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CZ 29265 U1

Kultiva¢nf souprava pro mikroskopii adhezné rostoucich bunéénych kultur
Oblast techniky

Technické feSeni spad4 do oblasti experimentt tkdfiovych struktur a tyk4 se nového provedenf
kultivadni soupravy pro mikroskopii adhezné rostoucich bunéénych kultur.

Dosavadni stav techniky

Nedilnou sougasti zdkladniho i aplikovaného vyzkumu v biologii i medicin€ v poslednich deseti-
letich se kromé vyzkumu celych vlastnich organismil, oznaCovanych jako in vivo, stala metoda
péstovani, tj. kultivace, buné¢nych, popf. tkafiovych, kultur mimo organismus, ze kterého po-
chazi, oznadovana jako in vitro. Tato metoda mé mnoho vyhod v porovnéni s jinymi typy biolo-
gickych modeld, jako jsou pouZivani laboratornich zvifat nebo izolovanych orgéni ¢i tkdni, ne-
bot’ probih4 na jediném bunééném typu bez ovlivnéni interakci s jinymi orgény, tkinémi nebo
bun&nymi populacemi. Velké mnoZstvi bunéEnych linii 1ze snadno kultivovat a v pom&mné
kratké dobé je moZné ziskat dostatek presné definovaného homogenniho materidlu vyuZitelného
pro dal§i zkoumani, napfiklad mikroskopii.

Aby byla kultivace bun&énych struktur Gsp&in4, je nutno odebrany soubor bun€k co nejrychle;ji
pienést do Zivného roztoku nebo média, které se svym chemickym sloZenim a vlastnostmi co
nejvice pfiblizuje prostiedi, z n€hoZ byly buiiky odejmuty, tedy krevni plazmé, mozkomiSnimu
moku nebo lymf&. Kultivace buné&nych struktur se realizuje ve sklen€nych nebo umélohmotnych
nadobéch, miskach, kazetich &i vicejamkovych deskéch, jejichZ tvar, velikost a celkové prove-
deni je zavislé na tom, pro jaky ucel vyzkumu Ci pozorovéni jsou péstované kultury uréeny. Z4a-
kladni déleni bun&&nych kultur je na buiiky rostouci v suspenzi, kam se fadi krevni buiiky a né-
které bundéné linie odvozené od nadorii, a na buiiky rostouci pfisedle (adhezn&) na dné kultivadnf
nadoby. Adheznich bunéénych kultur je vétsina a tyto butiky potfebuji pro svijj rist a d€leni spe-
cificky kultivaéni povrch. Kultivaéni povrchy pro adhezné rostouci bunééné kultury mohou zahr-
novat hydrofilni skio anebo hydrofilni plast, které jsou vyrabény specifickymi chemickymi
a/nebo fyzikalnimi postupy. Cela fada vyrobci kultivaéniho plastu maji své kultivaéni povrchy
chrinény patentem.

Buné&né kultury se zpravidla péstuji na kultivaénim plastu v termostatu pfi teplotdch 36 az 37 °C.
V piipadg, %e je z vyzkumnych divodii potieba tyto buiiky analyzovat mikroskopem, Ize tak udi-
nit pfimo pfes dno kultivaéni misky, které byva zpravidla Ciré a mikroskopii tedy umoZiiuje. Ne-
vyhodou je viak pom&mé velka tloustka dna, kterd je nutna z pevnostnich diivodd, a kter4 zne-
moZiiuje uZiti vysoce kvalitnich mikroskopickych objektivii s kratkou pracovni vzdalenosti zahr-
nujici také objektivy imerzni. Proto je potieba pro detailni mikroskopii buiiky z povrchu dna &i
stén kultivaéniho plastu sejmout a pfenést, napf. na mikroskopicka sklitka pomoci metody ozna-
&ované jako cytospin. Cytospin je jednak pracny a zaroveii zcela pozméni prostorovy a morfolo-
gicky charakter bun&k, proto se pro adhezni kultury pouZivé jen vyjime¢né. Alternativou je ne-
chat buiiky nartst na velmi tenkém povrchu (zpravidla 0,17 mm), ktery je kompatibilni s mikro-
skopickymi objektivy s kratkou pracovni vzdalenosti, které umozZituji mikroskopii ve vysokém
rozliSeni a/nebo vysokou svételnosti. Za timto ucelem se vyrabéji specializované kultivatni né-
doby, vétSinou v podob& vice jamkovych desek se sklenénym dnem o tloustce 0,17 az 0,19 mm.
P¥ipadng se takto tlusté skli€ko, oznaované jako kryci sklitko, vloZi na dno standardni kulti-
vaéni nadoby, nech4 se poriist buiikami a déle se s nim pracuje jako s drobnym mikroskopickym
preparatem. Tato dvé& technologické feSeni maji vSak nékolik problematickych bodl. V pfipadé
kultivaénich desek se sklenénym dnem se jedna o pomérné velikou cenu celé desky, kterd je vzdy
kompletn& zpracovana nezvisle na mnoZstvi realn¢ vyuZitych jamek. Dale, sklenéné dno o stan-
dardni tloustce 0,17 mm neumoZituje vytvofit kultivaéni prostor o velké plose, protoZe hrozi jeho
zborceni & deformace a experimentator se tak nevyhne problému oznaovanému jako efekt ma-
1ych objemt a ploch silné ovliviiujici distribuci bunék a celou fadu bunéénym reakci. V pfipadé
zmiflovanych krycich sklidek, jeZ se pokladaji na dno kultivaénich nadob, se sice znaéné redukujf
néklady a do jisté miry i eliminuje efekt malych objemt, experimentator viak ¢eli mnoha prak-
tickym problémiim, jak s takto tenkym a kfehkym skli¢kem pracovat béhem navaznych procedur
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zahrnujici fixace, promyvani, barveni atd., je% pfedchazeji vzniku koneéného mikroskopovaciho
preparatu. Asi nejzédsadnéj$im problémem je viak pouZiti skla, coby nihrady za plastovy kulti-
vaéni povrch. VyuZitf plastu pro takto tenké kultivaéni povrchy je totiZ limitovano jeho fyzikal-
nimi vlastnostmi a je realizovatelné jen u velmi malych kultiva¢nich objemi a v praxi se tedy
pfili§ nepouZiva. Na specificky plastovy povrch jsou viak butiky jednak ,,zvyklé“, a navic sklo
nikdy neni plnohodnotnou nahradou z hlediska chemicko-fyzikalnich vlastnosti. Nahlé uZiti skla
jako kultivaéniho povrchu tak pro builky znamena zasadni kultivaéni zménu s t&%ko odhadnutel-
nymi fyziologickymi konsekvencemi. Dal§i zjevnou nevyhodou skla je fakt, Ze buiiky na sklené-
ném povrchu mnohem hife drzi a dochazi pak k jejich nechténému vymyvéni béhem fixace
a promyvacich krok.

Snahou pfedkladaného technického feSeni je pfedstavit nové provedeni kultivaini soupravy ur-
ené€ pro vyuZiti pfi mikroskopii adhezné rostoucich bun&énych kultur, ktera by co nejméné inter-
ferovala s fyziologii adhezné rostoucich bunéénych kultur a zérovefi umoZiovala detailni mikro-
skopii v€etné uZiti objektivii s kratkou pracovni vzdalenosti.

Podstata technického fe3eni

Stanoveného je dosaZeno technickym feSenim, kterym je kultiva&ni souprava pro mikroskopii
adhezné€ rostoucich bunéénych kultur péstovanych in vitro v kultivatnich nadobach, kdy? pod-
statou feSeni je, Ze souprava je tvofena plochym deskovitym télesem, jehoZ obrys velikostné
v podstaté odpovida rozmérim dna kultivaéni niddoby a které je vyrobeno z plastického materi-
alu, jehoZ povrch je kompatibilni s péstovanim adherentné rostoucich bunéénych kultur, kde
plocha télesa je opatfena sadou vytezii, které jsou s jeho zékladni matrici spojeny spojovacimi

kreky.

Ve vyhodném provedeni jsou vyfezy kruhového tvaru nebo &tvercového tvaru nebo Sestithelni-
kového tvaru nebo obdélnikového tvaru a na plose t&lesa je vytvofeno sedm nebo pét nebo tH
nebo devét nebo deset vyfezi, pfitemz obrys télesa je kruhovy nebo &tvercovy nebo obdélnikovy
nebo Sestiihelnikovy.

Kultivaéni souprava umoZiuje svym provedenim snadné uloZeni do Petriho misky nebo jiné kul-
tivani niddoby pfed nanesenim bunéénych struktur a nésledné jeji snadné vyjmuti po ukon&eni
kultivatniho procesu, kdyZ jeji vyfezy je moZno bezproblémové vyloupnout bez zdsahu do bu-
né&né hmoty a vkladat je dle potfeby do jamek kazet nebo na mikroskopick4 skli¢ka k dal$imu
zkouméni nebo pozorovani pod mikroskopem.

Objasnéni vykrest

Konkrétni piiklady provedeni technického feSeni jsou schematicky zndzornény na pfipojenych
vykresech, kde

obr. 1a) je axonometricky pohled na zakladni provedeni kultiva&ni soupravy se sedmi kruhovymi
vytezy pouZitelné pro Petriho misky standardniho provedeni,

obr. 1b) je narysny pohled na kultivaéni soupravu z obr. 1a),

obr. 2a) je axonometricky pohled na alternativni provedeni kultivaéni soupravy s deviti kruho-
vymi vyfezy,

obr. 2b) je nérysny pohled na kultivaéni soupravu z obr. 2a),

obr. 3a) je axonometricky pohled na alternativni provedeni kultivaéni soupravy s desiti kruho-
vymi vyrezy,

obr. 3b) je narysny pohled na kultiva&ni soupravu z obr. 3a),

obr. 4a) je axonometricky pohled na alternativni provedeni kultivaéni soupravy s péti étverco-
vymi vyfezy,
obr. 4b) je narysny pohled na kultivaéni soupravu z obr. 4a),
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obr. 5a) je axonometricky pohled na alternativni provedeni kultiva¢ni soupravy se sedmi Sestid-
helnikovymi vytezy,
obr. 5b) je narysny pohled na kultivatni soupravu z obr. 5a),

obr. 6a) je axonometricky pohled na alternativni provedeni kultivaéni soupravy s jednim obd&lnf-
kovym a dvéma ¢tvercovymi vyiezy,

obr. 6b) je narysny pohled na kultiva¢ni soupravu z obr. 6a)

obr. 7 je ilustraéni schéma vyuZiti vyfezii kultivatni soupravy pro uloZeni na mikroskopicka
skli¢ka nebo do jamkovych kazet.

Vykresy, které znazoriiuji predstavované technické feSeni a nasledn€ popsané piiklady konkrét-
nich provedeni v Zddném piipadé neomezuji rozsah ochrany uvedeny v definici, ale jen objasriujf
podstatu technického feSeni.

Piiklady uskuteénéni technického feSeni

Kultivaéni souprava je tvofena plochym deskovitym télesem 1, jehoZ obrys velikostn€ v podstaté
odpovidd rozmérim dna kultivatni nddoby 2 a které je vyrobeno ze standardniho plastického
materidlu pouZivaného pro tyto udely, naptiklad z Cirého polystyrenu, jehoZ povrch je upraven
tak, aby byl hydrofilni a umoZiioval adhezi buné€k. Plocha télesa 1 je opatfena sadou, v zédkladnim
provedeni podle obr. 1 sedmi, kruhovych vyfezi 3, které jsou s jeho zékladnf matrici 11 spojeny
uzkymi spojovacimi kréky 31 umoziujicimi snadné vylomeni ¢&i vytrZzeni vyfezi 3, napfiklad
pomoci pinzety.

Pfi pouZivéni kultivaéni soupravy schematicky znadzornéném na obr. 7 se téleso 1 opatfené na
povrchu pfedfezanymi vyfezy 3 vloZi na dno kultivaéni nddoby 2, naptiklad Petriho misky napi-
néné kultivaénim médiem, do niZ se nasledné pfenese bunééna kultura, které se podrobi kultivaci.
Po ukonéeni kultivace se z matrice 11 télesa 1 vylomi potfebné mnoZstvi vyfezi 31, které se bud’
prilepi lepidlem 4, nebo pfichyti gumi¢kami 5 nebo piipevni prihlednymi pasky 6 na mikrosko-
pické skli¢ko 7, jak je zndzorn€no v levé dolni €asti schématu, nebo se uloZi v pfisluiné jamce 81
vicejamkové kazety 8, jak je znazorn€éno na schématu vpravo, kdy je mozné pokracovat v kulti-
vaci narostlych bunék. Takto vyjmuté vyfezy 31 zaruduji pfeneseni narostlych bunéénych kolonif
bez narudeni jejich prostorové struktury, coZ ma zasadni vyznam pii vyhodnocovani experimentd
zkoumajici jejich chovani v riznych experimentalnich podminkach a navic po pfeneseni na pod-
loZni skliCko umozZiuji mikroskopickou analyzu pomoci objektivii s kratkou pracovni vzdale-
nosti.

Popsané provedeni kultivaéni soupravy neni jejim jedinym moZnym feSenim, ale t€leso 1 nemusf
obsahovat sedm vyfezi 3, ale jiny polet, s vyhodou tfi, pét, devét nebo deset, jak je patmé
zobr. 2 a obr. 3, a jeho obrys nemusi byt kruhovy, kdyZ miZe byt podle dna kultivaéni nadoby
vytvofen ve tvaru libovolného vicethelniku, napiiklad obdélniku, &tverce, Sestitthelniku apod.
Rovné? tak vyfezy 3 nemuseji byt pro urdita specialni vyuZiti kruhové, ale mohou mit jiny obrys,
jak je znazoméno na obr. 4, obr. 5 a obr. 6.

Primyslova vyuZitelnost

Kultivaéni souprava podle technického feSeni je urfena piedev§im pro vyuziti v laboratof¥ich,
zabyvajicich se zkoumanim metodou in vitro adhezné narostlych bunéénych kultur pomoci mi-
kroskopie.

NAROKY NA OCHRANU

1.  Kultiva¢ni souprava pro mikroskopii adhezné rostoucich bun&&nych kultur péstovanych in
vitro v kultivaénich nadobich (2), vyznaéujici se tim, Ze je tvofena plochym desko-
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vitym télesem (1), jehoZ obrys velikostné€ v podstaté odpovida rozmérim dna kultivaéni nAdoby
(2) a kter¢ je vyrobeno z plastického materialu, jehoZ povrch je kompatibilni s péstovanim adhe-
rentné rostoucich bunéénych kultur, kde plocha télesa (1) je opatfena sadou vytezi (3), které jsou
s jeho zékladni matrici (11) spojeny spojovacimi kréky (31).

2.  Kultiva¢ni souprava podle ndroku 1, vyznadujici se tim, Ze vyfezy (3) jsou
kruhového tvaru nebo ¢tvercového tvaru nebo 3estidhelnikového tvaru nebo obdélnikového tvaru.

3. Kultivaéni souprava podle niroku 1 nebo 2, vyznadujici se tim, Ze na plose
télesa (1) je vytvofeno sedm nebo pét nebo tfi nebo devét nebo deset vyfezi (3).

4.  Kultivaéni souprava podle n€kterého z narokli 1 az 3, vyznadujici se tim, 2e
obrys télesa (1) je kruhovy nebo Etvercovy nebo obdélnikovy nebo Sestithelnikovy.

7 vykresit
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OBR. 1b
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OBR. 3a
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OBR. 5a

OBR. 5b \
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