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Charakterystyka rozwigzania:

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymania komorek epitelialnych z jajowodu kury
w hodowli pierwotnej in vitro, jako wyjsciowa hodowla komoérek do produkc;ji linii komé-
rek kurzych, jak réwniez jako model komoérek kurzych do opracowania nowych odczyn-
nikéw do hodowli komoérkowych, oraz do stosowania w przemysle biofarmaceutycznym
np. jako model biologiczny do testowania genowych noénikéw przy produkcji rekombi-
nowanych biatek o znaczeniu terapeutycznym. Komoérki OECs mogqg by¢ wykorzystane
réwniez do testowania dziatania konstruktéw genowych z promotorami specyficznymi
tkankowo oraz do otrzymywania egzogennych biatek in vitro metodami transformaciji
genetycznej bez wykorzystania potencjalnie niebezpiecznych czgstek wirusowych. Istotq
sposobu wg wynalazku jest otrzymanie komoérek epitelialnych z jajowodu kury w hodow-
li pierwotnej in vitro polegajgcy na lgcznym zastosowaniu czynnikéw wpltywajgcych na
powodzenie hodowli in vitro komoérek OECs, powodujgcych optymalne warunki do otrzy-
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mania hodowli in vitro komoérek OECs, poprzez izolacje komorek z okreslonego miejsca
w jajowodzie ptaka, dolnego, rurkowatego odcinka szyjki infundibulum jajowodu, pro-
wadzenie hodowli in vitro normalnych komoérek OECs z wykorzystaniem medium do bez
surowicy, zastosowanie zwyklej polistyrenowej powierzchni naczyn do hodowli in vitro,
bez koniecznosci optaszczenia dodatkowymi czynnikami potencjalnie zwiekszajgcymi
adherencje komorek, czas trawienia fragmentéw tkanki jajowodu wynoszacy 15-45 min.,
np. 30 min. temperatura utrzymywana podczas hodowli in vitro w inkubatorze wysyco-
nym atmosferqg 5% CO2 wynoszqgca 37.5°C lub 41.0°C, wysiewanie in vitro startowej liczby
komoérek OECs od 0,5 x 106 do 1,5 x 106 przypadajgcg na powierzchnie od 3 do 4 cm2
naczynia do hodowli komérek in vitro. Sposéb przedmiotowego wynalazku umozliwia ru-
tynowe korzystanie z metody izolacji normalnych OECs i prowadzenie intensywnych te-
stow np. komercyjnych czynnikéw transfekcyjnych, komercyjnych konstruktéw tkankowo
- specyficznych lub innych komercyjnych odczynnikéw do hodowli komérkowych in vitro.

Zalety prezentowanego rozwigzania:

Zaletami przedmiotowego rozwigzania w stosunku do rozwiqgzan istniejgcych jest po-
wtarzalnoé¢ w wykonania, mniejsza czasochtonnosc i pracochtonno$¢ np. nie wymaga
mechanicznego usuwania kontaminantéw (np. komorek fibroblastéw) podczas prowa-
dzenia hodowli in vitro, w poréwnaniu do opisanych wczeéniej metod, bezpieczenstwo
stosowania, poniewaz wykorzystujemy media bez surowicy czyli bez bialek odzwierze-
cych, oraz innowacyjnosc - wskazuje na nowy komérkowy model badawczy np. do testo-
wania markeréw komoérek macierzystych w jajowodzie.

Cechy innowacyjne wynalazku lgczne zastosowanie optymalnych wariantéw czynni-
kéw wymienionych wyzej, w szczegolnosci zas 2 kluczowych czynnikéw: izolacji komérek
z miejsca infundibulum jajowodu, stosowanie w hodowli in vitro zdefiniowanego medium
bez surowicy w celu otrzymania proliferujgcych holoklonéw komoérek nabtonka jajowodu
w hodowli in vitro. Zastosowanie modelu in vitro komoérek jajowodu otrzymanego powyz-
szq metodq do przeprowadzenia transfekeji i wprowadzenia obcych gendéw np. ludzkich
biatek terapeutycznych bez wykorzystania czgstek wirusowych jako wektoréw transfek-
cji, zastosowanie modelu in vitro komérek jajowodu kury otrzymanego powyzszg metodq
do opracowania metody otrzymywania egzogennych biatek in vitro metodami transfor-
macji genetycznej i oceny ich ekspresji. Dodatkowq zaletq metody jest to, ze metoda sama
w sobie nie wymaga stymulacji hormonalnej ptakéw wykorzystywanych w doswiad-
czeniu ani dodatku substancji hormonalnych ponad to, co juz jest zawarte w medium
hodowlanym co wplywa na dobrostan zwierzgt doswiadczalnych i na bezpieczenstwo
pracy

Rozwiqgzanie to mozna zastosowac:

Wykorzystanie wynalazku jako modelu in vitro do testowania konstruktéow genowych
niosqgcych sekwencje kodujgce obce biatka markerowe np. biatko zielonej fluorescenciji,
z uzyciem niewirusowych wektoréw (nosnikéw) lub specjalistycznych urzqgdzen do trans-
fekcji adherentnych komorek np. 4D-Nucleofector System oraz z uzyciem promotoréw
tkankowo-specyficznych np. genu biatka jaja owoalbuminy. Wykorzystanie wynalazku
jako modelu in vitro do identyfikacji obcego genu np. kodujgcego ludzkie biatko terapeu-
tyczne IFN alfa 2a, w wyniku transfekeji komoérek OECs z uzyciem niewirusowych wekto-
réw oraz z uzyciem promotoréw tkankowo-specyficznych np. genu biatka jaja owoalbuminy.
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