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Sposob pripravy buniek na pouZitie pri vyrobe biolo-
gickych materidlov pomocou kultivécie buniek aZ do
poZadovaného objemu buniek predprodukénej dévky,
ked' sa po opakovanom diskontinudlnom procese: a)
tast’ buniek predproduk&nej davky pouZije na pripravu
najmenej jednej produk&nej davky a b) zostdvajica
¢ast’ buniek predprodukénej dévky sa pouZije ako ino-
kulum na pripravu najmenej jednej d'aldej predproduk-
¢nej davky.
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Spésob pripravy buniek na vyrobu biologickych materidlov

Oblast techniky

PredloZeny vynadlez sa tyka spdsobu pripravy buniek na

pouzZitie pri vyrobe biologickych materialov.

Doterajsi stav techniky

Na vyrobu biologickych materidlov, napriklad bunkovych
kmefiov, je nevyhnutné najst spdsob pripravy velkych mnoZstiev

buniek s pouZitim postupov zvy3ovania mnoZstva v bioreaktoroch.

US patent &. 5 017 490 opisuje taky spdsob zvySovania
mnozZstva, ktory poskytuje najmd vyhodu malého nebezpelia
prenosovej kontaminicie. Tento spdésob vS$ak nie Jje vhodny pre
bunky zavislé na zakotveni (teda pre bunky, ktoré rastd len ked
si zakotvené na substrate) alebo bunky usadené v substrate

(napriklad v pdérovitych nosicoch).

US patent &. 4 644 912 opisuje spdésob pripravy buniek
zavislych na zakotveni na pripravu biologickych materialov (to
jest virusov) z inokula a n&sledné pasazZovanie uskutolniované pri
nasledne sa zvy3uilcich objemoch bioreaktorov 1 liter, 5 litrov,
25 litrov, 150 litrov a nakoniec bud v 1000 litrovom bioreaktore
alebo vo velkom po&te 150 litrovych bioreaktorov. Medzi v3etkymi
tymito paséZovacimi krokmi sa bunky uvolnia z nosiov zriedenym
roztokom protedzy. Pri poslednom pasdZovani sa uskutolni

nao¢kovanie virusom.

Beric do uvahy priemerné ¢&asy bunkového cyklu, asi 20 a2
24 hodin sa predpokladaji intervaly pasdZovania asi kaZdych 3 az
5 dni. Aby sa bunky =z pracovnej banky buniek vyrobcu (MWCS)
roz3irili do dostato&ne velkého objemu kultury, méZie cely proces
rastu trvat niekolko tyZdiov v zavislosti na koneénom objeme

bioreaktora.



Pri uvedenych spésoboch pripravy buniek sa kaZdd konecna
produk&nad davka musi pripravovat =z pracovnej banky buniek
vyrobcu (MWCS). Na pripravu velkého mnoZstva biologického
materidlu je nevyhnutné pouZit niekolko paralelnych kultivaénych
linii a? do najva&3ich objemov nadob. Tento vyrobny postup je
tasovo velmi ndroény a vyzaduje précu velkého podtu bioreaktorov

na pripravu buniek ako aj na vyrobu biologického materialu.

Cielom predloZeného vynalezu je poskytnut ovela rychlejsi

spdésob pripravy buniek na vyrobu biologickych materialov.

Podstata vyndlezu

PredloZeny vyndlez sa tyka spdsobu pripravy buniek na
pouzitie pri vyrobe biologickych materidlov pomocou kultivacie
buniek aZ do poZadovaného objemu buniek predprodukénej davky,

ked sa pri opakovanom diskontinudlnom procese:

a) ¢ast bunkovej predprodukénej davky pouZije na pripravu

najmenej jednej produk&nej davky, a

b) zostavajuca Cast bunkovej predproduk&nej davky pouZije ako
inokulum na pripravu najmenej jednej dalSej predprodukénej

davky.

Presnej3ie sa predloZeny vyndlez tyka spdsobu pripravy
buniek na pouZitie pri vyrobe biologického materidlu pomocou
kultivdcie buniek aZ do poZadovaného objemu buniek predpro-

dukénej davky, ked sa pri opakovanom diskontinudlnom procese:

a) ¢ast buniek predprodukénej davky prenesie na pouZitie pri
priprave najmenej jednej produkénej davky, a

b) zostdvajlica Cast buniek predprodukénej davky prenesie na

pouZitie ako inokulum na pripravu najmenej Jjednej néslednej

predprodukénej davky.

Vo vyhodnom uskutofneni podla predloZeného vynadlezu sa prva

predprodukénd davka pripravi =z pracovného zé&sobného roztoku



buniek pomocou najmenej jedného pasaZovacieho kroku.

V dal3om vyhodnom uskuto&neni podla predloZeného vyndlezu su
pripravované bunky zavislé na zakotveni. V tomto pripade ije
vieobecne potrebné, aby sa bunky kultivovali na substrate. Je
teda vhodné v priebehu opakovaného procesu vidy, ked sa pouZije
gast davky na pripravu novej davky, pridat dalsie mnoZstvo
substratu. Vo vyhodnom uskuto&neni sa vidy pred pridanim
substratu aspon <&ast buniek najskér wuvolIni z ich poévodného

substratu.

Podla predlofeného vyndlezu znamend termin ,produkéna davka"
kulturu buniek, ktorad sa pouZije na vyrobu biologického materia-

lu.

Podla predloZeného vyndlezu znamend termin »predprodukeéné
davka“ kultuiru buniek, ktord sa pouZije pri spdsobe podla
predloZeného vynadlezu na pripravu najmenej jedne] produkénej
davky (ako je definovand skér) a jednej dalSe] predprodukéne]

davky.

Podla predloZeného vyndlezu =znamend termin ,biologicky
materidl™ akukolvek latku alebo organizmus, ktory sa méZe vyro-
bit z bunkovej kultury. Priklady ,biologickych materidlov®™ su

virusy a proteiny, ako su enzymy.

Podla predloZeného vyndlezu znamenad termin ,zadsobny roztok
inokulaénych buniek" mnoZstvo ur&itého typu buniek definovaného
pdvodu, skladovanych na pouZitie ako oékovacie médium, z ktorého

sa odvodi celd kultdra rovnakého typu buniek.

Podla predloZeného vynadlezu znamend termin ,bunky zavislé na
zakotveni“ bunky, ktoré pre svoj vlastny rast a/alebo rozmnoZo-
vanie potrebuju byt pripojené k substratu, ktory Je definovany

podla vynalezu.

Podla predlozeného vyndlezu znamend termin ,substrat®

akukolvek latku vo forme &astic, vhodnu na pripojenie buniek.



Podla predloZeného vyndlezu znamend termin ,krok pasaZova-
nia“ postupnost &innosti pri mnoZeni a vyrobe buniek, zahrfnajacu
prinajmensom prenos vhodného mnoZstva buniek a vhodného mnoZstva
kultiva&ného média do produk&nej ndadoby, inkubdciu nadoby pri
podmienkach vhodnych na rast a rozmnoZovanie buniek po dobu,
ktora je dostatoénd na ulinny rast a rozmnoZovanie buniek. Krok
pasdfovania pripadne zahrffia oddelenie Dbuniek z kultivaéného
média a/alebo zo substratu po case, ktory je dostatoCny na

uéinny rast a rozmnoZovanie buniek.

Odbornikom pracujicim v tejto oblasti je zrejmé, Ze spdsob
podla predloZeného vyndlezu sa =zésadne odliSuje od spdsobov
znamych podla stavu techniky, ked sa bunky vyrédbaju kontinualnym
spésobom, skoér ako diskontinudlnym spésobom podla predloZeného
vyndlezu. Podla patentovej prihlasky EP 0417531 a WO 89/08701 sa
mbéZe kontinudlny kultiva&ny systém pouZit tieZ na vyrobu viru-
sov. Bunky najskér rasti v prvom bioreaktore a potom, ako sa
dosiahne urd&itd hustota buniek, sa bunky kontinudlne naplnia
z uvedeného prvého bioreaktora do druhého bioreaktora. V tomto
druhom bioreaktore sa virusy kultivuji na bunkach a potom sa

virusy kontinudlne odoberu z druhého bioreaktora.

Zzédkladnym pracovnym postupom podla predloZeného vynédlezu je
pouZzitie materského bioreaktora, z ktorého sa plnia produkéné
bioreaktory bunkami. Ak sd bunky zavislé na zakotveni, je po
kazdom kroku paséZovania vyhodne potrebné bunky oddelit od ich

substratov.

Na tento ciel sa vyvinul trypsinizaény postup vo velkych
bioreaktoroch. Pri pouziti takzvanej roz3irenej banky buniek
(ECB, ,Extended Cell Bank“) su vlastnosti produké&nych buniek
definované do 3pecifického a charakteristického podtu pasdZi.
Opisany spdésob umoZiiuje vysoko vykonnd vyrobu, pretoZe spdsob
zvaéSovania mnoZstva z WCS (pracovnd banka buniek) na produkéné
bunky sa mdZe velmi skradtit a je potrebnych ovela menej

bioreaktorov, pretoZe uZ nie si potrebné paralelné vyrobné



linie.

Na obr. 1 si zobrazené rdzne uskutonenia podla predloZeného

vynalezu.

Vo vyhodnom uskuto&neni sa bunky expanduja z jednej ampuly
MWCS a% na urovei prvej predprodukénej davky prostrednictvom
jedného alebo viacerych pasédZovacich krokov. Velkost bioreaktora
pouZivaného na tuto predprodukéni davku sa mdéZe pohybovat od
niekolkych litrov pracovného objemu do niekolkych stoviek
litrov. Potom sa &ast, napriklad 10 aZz 20% takto expandovanych
buniek (napriklad pasdZ X), pouZije na repopuldciu bioreaktora
na pripravu dalSej predprodukénej davky (pasdZz &islo X+1),
zatial &o sa objem buniek prenesie (pasdZ X alebo X+1) do
bioreaktora vad3ej velkosti, aby sa priamo zahdjila vyroba alebo

aby sa najskér populoval a potom sa zahdjila vyroba.

V klasickych sériovych produkénych liniach je pocet zdvojeni
poétu buniek odvodenych z MWCS vo chvili zberu do urcitej miery
vopred zndmy. Maximdlny moZny pocet generacii produkcného

systému je nastaveny na zaciatku.

Pri spésobe podla predloZeného vynadlezu mdéZe byt maximalny
polet pasdZi buniek definovany pomocou ECB (roz3irena banka
buniek). Po&et produk&nych pasdzi (polet pasdzii buniek pouZitych
pred vyrobou biologického produktu) je teda v medziach danych
ECB irelevantny. V ddsledku toho by sa mal dodrZiat maximalny
podet pasazi vzhladom na regulac¢né obmedzenia. Vysledkom je, Ze
prislusnd davka biologického materidlu je vyslednym produktom

jedného priameho procesu expanzie.

Aby sa mohlo overit, ¢i 3pecifikdcie buniek v stupni ECB pri
vyrobe si podobné MCB (kontrolnd& bunkovd banka), je potrebné
vykonat Specifické hodnotenie s ohladom na charakteristiky
rastu, uvolfiovanie néhodilych, vonkajsich aj vnatornych ¢&inidiel
v réznych krokoch, karyologickll izoenzymovi analyzu a podobne.

Ked je takd ECB Uplne charakterizované, je moZné vyrobit produkt



s bunkami pri akejkolvek pasdzi medzi MCB a ECB, pretoZe Jje
moZné predpokladat, 7e sa bunky neodlisili od svojich
parametrov. Z toho vyplyva, Ze sa testy na MWCS mbézZu obmedzit na
testovanie sterility. Toto je =zvlastna vyhoda spdsobu podla

predloZeného vynalezu.

Pri maximalnom nastavenom poCte pasdzi je moZné pouZit bunky
v akomkolvek medzistupni. Aby sa teda dalej minimalizoval Ccas
potrebny na expanziu buniek z MWCS do produk&éného bioreaktora,
mézZe byt vyhodné umoZnit hromadné spustenie bunkovej kultadry. Je

to mozZné uskutoé&nit napriklad nasledujicim spdsobom:

- bunky sa mdézu zastavit v uréitom pocCte pasdii v priebehu dlh-
§ich intervalov pri teplote miestnosti (17 aZ 32°C) a previest
do logaritmickej fazy rastu pomocou zvySenia teploty a zmeny

kultivadného média, alebo

- bunky sa mdéZu zmrazit (teplota men3ia ako -80°C) v urcitom
objeme a roztopit pred prevedenim do vopred stanoveného objemu
bioreaktora, ¢im sa vyrazne obmedzi nevyhnutny postup

zva¢3ovania mnozstva.

Spdsob podla predloZeného vyndlezu sa mdéze uskutolhiovat so
Zivo&idnymi bunkovymi kulturami a najma s bunkami =zavislymi na
zakotveni. Vhodnymi typmi buniek sU napriklad bunky 3kreckov
(CHO, BHK-1), bunky my3i (Vero), hovadzie bunky (MDBK), psie
bunky (MDCK), Iudské bunky (CaCo, A431) alebo bunky hydiny
(CEF) .

Ako bioreaktor podla predloZeného vyndlezu sa méZe pouZit
jedna jednotka alebo viac jednotiek, napriklad mie3anych fermen-
torov, fermentorov s pevnym l&6Zkom, fermentorov s fluidnym 16Z-
kom, fermentorov s prevzdu$fiovanim alebo reaktorov s dutymi

vlaknami.

Skér uvedené bunky sa mbéZu, a niektoré by sa dokonca mali,

kultivovat pri upevneni na pevny nosi¢, ako si mikronoside alebo



makronosi&e .v suspenzii, napriklad v pevnom 16Zku, fluidnom
16%ku alebo v suspenzii alebo ako si duté vlakna. Bunky sa mdézZu

tieZ usadit v nosi&i (napriklad pérovitom nosici).

Pri spbésobe podla predloZeného vynadlezu, najma ked sa
pou?ije pevny nosi&, sa bunky uvolfuju z tohto pevného nosica.
Uvolnenie sa mdéZe uskuto&nit pomocou akéhokolvek znadmeho spdsobu
vyuZiteIného na uvolnenie buniek z pevného nosica. Vyhodne sa
uvolnenie mdéZe uskutodnit pomocou roztoku proteolytického
enzymu. Pripadne sa pred tymto enzymatickym uvolfiovacim krokom
mdé%e uskutoénit jeden alebo viac upravovacich krokov, napriklad
opracovanim PBS a/alebo EDTA, s cielom zvy3it proteolyticka
U&innost a/alebo s cielom zniZit mnoZstvo potrebného proteoly-

tického enzymu.

Priklady uskutoénenia vynalezu

Priklad 1

Uvolnenie buniek a ich odstrénenie z nosidov pred prevedenim do

dalSieho bioreaktora

Bunky zavislé na zakotveni bunkového kmefia MDCK sa kultivujd
pri 37°C na mikronosi&i Cytodex-3 (Pharmacia Uppsala, Svédsko)
(5 g nosi€a/l) v mie3anom 3tvorlitrovom reaktore (,matersky bio-
reaktor“). Rastovym médiom je EpiSerf (Life Technologies,

Paisly, 3kétsko). Rast pokraduje do maxima 5x10° buniek/ml kultua-

ry.

Bunky sa uvolnia z nosia pomocou trypsinizacie v roztoku

Trypsin-EDTA (Life Technologies, Paisly, Skétsko).

Po usadeni nosi¢a sa 80% uvolnenych buniek prevedie do 3
dal3ich bioreaktorov podobnej velkosti. VSetky tieto ,produkéné™
bioreaktory obsahujli nosice (bunkovy substrat), ktoré sa do nich

pridaja dopredu. Bunky sa nechaju repopulovat nosi& a nésledne



sa pouziju na vyrobu v tychto bioreaktoroch.

Zvy3ok buniek v ,materskom bioreaktore™ sa necha repopulovat
zostavajuici nosi¢ Cytodex-3 a kultivuji sa do pozZadovanej

hustoty buniek.

Priklad 2

Uvolnenie buniek bez oddelenia nosiov pred prevedenim do dal-

5ieho bioreaktora

Kultivacia buniek sa uskutodéfiuje rovnakym spdésobom, ako je
opisané v priklade 1, ale po trypsinizdcii sa 80% uvolnenych
buniek vradtane nosi&ov prevedie do troch produkénych bioreak-

torov. Dalej sa do v3etkych bioreaktorov pridajui vhodné nosice.

Priklad 3

Uvolnenie buniek bez oddelenia od nosiov po prevedeni do dal-

Sieho bioreaktora

Kultivacia buniek sa uskuto&fiuje rovnakym spdsobom, ako je
opisané v priklade 1, ale 80% stadle zakotvenych buniek sa preve-
die do bioreaktora podobnej velkosti, ktory sa dalej pouZije

priamo na pripravu produktu.

Zostavajuce bunky na mikronosifoch v materskom fermentore sa
potom uvolnia pomocou trypsinizdcie, potom sa pridad dal$i nosic

a bunky sa nechaju repopulovat substrat.

Priklad 4

Vychodiskovym materidlom st zmrazené zasobné bunky

Pri tomto pokuse sa &ast kultlry pouZije na opatovné davko-
vanie materského fermentora a niektorych dcérskych fermentorov

a Gast kultdry sa pouZije na zmrazenie buniek do zasoby.

Zmrazené zasobné bunky (celkom 14,4 x 108 buniek) sa naocku-



ji do vychodiskovej kultdry v trojlitrovom materskom fermentore
obsahujucom 5 g Cytodexu na liter a médium EpiSerf a potom sa
inkubuju pri 37°C. Zostavajice ochranné latky pri zmrazeni sa

odstréania pomocou vymeny média v dni 1.

V dni 2 sa uskuto&ni trypsinizacia, 50% buniek sa zmrazi do
zasoby a zostavajuce bunky sa inokuluji na mikronosicCe v dalsom

fermentore.

2 tabulky 1 je vidiet, Ze bunky medzi diiami 2 a 3 pokracuju

v raste normalnou rychlostou.

V dni 4 sa obsah materského fermentora uvolni trypsinom
a vsadi sa na nové mikronosice (10 g/l) v dvoch dalSich fermen-

toroch za materskym fermentorom.

V dni 5 je UCinnost vysiatia asi 85%.

Tabulka 1
3 litrovy mat. 3 litrovy 3 litrovy
den fermentor fermentor fermentor
buniek x 100000/ml | buniek x 100000/ml | buniek x 100000/ml
0 NOD
1 6,6
2 14
3 15,5
4 30
5 5,5 10 10
uc¢innost 85% 85% 85%
vysiatia
Priklad 5

Prevedenie z malého materského fermentora do velkého produké&ného

fermentora

Bunky sa expanduju do velkého meradla v 65 litrovom a 550
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litrovom fermentore (pracovny objem 50 litrov a 250 litrov)
s pouZzitim hustoty mikronosi¢a 5 g Cytodexu na liter. Ako je
vidiet z tabulky 2, 90% z celkového mnoZstva buniek sa prevedie
do velkého fermentora z 50 litrového kultiva&ného fermentora s

800 000 bunkami/ml, z ktorych je 69% Zivotaschoonych.

To isté sa pozorovalo v 50 litrovom materskom fermentore;

asi 69 % rozmnoZovacich buniek sa ukazalo byt Zivotaschopnych.

Postup je nasledujuci:

V dni 0 sa nosi&e nechaji usadit v 50 litroch kultury, potom
sa supernatant (kultiva&né médium) odstrdni a nahradi sa PBS.
Obsah fermentora sa 5 aZ 15 minut trepe. Supernatant sa po
usadeni nosic¢a oddeli. Tento krok sa mdéZe v pripade potreby

zopakovat.

Potom sa tento krok zopakuje s PBS/EDTA (0,4 g EDTA/liter
PBS). Kultivaéné médium sa znova trepe 5 aZ 1S5 minat, nosice sa
nechaji usadit, supernatant sa odstrédni a opakuje sa krok
PBS/EDTA pokial sa bunky nezaoblia a nie su pripravené na

uvolnenie pomocou trypsinu.

Potom sa k PBS/EDTA prid& trypsin (0,025 % vyslednej koncen-
tracie) a inkubuje sa 5 az 15 minGt. Potom sa bud bunky
obsahujuce supernatant (po wusadeni teraz ,nahého"™ nosica)
prenest (ako v priklade 9) alebo sa prenesie zmes buniek plus

nosidov (celkom 80% celkovej zmesi).

Po prenose buniek do 550 litrového fermentora sa zvysok
buniek (10% Zivotaschopnych buniek) nechd repopulovat nosic
stdle pritomny vo fermentore po opdtovnom naplneni 50 litrového

fermentora kultivaénym médiom.

Zistilo sa, Ze asi 70% buniek je Zivotaschopnych.
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Tabulka 2
Defi 50 litrov kultury 250 litrov kultuary
buniek x 100 000/ml buniek x 100 000/ml
0 8 (400 x 10° buniek celkom) 1,1 (275 x 10 °
Zivotaschopnych buniek)
1 0,8
2 2,9
3 3,4
4 8,9
5 18,0
Priklad 6

Zopakuje sa postup opisany v priklade 5, ale 80% kultary
buniek viazanych no nosié sa prenesie z materského bioreaktora
do produké&ného bioreaktora. Produkcia sa zahaji po pridani viru-

Su.

20% buniek a nosica zostavajuceho v materskom bioreaktore sa
trypsinizuje a uvolni a po pridani nového substrdtu sa matersky
bioreaktor nechd repopulovat, =zatial ¢&o vo fyzicky oddelenom

produk&nom bioreaktore prebieha produkcia.
Priklad 7

Kultivdcia vo velkom mnoZstve zahadjend zo zasobnych zmrazenych

buniek

Zzmrazené zasobné bunky sa roztopia a naoCkuju sa do 10 lit-
rového (pracovny objem) fermentora (hustota nosifa Cytodex
5 g/1l; kultiva&né médium Epi Serf) pri ockovacej hustote 1x10°
buniek/ml. Po pripojeni sa kultivacdné médium vymeni, aby sa

odstranili zvysky &inidiel ochrafiujucich pri zmrazeni.

Po dni 1 je mnoZstvo Zivotaschopnych buniek viazanych na
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nosiée 0,45x10° buniek/ml, ktoré potom zadinaju rast. Pri hustote
2,8x10° buniek/ml sa bunky uvolnia z nosiov pomocou trypsiniza-
cie a 80% sa prevedie do fermentora s pracovnym objemom

50 litrov (nosice 5 g/l).

Ako je moZné vidiet =z tabulky 3 Jje v dni 1 mnoZstvo

3ivotaschopnych buniek po zmrazeni zésobnych buniek asi 45%.

7 celkového mnozstva prenesenych buniek je Zivotaschopnost

po uvolneni trypsinom 71,4%.

Tabulka 3
defi hustota buniek (x 10°/1) v:
10 litrovom fermentore 50 litrovom fermentore
0 1,0
> 0,45
% 1,3
5 2,6
6 2,8 (280 x 10° celkom)
6 0,6 (60 x 10% celkom) 0,28 (140 x 10° celkom)
7 0,4 (200 x 10° celkom)
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PATENTOVE NAROKY

1. Spésob pripravy buniek na pouZitie pri vyrobe biologickych
materidlov pomocou kultivdcie buniek aZ do poZadovaného objemu
buniek predprodukénej davky, vy znadcdujuaci sa tymnm,

Ze sa pri opakovanom diskontinuélnom procese:

- gast buniek predproduk&nej davky pouZije na pripravu

najmenej jednej produkénej davky, a

- zostavajlca &ast buniek predprodukénej davky sa pouZije ako
inokulum na pripravu najmenej Jjednej dalSej predprodukéne]

davky.

2. Spbésob podla ndroku 1, vyznadujuaci sa tym Ze

sa pri opakovanom diskontinudlnom procese:

a) ¢ast buniek predproduk&nej davky prenesie na pouZitie pri

priprave najmenej jednej produkcnej davky, a

b) zostdvajlica &ast buniek predprodukénej davky sa prevedie na
pouZitie ako inokulum na pripravu najmenej jednej dalsej

predprodukénej davky.

3. Spdésob podla ktoréhokolvek z ndrokov 1 alebo 2, vy zna -
ujuaci sa tym Ze prvd predprodukénd davka sa pripravi
z pracovného zasobnika buniek pomocou najmenej jedného pasaZova-

cieho kroku.

4, Spbésob podla ktoréhokolvek =z narokov 1 aZ 3, vy zn a-

cujaci sa tym Ze bunky st zdvislé na zakotveni.

5. Spdésob podla ndroku 2, vy znadcujuci sa tym Ze
bunky su zA&vislé na zakotveni, bunky sa pestujid na substréate

a pred kaZdym krokom prenosu sa bunky uvolnia zo substréitu.
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6. Spdsob podla ktoréhokolvek =z nirokov 1 aZ 5, vy zn a-

ujuci sa tym Ze prisludnym biologickym materidlom je

virus.
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