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Obiectivul acestei faze l-a constituit intocmirea bancii de celule somatice,
activitatile concrete presupunand: prelevarea biopsiilor tisulare, initierea culturilor
celulare primare, mentinerea in culturi pentru multiplicare, izolarea fibroblastelor din
cultura, evaluarea si conservarea lor.

Celulele somatice adulte reprezintd un depozit al fondului genetic propriu fiecarui
organism. Informatia stocatd in nucleul fiecarei celule somatice este identica cu cea a
tuturor celulelor care alcatuiesc organismul.

Metodele moderne de biotehnologii in reproductie permit multiplicarea
organismelor altfel decat via gameti (celule haploide). Astfel, pornind de la celule
somatice se poate activa genomul acestora si obtine o entitate embrionard capabild sa
dezvolte un organism. Biotehnologia respectiva este cunoscuta sub denumirea de clonare
si apeleaza la nuclee ale celulelor somatice embrionare sau adulte.

In organismul animal sunt peste 200 tipuri de celule diferentiate, rispandite in
tesuturi care la randul lor formeaza organele. Ca si o caracteristica generald, celulele
diferentiate sau specializate nu prolifereaza, ci sunt inlocuite in organism la moartea lor
de alte celule nou diferentiate si care provin din celule tinere. In culturi, pierderea
diferentierii celulare poate conduce la castigarea capacitatii proliferative. Cu toate
acestea, nici o celulda nu ,castigd” o totipotentd celulard, astfel incat singura cale
cunoscutd pana acum de obtinere a unui organism pornind de la o celuld adulta este
tehnologia celulelor somatice si transferul nuclear (SCNT — somatic cell and nuclear
transfer technologies) sau clonarea.

Din intreaga pleiada de tipuri celulare Intilnite in organismul animal, fibroblastele
sunt preferate aplicatiilor de clonare datorita rezistentei crescute la variatiile conditiilor
de mediu, pretentiilor scazute fatd de mediul de culturd, ratei de multiplicare ridicate si
altor caracteristici similare. In aceste conditii, pastrarea fondului genetic al unui organism
adult este posibila si prin conservarea de lunga durata a fibroblastelor.

Pentru stocarea de lungd duratd a fibroblastelor, se apeleaza la metode specifice
culturilor de celule animale in vitro (crioconservarii liniilor celulare) sau criobiologiei
tisulare (crioconservarea tesuturilor). O astfel de biotehnologie presupune: prelevarea
biopsiilor tisulare, initierea culturilor celulare primare, mentinerea in culturi pentru
multiplicare, izolarea fibroblastelor din culturd, evaluarea si conservarea lor.
Fibroblastele dezvoltate in culturile celulare primare se pastreaza in criotuburi, plasate in
azot lichid. Pentru crioconservarea fibroblastelor provenite de la populatia de Mangaliza
luatd in studiu au fost trecute pe medii de culturd bogate in ser fetal de vitel si agenti
crioprotectori (dimetil sulfoxid). Congelarea initiala s-a facut cu o rata de aproximativ
1°C/min pana la -80°C, dupi care tuburile au fost plonjate in azot lichid. Criotuburile
individualizate au fost apoi introduse in cutii care s-au plasat In suporturile containerului
cu azot lichid 1n vederea stocarii indelungate.



