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& nombre de RESEARCIH CORPORATIOH, entidad norteanmericana, es-
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Unidos de Amériee, por:
WU METODO DE PRCOPAGACICON DE CEIULAS DE HALITI'EROSY,

Lo invencién se refiere a la propageciin de cédlules de
naniferos.

Un objeto de laiinvencidn es proporcionar un método por
el cual puedan propasorse células de mamiferos en gran escala
para la produccibdn econdmica de secreciones celulares y metabo-
litos fTisiolbgicamente activos, o como medio de cultivo para
agentes infecciones, +tales como virus,

La propazacidn de células de mamiferos se ha efectuado,
tipicamcnte, haciendo desarrollar las células en una monocapa

sobre las superificies internas de frascos ;v hotellas que conte—
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nisn un medio nutriente adecuado. Este método de nropacacidn
es conveniente para investigaciones de laboratorio ¥y tiene la
ventaja de que facilita el cambio frecuente de medio nutriente
que, hasta ahoram, era necesario nara mentener la proliferacidn
celular activa en talecs cultivos. Sin embargo, este método de
cultivo es inadecuado rara la propacacidn de lineas de células
en gran escala., Adends, el cambio frecvente de medio nutriente
resulta caro tanto en lo aue se refiere a mano de obra cowmo g
materiales,

Hemos encontrado cue pueden propagarse de modo continuo
cédlulas de mamiferos manteniendo fndices sostenidos de proli-
feracidn en suspensiones voluminosas agitadas de cédlulas dis—
cretas en medio nutriente sin ningsuna linitacidn aparente del
tamaiio de las vasijas de cultivo y sin cve sea uneceserio el
cambio del medio de cultivo dvrente periodos de tiemmo prolon-
gados, afindiendo al medio de cultivo, de modo continuo o in-
termitente, el aminodcidos L-arsinina, o el aminodcido estre-
chamente relacionado l!citrulina, preferiblemente a una dosis
diaria icual, por lo mencs, & la cantidad de llarginina que
hay en el medio de cultivo inicisgl. Auncue el amonodcido afia-
dido puede introducirse en el medio de cultivo continuamente 2 la
dosis seleccionads, no es necesario la adicibn continua, y el
aminodcido adicional puede suministrarse intermitentemente a
periodos hasta de 2 o 3 dias,

Los datos prelinineres indican gque la arginina y la ci-
trulina pueden reemplaszarse por &cido aspértico, auncue puede
presertarse un periodo de induccidn o de demora en la veloci-
dad de desarrollo, cuando se utiliza este Qltimo Acido.

La arginina, la citrulina o el Acido aspirtico pueden afie-

dirse sl medio de cul+tivo bien sea solcs o nezclados entre sof

e



DN -——Mﬁ-‘

"

R®)

lo

Ny
(@

246341

o con otros aminodcidos o sustancias nutrientes. Cumdo se es-
tén propasgando cdlulas para uso como medio de cultivo nara un
virus, por ejeunlo, la adicién de la ars~inina puede efectuarse
ventajosamente relirando una parte alicuota del culbtivo de cé—_
lulas rara uso y reemplazéndola con un volumen eouivalente del
medio de cultivo oriesinal. #ndlogzamente, cuando se estén propa-
gando células para secrecciones o uetabolitos dtiles prbducidos
durante 2l desarroilo celular, pueden separarse partes alicuotas
del medio de cultivo que hay cue elaborar en cuanto se refiere
al contenido del producto celular deseado, y reemplazarlas por
un volumen ecuivalente del medio de cultivo original. La adicidn
periddica de ar;inina} citrulina, o Acido aspértico es dtil tem-
bién para reducir o eliminz® los cambios del medio de cultivo

en cultivos de capa superficial de células de mami{feros,

“n zenersl vpueden utilizarse los ncdios de cultivo oue

hasta anora se a vigio que eran adecuados para culiivo de teji-
dos y células de mamifcros. Tales medios de cultivo pueden con-
tener tipicasmente los nutrientes conocidos de aminodcidos esen-—
ciales, sales ninerales, vitaminas y carbohidrcios, junto con
un suero de memiferos. Preferiblemente, se agresan al nedio
sustancias fungistdticas y bacteriostéiicas para prevenir el
desarrollo de microorganiemos, siendo también ventajosa una pe-
quefia proporecidn de uetilcelulosa,

En la tabla sigulente se indice un medio adecuado, que es

una modificacidén del de Bagle (Science 122, 501 (19%5)).
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IEDNIO DE CULIVO

L-aminodcidos (sramos/litro)

Argining, IC] 0,021
Cigtinag 0,012
Histidina, HC1 0,00¢&
Isoleucina 0,026
Leucina 0,026
Lisina, HC1 0,026
Hetionina 0,008

Vitamina (mg/litro)

Biotina 1
Colina 1
Acido félico 1
Hicotinamida 1

Acido pantoténico 1

Piridoxal 1

Tiamina . 1

Riboflavina 0,1
Glucosa

Rojo fenol
Metilcelulosa
Penicilina
Lctreptomicina
Ilicostatina

Suero de caballo

Fenilalonina
Treonina
Triptofano
Titosinag
Valing

Glutamina

0,01¢
0,024
0,004
0,018
0,024
0, 300

S8ales (rremos/litro)

NaCl
Cl
T30, .71
Ny JO4 71120
=, HPO 1
& ‘l‘

2,5 gramosg/litro
0,01 gramo/litro

1 gramos/litro

100 unidedes/mililitro

50 meg/ml.
30 unidades/ml.
100 ce/litro

7,0
0,4
0,2
1,44

El cultivo de células de acuerdo con la vresente invencidn

puede realizarse en una vasija de cultivo adecuvada para el desa-

- £ . . :
rrollo de tejido de namiferos bajo condicioncs asépticas y control
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de estas vasijas,

Los indculos para la nwropeczecidn de edlulas por el método
de la invenciédn nueden obtenerse bien sea a nartir de cultuvos
en capa en vaslijas de vidrio o bien de cultivos sumergidos agi-
tados en pequefia escala. Los cultivos en capa sc dispersan prefe-
riblemente con 0,25 de tripsina y se lavan con medio de cultivo
antes de la adicidn al cwltivo sumergido.

A continuacidn ce da un ejemplo del cultivo de células de
fibrcblasto de ratén cepa L de Earle et ol. {J. Nat. Cancer Inst.
4y 165-212 (1943):

Se colocaron +tres litros de susrencidn de edlulas cena
L que contenian 4,9 x 105 cédlulas/ml, vy desarrolladas en el me-
dio de cultivo antes descrito, en una vasija de cultivo adecuada
provigsta de agitador, y se afiadieron tres litros de medio culti-
vo nuevo. £1 cultivo de mantenia a 36-379 C, vor circulacidn
de agua procedente de un bafio a temperatura constante a través
de la canisa de la vasija, ¥y el cultivo se asitaba 3 una veloci-
dad efectiva para mmtener las . &8lulas en suspensidn sin que se
formara espuma. Se hacia prasar continuamente uuna corriente de
aire a trovéds de la vasija por encima del nivel de cultivo. 41
cabo de cuatro dfas de desarrollo, la suspensién celular aprexi-
madamente 4,0 x 105 cédlulas/ml, y se asre~absm otros seis litros
més de medio cultivo. Se producian de este modo un incremento
constante en la poblacién celular y se mantenia durante un periodo
de 7 dias por nedio de tres adiciones de concentrados de amono-
dcidos de Eagle. Cada adicidn, a doz dfas de plazo, era igual
a la cantidad original de los aminoécidos contenidos en el medio
nuevo. 41 final de este periodo, la concentracidn celular alcan-

zaba 6,75 x 105 cdlulas/ml., lo que representa un incremento en
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las cédlulas totales desde 1,47 x 100 Lasta 5,4 x 109 células
en 12 litros de suspensibén celuler,

Se obtienen incrementos méloros en el contenido celular
total, cuando se arresa une solucidn de clorhidreto de avrcinina
solo & cultivo, en lu~ar del concentrado de aminodecido, siendo
el contenido de arginina de dichas adiciones el mismo cue el con-
tenido de arginina concentrado de aminodcido.

Puede afiadirse arginina o citrulina gl cultivo a una dosis
equivolenie a la comprendida entre 20 y 200 microgramos, apro-
ximademente, por mililitro de medio de cultivo, por aia, ainecue,
en general, lasg cantidades nuy por encima de 20 microgsranos por
mililitro, por dia no tienen justificacidn desde el punio de vista
econénico.,

lediante el método deserito anteriormente, las cdiulas
pueden mantenerse en proliferhcién Joraritnica activa durante
periodos de 10 a 20 dias, o nis, @in reemplazamiento del medio
de cultivo.

Ademds de las cédlulas de la cepa I descritas en el ejemplo
precedente, se hm propagado nor el método de la invencidn las
siguientes capas de cédlulag de mamiferos:

Cepa Helia, célula de tipo epitelial por Bey y col. a par—
tir de unacarcinoma cervicel humano (Céncer Research 12, 264-
265 (1952));

Una cepa de célula conjuntiva humana aisdlada por Chang (Proc
Soc. Exp. Biol. led. &7, 440-443 (1954));

Una cepa antibidtica humsna FL. de rogh y col., (Proc.
Soc. Exp. Biol. led. 24, 523-537 (1957));

Ceva ERK de rifiln de conejo embridénico, de Sheffield y
colgboradores (Brit. J. Exptl. Path. 38, 155-159 (1957));

Cepa L de fibroblasto de ratdn, Tarle y col. (J. Not, Cancer
Inst. 4 165-212 (1943));

Cepa REK de rifién de conejo adulto, de Drew;

- 6 =
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Cepa del rifién de bovino, de Stewart liadin;

Cepa de rifién de porcinc, de Stewart liadin;

Como ejemplo ilustrativo de la produccidn de metabolitos
celulares fisioldgicamente activos por €l método de la inven-
cidn, se propagd de la menera sisuiente una linea de células
aislade a partir de la glédula pituitaria anterior de un feto
huniano de siete meses;

Se trataron fragmentos de tejido cuidadosamente separados
de laporcidn enterior de la gléndule, con una solucidn acuosa
al 0,25 ¢ de triﬁsina, con aritacidn moderada, para obtener
wna liberacidn suctancial de cdlulas individuales en el liqui-
do, Las cdlulas disnerasdrs se recorisn vor centrifugacidn, se
lavaban ¥ se vlentcoban en botellas Blalie o Roux en medio de cul-
tivo conatituido por uezcla de Lasle con 10 a 40 ¢ de suero
humano, de termera o de caballo. Por incubacibén a 35-37¢2 C.,
las cdlvlas individuales sc zedimentaban sobre las superficies
de vidrio de lag botellas y »roliferaben hasta que la superfi-
cie del vidrio estaba cubierta con una limina de células. Al
llesar a ecte momento, las cédlulas se rescaban de 1a superfi-
cie, se dispersaban con tripsina y se seguian propacando en
cultivos sunergidos en graon escals, como se ha descrito antes,
La linea de células asi establecida se conscrva en el Wistar
Institute of Anatomy eand Biology, Philadelphis, Pensylvania,
con la designacidn Wistaer 6,

Pueden bhobtenerse hormonas de desarrollo de pituitaria
v hormona adrenocérticotrofica (ACTII) a vartir de cultivos de
esta linees de cdlulas nor secndo de concelacidn y dializacidn
del cultivo,., Para obtenar b imonng de desarrollo, ze suspends
el cultivo liofilizado en nua destiladn, se dinliza contra

ague destilada durante unag 24 horas en frio y se liofiliza.
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El naterial asi obtenido acusa une aceleracién de desarrollo
sustancial en ratas hembra y hipofisectomizadas, cuando se en-
saya en comparacién con hormona de desarrollo de pituitarie
normal,

Para obtener AGTH; el cultivo liofiligzado se susnende en
bcido acdtico mcuoso a pH 3 ¥y se disliza contra Acido acético
de pH 3 en frio durante unas 20 horas. Despuds se liofiliza eft
dielizado. El producto asi obtenido acusa aproximadamente tres
unidades Saffren/milisramo por el método Saffran/Schally.

Las cdlulas de rifidn de conejo embridnico de cepa ERK
(Shefficld y col., ver orrib~) son nnriicularmente adecuadas
para la propasacidn de virus de poliomielitis que pueden tro-
tarse por métodos conocidos rnara der una vacuna de virus para
uso en el hombre. El cultivo del virus sobre células no-prima-
tes es varticularmente conveniente. Esta linea de células pue-
de usarse tambidn para la propagecidén de los adenovirus.

Los ejemplos i ndicados anteriormente son solo ilustrati-
vos de los principios de la invencidén que proporciona un mnéto-
do dtil para la propagacidn deuna gran variedad de cédlulas de
mamiferos para obtener producios fisioldézicamente activos del
metabolismo celular, pera proporcionar sustratos de células
vivientes de mamiferos para la vropagacibén de virus y otros
egentes infecciosos y para muchos fines experimentales y de en-
sayo, por ejemplo, para ensayos farmacolbgicos.,

Esta solioifud que corresponde a la presentada en Esta—
dos Unidos de América, el 7 de Encro de 1.958, bajo el Nime¥o
707486 3y 707.457, se acocsen 2 los ben e ficios del articulo 51

del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.
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Los puntos de Invencidn propia y nueva que se nresentan
para que sem objeto de esta Patente de Invencidn, en Espaiia,
por VEINTE sfios, son los sigulentess

1.,- Un método de propagacidn de células de mamiferos,
que comprende mantener en suspensidn cdlulas de mamiferos en
un medio nutriente de cultivo de tejiidos, enracterizado por
afiadir al medio arginina, citrulinn o #cido aspartico segin
se necesite para mantener la prolireracidn de las células.

2.~ Un método de acuerdo con la reivindicacién 1, ca-
racterizado porque la arginina, la citrulina o el 4cido as-
pértico se asresan en una dosis de por lo menos unos 20 mi-
crogramos por mililitro de nedio de cultivo, por dia.

3.~ Un método de acuerdo con la reivindicacidn 2, ca-
racterizado porque la arginina, la citrulina o el fcido as-
partico se agregen a la dosis especifica, por lo menos cada
tercer dfa del periodo de cultivo.

4,- Un nétodo de acuerdo con cualcuiera de las relvin-
dicaciones 1 a 3, caracterizado porque ia célula de mamifero
procede de un carcinoma huwnano.

5,— Un mdtodo de acuerdo con cualauiera de las reivin-
dicaciones 1 a 3, corancterizado porque la céluls de nanife-
ro es vna cdlula conjuntiva lhunmana,

Go- Un método de acuerdo con cual uicwa de las reivin-
dicaciones 1 a 3, caracterizado vorque la célula de nanifero
es una célula amniética humana,

7.- Un método de acucrdo con cuslquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 3, caracterizado porcue la célula de mamifero

es de un rifidn de conejo,
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8.~ Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 3, caraciericazda porcue la célula de manifero es
de Fibroblasto de ratdn.

9.~ Un mdtodo de acuerdo con cualauiera de las reivindi-
caciones 1 a 3, caracterizado poraue la éelula de mamifero es
de rifidn de bovino.

10.~ Un nédtodo de acuerdo con cualguiera de las reivindi-
caciones 1 a 3, caracterizado porcue la célula de mamifero es
de rifidn de porcino.

1l.- Un nétodo de acuerdo con cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 3, caracterizado poroue la céiula de mamifero es
una cédlula discreta.

12,~ Un método de acuerdo con la reivindicacién 11, ca-

racterizado poraue se recuperan dichas hormonas del medio de

cultivo.
13.~ Un mdtodo de acuerdo con la reivindicacién 12, ca-
racterizado porque la hormona producida y aislada es ACTIH.

1l4.~ Un método de acuerdo con la reivindicacidn 12, ca-

racterizado poraue las hiormonas producidas.y aisladas son hor
monas de desarrollo de la pituitaria,
15.~ Un método de propagaéién de célulns de mamiferos,
Tal y como se ha descrito en lg liemoria wwe antecede,
y con los fines que gc i:an egpedificado,
La presente Memorio consta de diez hojas escritas a mé-

guina por una sola cara.

ymaria, 19 FNF 1959

MCR// - 10 -



	Bibliographic data
	Description
	Claims



