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SYNCHRONIZATOR BUNECNEHO RUSTU

pfistroj k zajistovani produkce synchronizovanych adherentné rostoucich
bunécnych linii - dokonceni vyvojové faze komeréniho vyuziti
PCT/CZ2010/000043

Indukce synchronniho rlistu bunécné populace kultivované v podminkach in-vitro

Metoda byla objevena, zdokonalovana a testovana v roce 2009.

Prezentovana technologie je primarné uréena k zastaveni bunéc¢ného rlstu ve
specifické fazi bunéc¢ného cyklu. Toho je dosazeno pomoci specializovaného pfistroje.
Koncepce pfistroje vybaveného vlastni vykonnou baterii umoznuje pouziti uvnitf
standardnich bunéc¢nych inkubdtord a plnou kompatibilitu se standardnim kultiva¢nim
plastem. Princip pfristroje je postaven na specidlni vibra¢ni jednotce, kterd zpUsobuje
definované kmitavé vychylovani volné zavésené plosiny. Tento pohyb rozpohybovava
kultivacni médium v kultivacni 1ahvi pevné prichycené k plosiné pomoci elastickych
popruhl a puUsobi silou na bunky rostouci pfisedle na dné kultivaéni nadoby. Burky
se slabou adhezi ke kultivacni podloZzce jsou touto silou strhavany do suspenze. Jedna
se prevazné o bunky mitotické, kterym fyziologicky stav probihajici mitézy nedovoluje
plnohodnotnou adhezi k podlozce.

Mitotickym bunkdm vyplavenym do suspenze kontinualni kmitavy pohyb média neumoznuje
znovu adherovat a stavaji se tak vynucené suspenznimi. Tato indukovana kultivacni zména
v pfipadé mitotickych bunék vyvola preruseni mitdzy v pozdni telofazi. Jinymi slovy nedojde
k uplnémurozdéleni matefské buriky ve dvé dcefiné.Tento blok proliferace je vrozmezi 24hodin
netoxicky a plné reverzibilni. Pokud je tedy takto zablokované telofazni burice umoznéno
znovu usednout na kultiva¢ni podlozku snadno dokoncuje mitézu a pokracuje v buné¢ném
rdstu. Suspenze telofaznich bunék vytvorena z normalni populace pomoci pfistroje je tedy
idedInim zdkladem nové bunééné populace u niz je z experimentalnich divodu vyzadovana
homogenita ve smyslu faze bunééného cyklu.
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Obrazek: Schematické znazornéni principu zablokovani bunééného rastu v telofazi,

Obrazek: Mikroskopicky snimek ukazujici dvoujadernost (telofézi) bunék suspenzni frakce.
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; 1. Normalni populacni profil lidské buné¢né linie U-2-OS péstované
E ; v in-vitro podminkach.
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3 2. Frakce suspenznich bunék ziskana uzitim pfistroje (aplikace vib-
; ‘ raci po 24hodin). Majoritu populace tvofi dvoujaderné bunky
(viz. Obr.3) na profilu patrna jako vyrazny pik v oblasti,400".
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; 3. Po ¢tyfech hodinach od vysazeni suspenzni frakce buriky
3 ‘ dokoncily mitézu a pomalu zacinaji pfechazet do S-faze.
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4. Po deseti hodinach od vysazeni suspenzni frakce je majorita

3 bunék v S-fazi.
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5. Po 3estnacti hodinach od vysazeni suspenzni frakce vétsina
bunék dokoncuje S-fazi a zacina vstupovat do mitézy (M-faze).

Obrazek: Analyza bunécného cyklu suspenzni frakce vysazené na novou kultivacni misku

Metoda i pfistroj jsou chranény PCT/CZ2010/000043. K dispozici je i funkéni prototyp,
ktery prokazal proveditelnost feSeni v praxi a jeho uc¢innost. Pfistroj je tvoren tfemi
zakladnimi ¢astmi:

- volné zavésenou plosinou s Uchyty pro uchyceni kultivacnich nadob (kultiva¢ni
nadoby nejsou soucasti pristroje ani patentové ochrany)
- vibracni jednotkou pevné spojenou s plosinou

- podstavcem s bateriovym zdrojem a regulatorem vibra¢ni jednotky
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Obrazek: MozZné reseni designu pristroje

Dalsi vyuziti synchronizatoru: automaticky davkovac¢ chemikalii k bunéénym kulturdm
péstovanym v podminkach in-vitro:

Pristroj ma krom své primarni funkce (viz vyse) jesté dalsi vyuziti zvysujici tak jeho
pfipadné uplatnéni v laboratorni praxi. Princip je opét postaven na periodickém
kmitavém vychylovani volné zavésené plosiny. Tento pohyb rozpohybovava kultivac-
ni médium v kultiva¢ni lahvi pevné pfichycené k plosiné pomoci elastickych popruhd,
které pusobi silou na labilné stojici patronu z inertniho materidlu s obsahem che-
mického aditiva. Patrona je plsobenim této sily prevrhnuta ¢imz dojde ke styku che-
mickéhoaditiva s kultivacnim médiem. Pretrvavajici kmitavy pohyb navic zpUso-
bi dokonalé promichani aditiva s kultivatnim médiem. V kombinaci s ¢asovacem
umoznujici programovani doby sepnuti vibrace a jeji délky tak pfistroj umoznuje davkovat
chemikalii nezavisle na pfitomnosti laboranta. Jedna se o velmi pfinosnou aplikaci, umoznuiji-
ci pIné pfizplsobeni se naroklim bunék nezavisle na pracovni dobé laboranta. Tato funkce do
jisté miry nahrazuje velmi nakladné robotické systémy a je zahrnuta v kalkulaci ve studii firmy
Trystom.
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Obrazek: Schematické znazornéni aplikace pfistroje jako automatického davkovace chemikalii k
bunéiné populaci péstované v podminkach in-vitro

Predpokladané naklady na pfipravu vyroby:

Pfedpokladané naklady vynalozené pred zacatkem sériové vyroby (vychazi ze zpracované analyzy
konstruk¢nich a vyrobnich nakladd u firmy Trystom, spol. s r.0.):

1) naklady na dofeSeni mechanické konstrukce a elektronického modulu v odhadované
vysi EUR 3300

2.) ndklady na vyrobu nového prototypu véetné piedvyrobni pfipravy v odhadované vysi
EUR 1200

3.) ndklady na validaci pfistroje, v€etné zatézovych test(, testll odolnosti a Zivotnosti, testy
elektrické bezpecnosti a elektromagnetické kompatibility, vystaveni ES prohlaseni a CE
certifikdtu v odhadované vysi EUR 3400 - 4800
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Predpokladané naklady na sériovou vyrobu:

Synchronizator bude obsahovat: baterii, motorek, vibra¢ni desku s pruznym ukotvenim, vodotésnou
skrin fidici jednotku motoru, fidici desku, display, ovladaci prvky, dobijeci modul, nabijecku. Pfistroj bude
balen v papirové krabici s pénovymi transportnimi vyplnémi a dodavan po hodinovém ,zahofovacim
provozu” se zarukou 24 mésicQ.

Odhadovana vyrobni cena:

10 -100ks 10ks EUR 380*
100 - 1000ks 100ks EUR 270*
1000 - 10000ks 1000ks EUR 100*

* za podminky vyroby v CLR

VSechny ceny jsou uvadény bez DPH.

Predpokladana prodejni cena:

Prepokladana prodejni cena s ohledem na vyrobky podobnych konstrukénich narokd EUR 1200 - 2000.

Zakaznici:

Laboratofe zdkladniho a aplikovaného vyzkumu vyuzZivajici zivocisné bunécné linie péstované
v podminkach in-vitro.

Prepokladany odbyt:

Desitky tisic kusu celosvétové.

Vypocet odbytu:

Postaven na odhadu odbytu pro Ceskou republiku, ktery provedla tfi nezavisla pracovisté splAujici
podminku pfipadného koncového zakaznika. Toto ¢islo bylo vztazeno na celkovy pocet patentu tfidou
odpovidajici prezentovanému technickému fedeni pro CR a dalsi zemé.
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Pocet patentu v tfidé ¢12m3/00 c12m3/02 c12n5/02
(ve které je zatfidéna prezentovana technologie)

Ceska republika 18 desitky kus(
Némecko 1289 tisice kusl
Japonsko 4369 tisice kusu

USA 7045 desitky tisic kust

Jaké vyhody mam oproti konkurenci:

Univerzal- ,, Cistota popu-| Naroky na .
Metoda Toxicita PoP J . Naklady
nost lace provedeni

Chemicka , . . . . y

inhibice Vysoka Vysoka Vysoky Stredni Vysoké Nizké
Sérova

nedostatec- Nizka Stfedni Vysoky Vysoka Nizké Nizké
nost

Elutriace Vysoka Nizka Vysoky Nizka Vysoké Vysoké

Bune.cng Vysoka Stiedni Stfedni Vysoka Vysoké Vysoké
sorting

Vytrepani . i i . . Ay

iy Vysoka Nizka Nizky Vysoka Stiedni Nizké
mit6z

Vysoka Nizka Vysoky Vysoka Nizké Nizké

Tabulka: Srovnani vyhod a nevyhod standardnich synchronizacnich metod vici prezentované
technologii (zelené = pozitiva, ervéné = negativa)

Konkuren¢ni produkt neexistuje. Mechanicky synchronizator bunék neni v nabidce zadné firmy.
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Celkové shrnuti vlastnosti mého technického feseni:

- nova metoda produkce synchronizovanych adherentné rostoucich bunécnych linii
bez pouziti toxickych chemikalii

- realnd prodejni cena pfistroje v ,psychologické” hranici pro nakup (nejedna se o
investici)

- zadny specialni spotfebni material, pouzivaji se bézné kultivacni lahve

- moznost dalSich aplikaci (automaticky davkovac chemikalii, univerzalni bateriova
trepacka)

Podminky poskytnuti licence:

Podminky poskytnuti licence budou projednany na osobnim jednani.

Kontakty:

Univerzita Palackého v Olomouci, Kfizkovského 8, 771 47 Olomouc, Ceska republika

IC:61989592  DIC: CZ61989592

Magr. Martin Mistrik, Ph.D.

spoluvynalezce pfistroje a metody

Prirodovédecka fakulta, Laboratof genomové integrity
email: martin.mistrik@upol.cz

telefon: 585 634 873

Martin Simo

projektovy manazer

Védeckotechnicky park Univerzity Palackého v Olomouci
email: martin.simo@vtpup.cz

telefon: 585 631 438
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