnologii. Produsele biologice rezultate prin tehnica ADN-ului recombinant, precum enzime
si hormoni sintetici, sau cele imunobiologice, precum anticorpii monoclonali, interleukinele,
limfokinele sau agentii anticancer sunt obtinute in culturi de celule animale la scara industriald in
bioreactoare. Mai recent, culturile celulare au scop terapeutic si stau la baza ingineriei tisulare si a

medicinei regenerative.
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In general, mediile de cultura utilizate constau dintr-un mediu de baza (DMEM, MEM,
RPMI si altele), suplimentat cu ser de origine animald, de exemplu ser fetal bovin (SFB) si un
amestec de antibiotice.

Ameliorarea proliferdrii celulare este deosebit de importantd in domeniul ingineriei
celulare. Astfel, cercetdrile actuale si-au concentrat atentia in directia suplimentarii mediilor de
cultura bazale cu diferiti aditivi: aminoacizi, peptone si peptide.

Astfel, s-a Tncercat suplimentarea mediilor de culturi celulare mamaliene cu cisteind sau o
sare a acesteia, insd cu limitari din cauza solubilitdtii scdzute a cisteinei (Wurm F.W., Nat
Biotechnol., 22(11):1393-8, 2004) si a stabilitatii reduse a hipocloritului de cisteind in solutie
apoasd (Furst P., J. Nutr., 131:2562s-2568s, 2001).

in documentul WO 01/46220 se propune adiugarea de peptide mici, in particular
oligopeptide contindnd 3 - 5 aminoacizi pentru cresterea in bioreactoare a viabilitatii celulelor
utilizate pentru producerea de antibiotice i proteine de interes. De asemenea, in acest document
se aratd cd, adaugarea monomerului de glicina sau diglicinei la mediul de culturd creste foarte
putin proliferarea celulelor hibridoma de soarece (CAU 96) comparativ cu cea observata intr-un
mediu de culturd nesuplimentat, in timp ce addugarea tri-, tetra- $i pentapeptidului de glicina
creste semnificativ proliferarea celulara.

Documentul WO 2012/017925 prezintd o metoda de cultivare a celulelor animale intr-un
mediu suplimentat cu un oligopeptid avand unul sau mai multi aminoacizi L-cisteina si excluzand
glutationul.

O alta abordare a fost aceea de a suplimenta mediile de culturd bazale cu aminoacidul L-
glutamind in scopul sterilizérii termice a mediului de culturd (Patent Literature 3: JP Patent
Publication No. 61-271985; Patent Literature 4: EP Patent No. 0220379).

Documentul US 20110262965 propune un mediu pentru culturile celulare continand cel
putin un peptid scurt, denumit peptidul care contine cel putin doi aminoacizi dintre care cel putin
unul este cisteind sau tirozina.

Franek aratd cé peptidele mici reprezintd o noud clasa de agenti capabili si intervind intr-
un spectru larg de procese celulare. Peptidele pur sintetice contindnd 3-6 aminoacizi pot

imbunétdti parametrii importanti ai culturii celulare chiar daca aceste peptide sunt compuse din

H., Biotechnol. Prog., 18:155-158, 2002).
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Brevetul francez 07/07113 din 2007 cu titlul: ,,Methode pour stimuler la proliferation de
cellules differenciees appartenant au lignage chondrogenique”, extins la un brevet european
WO0/2009/080914 si brevet US 20100256234 descrie o metoda de stimulare a proliferarii
celulelor condrogenice umane diferentiate prin cultivarea celulelor intr-un mediu de cultura care
contine dipeptidul Ac-Gly-Gly-OH intr-o cantitate suficienta pentru a stimula proliferarea.

in cadrul prezentei inventii, metoda de cultivare a diferitelor celule primare (celule stem
mezenchimale umane) si linii celulare continue (fibroblaste de sobolan NCTC, keratinocite, etc.)
animale si umane folosind medii de cultura obtinute prin suplimentarea mediilor clasice (MEM,
DMEM) cu dipeptidul H-Gly-Gly-OH la diferite concentratii s-a reusit imbunatatirea celor mai
importan{i parametri ai culturilor celulare folosite.

Utilizarea dipeptidului H-Gly-Gly-OH ca supliment in mediile de cultura bazale pentru
culturile celulare primare, inclusiv celulele stem, si liniile celulare continue animale si umane, in
conformitate cu prezenta inventie, oferd numeroase avantaje: stimularea proliferérii si cresterea
viabilitatii celulare, stimuleazd metabolismul celular, inhibd fenomenul de apoptoza, dipeptidul
H-Gly-Gly-OH avand si un efect antioxidant.

in Figura 1 este prezentata o analizd comparativa prin microscopie optici demonstrativa a
unei culturi de fibroblaste NCTC cultivate in absenta (A) si prezenta de supliment de crestere
reprezentat de glicilglicind la o concentratie de 200uM (B), unde se observa clar efectul de
stimulare a proliferérii celulare prin numarul crescut de celule din esantionul crescut in prezenta
de supliment de crestere.

in vederea elucidarii mecanismului de proliferare si crestere a viabilitatii celulare
exercitat de catre dipeptidul H-Gly-Gly-OH, s-a urmarit analiza fenomenului de apoptozi pe
culturi celulare primare (de exemplu celule stem mezenchimale) si linii celulare continue (de
exemplu fibroblaste de sobolan NCTC), cultivate in conditii speciale de stres inductor de
apoptoza (mediu cu concentratii crescute de Ca”), in prezenta si absenta de dipeptid. Rezultatele
obtinute (Figura 2) evidentiaza clar efectul de inhibare a fenomenului de apoptoza, ceea ce
explica si numdrul mai mare de celule obtinut intr-o culturd realizatd in prezentd de H-Gly-Gly-
OH prin blocarea mortii celulare.

De asemenea, a fost testat eventualul efect antioxidant al dipeptidului H-Gly-Gly-OH, in
experiente efectuate pe culturi celulare primare si linii celulare continue (de exemplu, fibrobl

NCTC), asupra cérora s-a indus un stres oxidant cu H,Oa, in prezentd sau absentd de H
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OH, la diferite concentratii, respectiv de 200uM. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Figura 3,
unde se constatd blocarea aparitiei speciilor reactive de oxigen (ROS) intracelular la celulele
preincubate cu dipeptid, comparativ cu martorul de culturd neincubat, supus aceluiasi stres

oxidativ.

EXEMPLU

Se preparé steril, o solutie de lucru de H-Gly-Gly-OH, de concentratie 100mM, care se
aliquoteazi si se pastreaza la -20°C pana in momentul folosirii.

Culturile celulare primare si liniile celulare continue, animale si umane sunt insamantate
in placi de culturd (35mm, 60mm) sau flaskuri de cultura (T25, T75, T150).

Mediul de cultura utilizat (MEM, DMEM, RPMI si altele) este suplimentat cu ser fetal
bovin (SFB) (5-20%), 1% amestec antibiotice si solutia de lucru H-Gly-Gly-OH in diferite
cantitati pentru a se ajunge la concentratia dorita ce poate varia intre 50pM si 10mM. Mediul de
culturd suplimentat cu diferite concentratii de H-Gly-Gly-OH se utilizeazd in continuare la

cultivarea celulelor dupa metoda aleasa de utilizator.
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REVENDICARI

. Nou supliment de crestere pentru mediile de culturi celulare pe baza de Glicil-Glicinad
(Glycyl-Glicine, Diglycine) (H-Gly-Gly-OH) (C4H8N203), dipeptid al aminoacidului
Glycina (Glicocol), destinat stimularii in vitro a proliferdrii si viabilitagii diferitelor
tipuri de culturi celulare primare, inclusiv celulele stem, si linii celulare continue
animale si umane.

Metoda de cultivare a celulelor caracterizata prin aceea ca, celulele primare si liniile
celulare continue, animale si umane, insdmantate in placi de cultura (35mm, 60mm)
sau flaskuri de cultura (125, T75, T150) sunt crescute in mediul de culturd continand
urmaitoarele elemente:

mediul MEM (Minimum Essential Medium Eagle) sau mediul DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) sau alte medii de cultura;

5-20% SFB;

1% amestec antibiotice (penicilind, streptomicind, neomicina);

solutia de lucru H-Gly-Gly-OH, utilizata ca supliment de crestere a proliferdrii si

viabilitatii celulare cu concentratii variind intre 50 pM si 10mM.
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DESENE

Cultura fibroblaste NCTC 3 zile-
Martor

Cultura fibroblaste NCTC 3 zile
cu Gly-Gly 200uM Gy-Gly

Figura 1. Analiza comparativa prin microscopie optica a unei culturi de fibroblaste
NCTC cultivate in absenta (A) si prezenta de supliment de crestere reprezentat
de glicinglicina la o concentratie de 200uM (B).
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Figura 2. Analiza fenomenului de apoptoza pe linie celulard de fibroblaste de
sobolan (NCTC), cultivate in conditii de stres apoptotic (martor
apoptoza), in absenta si prezenta H-Gly-Gly-OH 200uM (p1), 800 uM
(p2) si 10 mM (p3), comparativ cu cultura martor (martor cultura).
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Figura 3. Analiza capacititii antioxidante exercitate de H-Gly-Gly-OH pe
fibroblaste NCTC supuse unui stres oxidativ indus cu H,O;.
1: Autofluorescenti celulara;
2: Martor netratat cu H,O,.
3: Martor tratat cu H,O, (martor pozitiv);
4: Fibroblaste tratate cu H,O; in prezentd de 200uM H-Gly-Gly-OH;
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