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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un recipient termoizolat pentru
incubarea culturilor celulare destinat mentinerii Tn
conditii optime a parametrilor de crestere si inmultire
atat a celulelor aderente la suprafata céat si a celulelor
non - aderente cultivate Tn suspensie, recipientul fiind
utilizat in special in timpul analizelor de microscopie
optica. Recipientul conform inventiei este constituit din
doua camere realizate partial sau total din materiale
plastice care nu comunica una cu cealaltd: o camera
(A) interioara prevazuta cu o deschidere pentru introdu-
cerea culturilor celulare si a mediului de cultura inconju-
rata de o camera (B) exterioara, intre cele doud camere
existéand o izolatie termica de lichid, gaz sau gaz si aer,
astfel iIncat, dupa scoaterea din incubator a recipientului
termoizolat, mediul de cultura celular sa prezinte doar
scaderi minimale de temperatura, pentru reimprospa-
tarea continua sau intermitentd a atmosferei gazoase,
prin intermediul conectorilor de gaz ai camerelor (A si
B), recipientul poate fi conectat la o pompa de aer
plasata in incinta incubatorului, iar pentru reimprospa-
tarea atmosferei gazoase din interiorul camerei (A)
recipientul se poate conecta la un modul cu un canal
sau cu mai multe canale de alimentare cu gaz umidi-
ficat si incalzit care permite furnizarea continud sau
intermitentd de gaze catre incinta (A) interioara a

recipientului prin intermediul conectorilor pentru gaz ai
camerelor (A si B) sau prin niste conectori practicati
direct in capac, dispozitivul de incubare permitand
inregistrari intermitente sau continue ale culturilor
celulare cu ajutorul unui microscop optic inversat, pen-
tru perioade de timp mai mici de o ora.

Revendicari: 5
Figuri: 8
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Recipient termoizolat pentru incubarea culturilor celulare
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[01]. Prezenta inventie se referd la un recipient din plastic prevazut cu termoizolatie statica si
eventual ventilat destinat mentinerii in conditii optime a parametrilor de crestere si inmultire
atdt a celulelor aderente la suprafatd cat si a celor non-aderente (cultivate in suspensie), in
special in timpul analizelor de microscopie opticd atunci cand recipientele cu celulele sunt
scoase din incubator si asezate pe masuta metalici a microscopului. Recipientul este format
dintr-un corp principal termoizolat cu o manta bazata pe (i) lichid (de ex., apd), (ii) lichid si aer
sau (iii) numai aer, in straturi unice sau succesive. Recipientul este alcatuit din pereti din plastic
(cel putin dubli) si poate fi realizat in formele deja consacrate pentru recipientele de culturi
celulare curente. Corpul principal este prevazut cu un gat inchis de un capac. Recipientul poate
fi previdzut cu tuburi de admisie si evacuare pentru gaz pentru o oxigenare mai eficienta a

culturilor celulare prin interfata gaz/mediu de cultura.
Nivelul curent al domeniului

[02]. Culturile celulare reprezintd o parte foarte importantd a cercetarii biomedicale,
recipientele pentru culturi celulare fiind intotdeauna componente cheie pentru cregterea cu
succes a liniilor celulare. Recipientele de cultura variaza in functie de conditiile de crestere ale
liniilor celulare de interes. Cele mai obisnuite recipiente sunt cele cu suprafata plana, cele cu
filet si recipientele Erlenmeyer. Acestea sunt disponibile atat cu suprafete netratate, cat si tratate
biologic sau sintetic. Inovatiile in proiectarea recipientelor au permis o manipulare mai eficientd
atat pentru a reduce la minimum potentiala contaminare bacteriana sau virald cét si pentru a
creste productivitatea. Unele inovatii au vizat atat recipiente cu mai multe straturi, etajate, care
permit extinderea culturilor celulare mai rapid §i mai usor, cat si recipiente cu forme
imbunatatite pentru a permite accesul in toate colturile cu o pipetd sau racleta, precum si

recipiente concepute special pentru cultura automata a tesuturilor.

[03]. Dispozitivele care nu necesitd echipamente auxiliare care sd amestece sau si perfuzeze
mediul de culturd celulard sunt adesea denumite dispozitive statice (Brevet No.: US
2005/0106717 Al). Acestea pot fi impartite in doud mari categorii: 1) dispozitive care nu sunt

permeabile la gaz, celulele fiind oxigenate prin interfata gaz/lichid si 2) dispozitive care sunt
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permeabile la gaz, celulele fiind oxigenate prin transferul gazului chiar prin recipientul de
cultura al celulelor (Brevet No.: US 2005/0106717 Al). Vasele Petri, placile de culturad ale
tesuturilor cu godeuri multiple, recipientele de culturi de tesuturi simple §i cele de culturi de
tesuturi multiple apartin primei categorii (Brevet nr. US 2005/0106717A1 si brevet nr.
US9783769B2). Pungile de cultura pentru celule si recipientele compartimentate apartin celei
de-a doua categorii. Toate aceste dispozitive statice sunt ineficiente dintr-o varietate de motive

prezentate in Brevetul nr.: US 2005/0106717 Al.

[04]. Pentru incubarea culturilor de celule de mamifere sau bacterii, in acest moment exista
disponibile comercial recipiente din plastic, in diferite forme si marimi, alcatuite doar din pereti
simpli, singulari, neizolati termic. Cele mai utilizate recipiente pentru culturi celulare, toate
importante in domeniu cum ar fi Thermofisher (https://www.thermofisher.com), Corning
(https.//www.corning.com),  Eppendorf  (https://www.eppendorf.com) si  Greiner
(https://www.gbo.com).

Problema pe care o rezolva inventia

[05]. Recipientele actuale pentru culturi celulare sufera de o racire rapida a mediului de cultura
si indirect a celulelor atunci cand sunt scoase din incubator, de ex. pentru observatii periodice
la microscopul optic, pentru schimbarea mediului de culturé in hota cu flux laminar sau pentru
adaugarea unor substante bioactive, afectdnd intr-o masurd mai micad sau mai mare cultura
celulari pe care o gazduiesc. In cazul celulelor modificate genetic, care de reguli sunt mai
sensibile la modificarile fizico-chimice ale mediului, acest lucru poate deveni critic pentru
cultura respectiva. Pastrarea constantd a parametrilor de cultivare, in special temperatura si
compozitia atmosferei gazoase, este esentiala att pentru cresterea in conditii optime a celulelor
cat si pentru controlul cat mai precis al unor interactiuni bio-fizico-chimice care se pot desfasura
intre celule si diferite medicamente, gene/ADN, nanoparticule magnetice sau nemagnetice,
campuri magnetice sau electrice, senzori, platforme (,,scaffolds™) de crestere etc. Pentru a
preveni ricirea marcantd a recipientelor de culturi celulare, o serie de laboratoare apeleazi la
suprafete incalzite electric dispuse in hotd de lucru. Asemenea dispozitive sunt consumatoare
de energie si de spatiu si nu reusesc sd elimine decét partial schimburile de caldurd dintre
recipent si mediul inconjurator, fard a influenta si alti parametri cum ar fi schimburile de gaze.
Suprafetele incilzite nu pot fi folosite pe durata observarii la microscop saau a altor manipuléri

ale vaselor de culturd in afara hotei de lucru.
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[06]. In plus, recipientele actuale pentru culturi celulare oferd doar o atmosferi statici deasupra
mediului de culturad in care sunt crescute celulele, permitand doar o reimprospétare pasiva a
atmosferei gazoase din interiorul lor. Astfel, schimbul de gaze (de regula, aer cu 5 % CO»),
dintre interiorul recipientului si incinta incubatorului in care se aflad recipientul, se face prin
difuzie pasivi, in functie de gradient, prin membrana poroasa a capacului recipientului sau prin
regiunea filetatd a capacului inchis partial. Dat fiind ca celulele produc permanent CO, in
interiorul recipientului concentratia CO: este mai crescuté decét cea din incubator, influentand

cresterea celulard, chiar daca existd un anumit schimb de gaze intre incubator si recipient.

[07]. Prezenta invenfie oferd solutii noi pentru a rezolva deficientele menfionate mai sus prin
realizarea unui recipient termoizolat din plastic dedicat atat incubarii, cat §i observarii in

conditii optime de temperaturd a celulelor supuse analizei la microscopul optic.

[08]. De asemenea, conform inventiei, recipientele de culturd celulard izolate termic pot fi
echipate si cu tuburi de admisie si evacuare a gazului, de exemplu, aer cu umiditate de peste
90% imbogatit cu 5% COs2. Gazul respectiv este furnizat de incubator si poate fi circulat
controlat prin recipient, permitdnd astfel o relmprospatare continua a atmosferei gazoase a

acestuia.

[09]. Dacid incubatorul permite, pe canale separate pot fi circulate citre recipientele cu celule
gaze diferite cu concentratii ajustabile. Astfel, compozitia si fluxul de gaz pot fi usor controlate
si particularizate pentru fiecare recipient de culturi in timpul cresterii celulare. In acest caz,
consumul de gaz este mult redus. De asemenea, compozitia gazului din recipient nu este
perturbata de deschiderea usii incubatorului, operatiune care intotdeauna conduce la scaderea

concentratiei de COz prin amestecul cu aerul din laborator.

Descrierea detaliati a inventiei

[10]. Recipientul de incubare termoizolat din prezenta inventie este prezentat in Figurile 1-6.
Conform inventiei, dispozitivul de incubare este realizat parfial sau total din materiale plastice
si cuprinde o camerd interioarda (A) si o camerd exterioara (B) care nu comunici intre ele.
Camera (A), in care se cultiva celulele, este inconjurata de cea de-a doua (B) care este umpluta
cu gaz (de ex., aer) sau diferite lichide (de ex., apd) incilzite de incubatorul conventional setat
de reguld la o temperatura de 37°C. Lichidul sau gazul termoizolant este introdus in camera
exterioara (B) printr-un orificiu practicat in peretele camerei exterioare, fiind inchis printr-un

dop.
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[11]. Pentru reimprospitarea gazului din recipientul termostatat, camera interioard (A) a / /
acestuia poate fi conectatd prin intermediul unui tub de plastic sau metal fie la 0 pompa de aer,
care circuld gazul direct din incinta incubatorului prin camera (A), fie de la un modul special
de gaze care poate furniza pe diferite canale gaze cu diferite cu compozitii si debite
particularizate pentru fiecare recipient. In acest mod, atmosfera culturii celulare este permanent
reinnoitd. Gazul paridseste incinta prin tubul de evacuare. Tuburile de admisie §i evacuare ale
gazului trec prin camera (B) si ajung in camera (A). Circulatia gazului poate fi efectuata si prin

capacul recipientului.

[12]. Pentru a bloca accesul bacteriilor in interiorul camerei interioare (A), tuburile de admisie
si evacuare ale gazului pot fi previzute in interior cu filtre de aer avand dimensiuni diferite ale
porilor (de exemplu, pori de 220 nm) pentru a preveni contaminarea. Daca circulatia gazului
este facutd prin capacul dispozitivului, capacul insusi poate fi previzut cu filtre de aer. In acest

caz, filtrele din interiorul tuburilor de admisie/evacuare nu mai sunt necesare.

[13]. Pentru observatii de micoscopie optica ale culturii celulare, dispozitivul este scos din
incubator si plasat pe masufa unui microscop optic, putand insa rimane conectat permanent la

sursa de gaz a incubatorului prin intermediul conectorilor de gaze flexibili.

[14]. Daca fluxul de gaze care circuld prin interiorul recipientului este furnizat de un modul
special pentru gaze, atunci acesta trebuie conectat la un modul de umidificare a a gazului bazat,

de exemplu, pe barbotarea apei incilzite chiar in incinta incubatorului.

[15]. In cazul in care procesul de crestere a culturilor celulare necesitd doar o atmosfera
normala, de exemplu pentru experimente care utilizeaza solutii tampon de tip HEPES, nu mai
este necesard imbogatirea cu CO; a atmosferei gazoase, putand fi utilizat aer filtrat dintr-un tub
cu aer comprimat conectat 1a modulul de gaze pentru improspétarea continud a atmosferei din

interiorul recipientului (camera A).

[16]. In cazul in care recipientul cu celule este tinut in afara incubatorului o perioadi de timp
mai extinsd, avad ca rezultat o scidere a temperaturii lichidului termoizolant sub 34-35°C,
atunci, inainte de reintroducerea recipientului in incubator, lichidul termoizolant poate fi
schimbat in hota cu flux laminar cu unul nou, incalzit in prealabil 1a 37-38 °C. Aceasta pentru

a permite o readucere cat mai rapida a temperaturii mediului de cultura celular in parametri

optimi.

Exemple de realizare a inventiei
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Exemplul 1. Evaluarea modificarii temperaturii in recipiente termostatate plasate pe masuta

unui microscop in afara incubatorului de celule

[17]. Pentru experimente, in camera interioara A a recipientelor de cultura s-au introdus céte 7
ml de mediu de culturd Dulbeco complet. Acest tip de mediu este utilizat In mod uzual pentru
cresterea culturilor celulare. Doua dintre recipientele prevdzute cu pereti dubli au fost
termostatate fie cu manta de apd, fie cu aer si au fost Inchise cu un capac prevazut cu un filtru
de aer (220 nm). Recipientele termostatate au fost prevazute si cu orificii de admisie §i respectiv
de evacuare a gazului (CO,) care insd nu au fost active pentru acest tip de experimente. Pentru
evaludri comparative, ca element de control/martor a fost utilizat un recipient comercial

netermostatat.

[18]. Temperatura din mediul de cultura a fost masuratd cu ajutorul unui termometru optic
multicanal (Optocon, Germany), fiind inregistrata automat, continuu, cu ajutorul unui program
de calculator asociat termometrului. Sondele flexibile ale temometrului au fost imersate in

mediul de cultura printr-un orificiu ingust practicat separat in cipacele celor trei recipiente.

[19]. Recipientele au fost pastrate in incubator pana cand temperatura mediului de cultura a
atins 37°C, apoi au fost transferate pe mésuta metalica a unui microscop optic inversat (EVOS
FL), mésurénd continuu modificérile de temperatura ale mediului de cultura celular aflat in cele

trei recipiente.

[20]. Dupa cum se observa in fig. 8, dupa 5 minute de la scoaterea recipientelor din incubator,
temperatura incepe si scadd diferit. Astfel, in recipientul termostatat cu apa, dupa 5 minute
temperatura a scazut doar cu 0,7°C, o scadere practic nesemnificativa pentru a afecta cresterea
celulara, in cel termostat cu aer a scdzut cu 1,3°C, iar in cel netermostatat, comercial,
temperatura a scazut cu 5,3°C, o variatie care poate afecta negativ cresterea celulara. Fata de
temperatura din laborator de 26,6°C, scaderile procentuale au fost de 6,7% (in recipientul
termostatat cu apd), 12,5% (in recipientul termostatat cu aer) si 51% (in recipientul

netermostatat, comercial).

[21]. Dupa 7 minute, temperatura in recipientul termostatat cu apa a scazut, in valori nominale,
doar cu 1°C, celulele ramanand practic neafectate din punct de vedere al regimului termic.
Comparativ, temperatura in recipientul comercial s-a modificat major, scdzind in 7 min cu 6,5

°C, ajungand pana la 30,5°C, o scadere care poate afecta celulele.

[22]. De reguld, observarea culturilor celulare la microscopul optic, in afara incubatorului,

pentru verificare simpld sau preluare de imagini nu dureaza mai mult de 5-10 minute, perioada



RO 134902 A2 g

de timp in care, atunci cand se utilizeaza un astfel de recipient termostatat, temperatura nu

scade mai jos de 35.5°C - o scadere aproape nesemnificativa.

[23]. Dupa 30 de minute, temperatura din mediul de cultura al celor trei recipiente plasate pe
masuta microscopului optic inversat a scazut la 34°C (recipient termostatat cu apa), 30.5°C
(recipient termostatat cu aer) si 27°C (recipient netermostatat, comercial), reprezentind in

valori procentuale scaderi de 19,2%, 62.5% si respectiv 96,2 %.

[24]. In concluzie, prin utilizarea unui recipient temostatat cu manta de api, se pot face
observatii de microscopie optica ale celulelor pe perioade de timp mult mai lungi, care se pot
intinde chiar si la o jumatate de ora. In plus, daca recipientul termostatat, scos pe masuta
microscopului optic, este conectat la sursa de géz din incubator prin intermediul conectorilor
de gaz flexibili, atunci recipientul poate fi utilizat temporar inclusiv ca un mini-incubator care
mentine conditiile de crestere ale liniilor celulare in limite optime, inclusiv pentru o perioada

de observatie mai lunga (de regula, mai mica de o ora).

Exemplul 2. Evaluarea cresterii culturilor celulare in recipientele termostatate in atmosfera

dinamica

[25]. Pentru experimente, un numir de 2.7x10° fibroblasti (linie celulard de fibroblasti dermici
umani, PromoCell Heidelberg, Germania) au fost insdmantati in camerd interioara a
recipientului de cultura in 7 ml mediu de culturda Dulbeco complet. Recipientul, prevazut cu
pereti dubli si cu orificii de admisie §i respectiv de evacuare a aerului imbogatit cu 5 % CO2, a
fost termostatat cu o manta de apa sau cu aer si a fost inchis cu un capac. Gazul, circulat cu
ajutorul unei pompe de aer plasati in incubator, a trecut lent prin filtrele de aer (cu pori de 220
nm) cu care au fost prevdzute tuburile de transport §i a patruns in camera interioara,
improspatand treptat §i continuu atmosfera. Pentru comparatie, ca martor a fost utilizat un
recipient comercial netermostatat si ventilat prin difuzie pasiva la nivelul capacului prevazut cu

filtru de aer de 220 nm.

[26]. Dupa 24 de ore, cresterea celulard a fost evaluata calitativ sub microscop, in timp ce
numadrul celulelor §i viabilitatea lor (via Albastru Trypan) au fost evaluate folosind un
numadrator automat de celule (TC20™ BioRad). Viabilitatea celulara a fost evaluata si prin
testul MTT. Rezultatele au aratat ca viabilitatea a fost aproape identica atat pentru celulele
cultivate in recipientele termostatate ventilate dinamic cét si in recipeintul de control, comercial.

In schimb, numarul celulelor a fost in medie mai mare cu aproximativ 10 % in recipientele
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ventilate dinamic comparativ cu numarul celulelor din recipientul comercial. Experimentele au

fost repetate de trei ori.

Alte avantajele ale inventiei fata de nivelul actual al domeniului

[27]. Deoarece camera interioard a recipientului poate fi inclusa intr-un circuit inchis sau cel
putin poate fi parcursd continuu de un flux de gaze unidirectional filtrat, dipozitivul permite
conditii de sterilitate superioare chiar si unui incubator conventional a carui sterilitate are de
suferit ori de cate ori usa acestuia este deschisd pentru introducerea sau scoaterea recipientelor

cu celule.

[28]. In cazul in care alimentarea cu curent a incubatorului este opritd accidental, datoritd
peretilor dubli §i a mantalei de gaz sau de apa, temperatura din interiorul recipientelor
termostatate va scidea mult mai lent decét in cazul recipientilor cu pereti simpli, netermostatati,
asa cum sunt cei comerciali actuali, riscul afectarii majore a viabilitatii culturii celulare fiind

astfel mult diminuat, cel putin pe perioade de timp mai mici de o ora.

[29]. Dat fiind faptul ca lumina poate afecta culturile celulare, de reguld, atunci cand acestea
sunt scoase din incubator, lichidul temoizolant poate fi colorat cu diferite cerneluri/vopseluri
pentru a reduce expunerea celulelor la lumind sau, dimpotriva, pentru a cultiva celulele sub

influenta diferitelor culori ale spectrului vizibil in interiorul incubatorului.

[30]. Dispozitivul elimina necesitatea folosirii suprafetelor incalzite pentru hota de lucru

contribuind la economisirea de resurse energetice, spatiu si reducerea costurilor.

Aplicabilitate industriala

[31]. Atat recipientul termostatat simplu, cat si cel termostatat prevdzut cu ventilatie dinamica,

conform prezentei inventii prezinta urmatoarele avantaje industriale.

[32]. Datoritd productiei cu costuri foarte scazute, a procesului de fabricare nesofisticat gi a
structurii pe baza de materiale plastice, recipientele sunt foarte susceptibile pentru productia in
masa, inclusiv prin utilizarea echipamentului actual pentru fabricarea recipientelor de plastic

pentru culturi celulare.

[33]. Prin furnizarea de tuburi de acces suplimentare citre camera interioara care contine cultura
celulard, mediul de culturd insusi poate fi reimprospatat, iar medicamentele sau alte substante

organice §i anorganice de interes pot fi introduse simplu peste cultura celulara. In plus, in
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camera interioard pot fi introdusi diferifi senzori §i sonde prin modificiri mecanice realizate la

nivel industrial.
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FIGURI

Figura 1. Vedere in perspectiva a recipientului termostatat de incubare pentru culturi celulare.
Recipientul este prevazut cu un orificiu practicat in peretele superior al camerei exterioare (B)

pentru introducerea de materiale termoizolante (de ex., diferite lichide sau gaze).

Figura 2. Vedere in perspectiva a recipientului termostatat de incubare pentru culturi celulare.
Orificiul practicat in peretele camerei exterioare (B) este prevazut cu un dop care poate fi

detasabil.

Figura 3. Sectiune transversala a recipientului termostatat pentru culturi de celule realizata prin

camere, orificiul pentru introducerea de materiale termoizolante, dop si capac.

Figura 4. Sectiune transversala a recipientului termostatat pentru culturi de celule realizata prin

camere §i capac.

Figura 5. Sectiune longitudinala prin camera B a recipientului prevézut cu tuburi de admisie si

evacuare a gazului care reimprospateaza atmosfera camerei interioare (A).

Figura 6. Secfiune longitudinala prin camere si tuburi de admisie si respectiv de evacuare a

gazului care reimprospateaza atmosfera camerei interioare (A).

Figura 7. Recipiente termostatate plasate in incubatorul pentru culturi celulare.
Recipientul de pe raftul inferior este conectat la un modul de gaze pentru reimprospatarea
continud sau intermitentd a atmosferei gazoase din camera interioara in care se afla cultura

celulara.

Figura 8. Curbele de ricire ale mediilor de culturd in care s-au aflat culturile de celule in

functie de tipul recipientelor si a agentilor de termostatare folositi (apa sau aer).
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REVENDICARI

1. Recipient cu pereti multipli (cel putin dubli) pentru cresterea de culturi celulare cuprinzand
o camerd interioard (A), inconjurata de o camera exterioara (B), ambele realizate partial sau
total din materiale plastice, care nu comunica una cu cealaltd. Camera interioara este prevazuta

cu o deschidere pentru introducerea culturilor celulare si a mediului de cultura.

2. Recipient pentru cresterea de culturi celulare, conform revendicarii 1, caracterizat prin
aceea cid permite realizarea unei izolatii termice bazatd pe o manta de lichid transparent sau
colorat (de ex., apd), gaz (de ex., aer) sau gaz si aer astfel incat, dupd scoaterea din incubator a
recipientului termostatat, mediul de cultura celular al acestuia sa prezinte doar scdderi minimale

de temperatura pentru perioade extinse de timp (de reguld insi, mai mici de o ora).

3. Recipient pentru cresterea de culturi celulare, conform revendicarii 1 si 2, caracterizat prin
aceea ca se poate conecta la o pompa de aer plasatd in incinta incubatorului prin intermediul
conectorilor pentru gaz ai camerelor A si B sau prin conectori practicati direct in capac,
permitdnd reimprospéitarea continud sau intermitentid a atmosferei gazoase din interiorul

recipientului.

4. Recipient pentru cresterea de culturi celulare, conform revendicirii 1 si 2, caracterizat prin
aceea ci se poate conecta la un modul uni- sau multi-canal de alimentare cu gaz umidificat i
incdlzit care permite furnizarea continud sau intermitentd de gaze in mod particularizat si
controlat catre incinta interioara a recipientului termostatat prin intermediul conectorilor pentru
gaz ai camerelor A si B sau prin conectori practicafi direct in capac, in scopul reimprospétarii

atmosferei gazoase din interiorul camerei A.

5. Dispozitiv de incubare, conform revendicarilor 1-4, caracterizat prin aceea ci permite
inregistrdri intermitente sau continue ale culturilor celulare aflate in cAmpul de observatie al

unui microscop optic inversat pentru perioade de timp de reguld mai mici de o ora.
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