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Zphisob piipravy bun&k pro pouZiti pfi vyrobé biologickych
materiali pomoci kultivace bun&k aZ do pozadovaného
objemu bunék ptedprodukéni dévky, kdy se po opakovaném
diskontinudlnim procesu: a) ¢ast bungk predprodukéni davky
pouZije pro pfipravu nejméné jedné produkeni davky a b)
zZbyvajici &ast bunék pfedprodukeni davky se pouZije jako
o&ko pro pripravu nejméng jedné dalsi predprodukéni davky.
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P¥iprava bunék pro vyrobu biologickych materidlad :E}}ﬁ///

Oblast techniky

p¥edkladany vyndlez se tykd zpusobu pIipravy bunék pro pouZiti

p¥i vyrob& biologickych materialu.

Dosavadni stav techniky

Pro vyrobu biologickych materidlli, nap¥iklad bun&&nych kment,
bude nezbytné nalézt zplsob p¥ipravy velkych mnoZstvi bunék za

pouZiti postupl v bioreaktorech ve zvySujicim se m&ritku.

US patent &islo 5,017,490 zahrnuje takovy zpusob ve zveét3u-
jicim se m&Fitku, ktery poskytuje zejména vyhodu malého nebez-
pe&i kontaminace p¥i pfevédéni. Tento zplsob v$ak neni vhodny
pro bufky zavislé na zakotveni (tedy pro buriky, které rostou
pouze kdyZ jsou zakotvené na substridt) nebo bunlky usazené

v substratu (nap¥iklad v poréznich nosicich).

US patent &islo 4,644,912 popisuje zpusob p¥ipravy bunék z&-
vislych na zakotveni pro p¥ipravu biologickych materi&ld (tj.
virl) =z inokula a néasledné pasdZovéni provadéné p¥i zvysu-
jicich se naslednych objemech bioreaktorad 1 litr, 5 litrda, 25
litra, 150 litra a nakonec bud v 1000litrovém bioreaktoru nebo
ve velkém poldtu 150litrovych bioreaktoru. Mezi vSemi témito
pasdfovacimi kroky se buitky uvolni z nosicul z¥edénym roztokem
protedzy. P¥i poslednim pasé&Zovani se provede naockovani vi—

rem.

Na zaklad& prumdrnych &ast bun&fného cyklu asi 20 aZ 24 hodin
se predpokladaji intervaly pasédZovani asi kaZdych 3 aZ 5 dni.
Aby se tedy bufiky expandovaly do dostatecné velkého objemu
kultury =z pracovni banky bun&k vyrobce (MWCS), maZe cely
proces expandovani trvat nékolik tydnid v zdvislosti na objemu

kone&ného bioreaktoru.



p¥i vyde uvedenych zpusobech pIipravy bunék se kazdad konelna
produk&ni davka musi pripravovat z pracovni banky buné€k
vyrobce (MWCS). Pro pfipravu velkého mnoZstvi biologického
materidlu bude nezbytné pouzit nékolik paralelnich kulti-
vaénich linek a? do nejvé&tdich objemd nadob. Tento vyrobni
postup je tedy casové velmi narodny a vyZaduje praci znacného
podtu bioreaktorl pro pripravu bunék a také vyrobu biolo-

gického materidlu.

P¥edm&tem podle predkléddaného vynédlezu Je poskytnout daleko
rychlej$i zpusob p¥ipravy bunék pro vyrobu biologickych

materidlu.

Podstata vynalezu

predkladany vynédlez se tedy tykd zpusobu p¥ipravy bunék pro
pouziti p¥i vyrobé biologickych materidld pomoci kultivace
bunék a? do poZadovaného objemu bunek predprodukéni davky, kdy

se pri opakovaném diskontinudlni procesu:

a) Sast bun&dné predprodukéni davky pouZije pro pIipravu

nejméné jedné produkéni davky a

b) =zbyvajici <&ast bunécné p¥edproduk&ni davky pouZije jako

odko pro p¥ipravu nejméné jedné dalsi predprodukéni davky.

P¥esn&ji se pYedkléddany vynadlez tykad zpusobu pripravy bunék
pro pouZiti p¥i vyrobé biologického materidlu pomoci kultivace
pbuné&k a? do poZadovaného objemu bunék predprodukéni davky, kdy

se ptri opakovaném diskontinuédlni procesu:

a) &ast bundk predprodukéni davky prevede pro pouziti pri

p¥ipravé nejméné jedné produkni davky a

b) zbyvajici &&st bun&k pFedprodukéni davky prevede pro pouZi-
ti jako o&ko pro p¥ipravu nejméné jedné nédsledné pYedpro-

dukéni davky.
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Ve vyhodném provedeni podle predkléddaného vynalezu se prvni
p¥edprodukéni dévka p¥ipravi ze zasobniho roztoku inokulacnich

pun&k pomoci nejmén& jednoho pasdZovaciho kroku.

V dald&im vyhodném provedeni podle pfedklddaného vyndlezu jsou
p¥ipravované buriky zavislé na zakotveni. V tomto pY¥ipadé bude
obecn& nutné, aby se buiky kultivovaly na substratu. Bude tedy
vhodné b&hem opakovaného procesu pokaZdé, kdyz se pouzije céast
dédvky pro ptripravu nové davky, pfidat daldi mnoZstvi substra-
tu. Ve vyhodném provedeni se pokazdé pred p¥iddnim substratu
alespoil &ast bun&k nejprve uvolni z jejich pavodniho substra-

tu.

Podle p¥edkladdaného vyndlezu znamena termin ,produké&ni davka"
kulturu bun&k, kterd se pouZije pro vyrobu biologického mate-

ridlu.

Podle ptredkladdaného vyndlezu znamend termin .predprodukeéni
davka" kulturu bun&k, kterd se pouZije p¥i zplsobu podle pred-
klddaného vyndlezu pro p¥ipravu nejméné jedné produkéni davky

(kterd je definovand vy8e) a jedné dalsi predprodukéni davky.

Podle predkladdaného vyndlezu znamend termin .biologicky mate-
ridl“ jakoukoli 1l&tku nebo organismus, ktery se muZe vyrobit
z bun&&né kultury. P¥iklady ,biologickych materiald™ jsou viry

a proteiny, jako jsou enzymy.

Podle ptredkladaného vyndlezu znamenéd termin . z&sobni roztok
inokuladnich bun&k" mnofstvi urditého typu bunék definovaného
puvodu skladovanych pro pouZiti jako ocko, ze kterého se

odvodi celd kultura stejného typu bunék.

Podle predklddaného vyndlezu znamena termin ,butfiky zavislé na
zakotveni® buiiky, které pro svij vlastni rust a/nebo rozmnoZo-
vani pot¥ebuji byt pripojeny k substratu, ktery je definovany

podle vynélezu.
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Podle predkléddaného vynadlezu znamena termin ,substrat® jakou-

koli latku ve form& Z&stic vhodnou pro pfipojeni bunék.

Podle predkladdaného vynalezu znamena termin ,krok pasé&Zovani“
posloupnost <&innosti p¥i mno¥eni a vyrob& bun&k, =zahrnujicil
alespofi prenos vhodného mnoZstvi bundk a vhodného mnozZstvi
kultivaéniho média do produk&ni nédoby, inkubaci nadoby za
podminek vhodnych pro rust a rozmno¥ovani bun&k po dobu, ktera
je dostatefnéd pro u¢inny rust a rozmno¥ovani bun&k. Krok paséa-
yovani popripad& zahrnuje oddéleni bunék z kultivadniho média
a/nebo ze substridtu po dobé&, ktera Je dostatednd pro 0&¢inny

rist a rozmnoZovani bunék.

Odbornikiim pracujicim v této oblasti bude z¥ejmé&, Ze zpusob
podle pYredkléddaného vynalezu se zédsadné 1i81 od zpusobu zna-
mych podle stavu techniky, kdy se buitky vyrdbi kontinudlnim
zplisobem, spi%e neZ diskontinudlnim zpusobem podle predkla-
daného vynalezu. Podle patentové prihlasky EP0417531 a WO
89/08701 se miZe kontinudlni kultivaéni systém pouZit také pro
vyrobu virti. Buiiky nejprve rostou v prvnim bioreaktoru a potég,
co se dosadhne urdité hustoty bun&k, se bufiky kontinudlné napl-
ni ze jmenovaného prvniho bioreaktoru do druhého bioreaktoru.
V tomto druhém bioreaktoru se viry kultivuji na bunikdach a

potom se viry kontinudlné& odeberou z druhého bioreaktoru.

zidkladnim pracovnim postupem podle pY¥edkladaného vyndlezu Jje
pouZiti materského bioreaktoru, ze kterého se plni produkéni
bioreaktor (y) buflkami. Pokud jsou buitky z&vislé na zakotveni,
je po ka?dém kroku paséZovani s vyhodou potfeba buriky oddélit

od svych substrati.

Pro tento u&el byl vyvinut trypsinizaéni postup ve velkych
bioreaktorech. P¥i pouZiti tak zvané rozSiY¥ené banky bunék
(ECB, ,Extended Cell Bank"“) jsou vlastnosti produkcnich bunék
definovény do specifického a charakteristického podtu pasaii.

Popsany zplsob umoZiiuje vysoce vykonnou vyrobu, protoZe zpusob
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expandovéni z WCS (pracovni banka bun&k) pro pripravu bunék se
mi¥e velmi zkratit a Jje pot¥eba daleko méné bioreaktori,

protoZe jiZ nejsou nutné paralelni vyrobni linky.

Na obrézku 1 jsou uvedena ruzna provedeni podle p¥edkléadaného

vynélezu.

Ve vyhodném provedeni se bunky expanduji z jedné ampule MWCS
a% na urovell prvni predprodukéni davky prost¥ednictvim jednoho
nebo vice paséfovacich krokli. Velikost bioreaktoru pouzivaného
pro tuto pfedprodukéni davku se mafe pohybovat od nékolika

litrd pracovniho objemu do nékolika stovek litru. Potom se

¢ast, napr¥iklad 10 aZ 20 % takto expandovanych  bunék
(nap¥iklad pasé&Z X), pouZije pro repopulaci bioreaktoru pro
p¥ipravu dalsi p¥edprodukéni davky (pasd? &islo X+1), zatimco

se objem bun&k pY¥evadi (pasd% X nebo X+1) do bioreaktoru vétsi
velikosti, aby se pY¥imo zahadjila vyroba nebo aby se nejprve

populoval a potom se zah&djila vyroba.

V klasickych sériovych produkénich linkach je znadmo mnoho
zptisoblt zdvojovani poctu bunék odvozenych od MWCS ve chvili
sklizn& v p¥edem danych mezich. Maximédlni mo¥ny polet generaci

je v produkénim systému nastaven na zaCatku.

P¥i zpGsobu podle ptredklddaného vynadlezu se miZe maximalni
podet pasdZi bunék definovat pomoci ECB (rozSiYené banky
bun&k) . Polet produk&nich pasézi (poclet pasdZi bunék pouZitych
p¥ed vyrobou biologického produktu) Je tedy v mezich danych
ECR irelevantni. Tento maximélni polet pasazi by se mél tedy
¥idit regula&nimi omezenimi. Vysledkem je, Ze p¥isludn& davka
biologického materidlu je koncovym produktem jednoho p¥imého

procesu expanze.

Aby bylo moZné ovérit, zda specifikace bun&k ve stupni ECB pri
vyrob& jsou podobné MCB (kontrolni bun&dnd banka), Jje nutné

provést specifické hodnoceni s ohledem na charakteristiky



ristu, uvolflovédni nahodilych, wvné&jsich i vnit¥nich ¢&inidel
v ruznych krocich, karyologickou isoenzymovou analyzu a podob-
n&. Kdy? je takovéd ECB plné& charakterizovéna, je moZné vyrobit
produkt s bufikami p¥i jakékoli pas&?i mezi MCB a ECB, protoze
je mo¥né predpoklédat, Ze se butiky neli%i od svého inokula.
7Z toho plyne, Ze se testy na MWCS mohou omezit na testovani
sterility. Toto je zvlastni vyhoda zpiisobu podle ptedkladaného

vynéalezu.

P¥i maximalnim nastaveném podtu pasdZi je moZné pouZit bunky
v jakémkoli mezistupni. Aby se tedy ddle minimalizovala doba
pot¥ebnd pro expanzi buné&k z MWCS do produkéniho bioreaktoru,
miZe byt vyhodné mit k dispozici startovaci buné&fnou kulturu.

Toto je moZné provést nap¥iklad nédsledujicim zplsobem:

e bufiky se mohou zastavit v ur&itém poltu pasédZi bé&hem delSich
intervall p¥i teplot& mistnosti (17 aZ 32 °C) a prevést do
logaritmické féze rlstu pomoci zvySeni teploty a zmény

kultivadniho média nebo

e buifiky se mohou zmrazit (teplota men3i neZ -80 °C) v urcitém
objemu a roztit pred pfevedenim do predem stanoveného objemu
bioreaktoru, &im? se vyrazné& sniZi potY¥eba uprav pri ptrecho-

du do vét3iho méritka.

Zpusob podle p¥edkladdaného vynalezu se mi¥e provadét s Zivo-
iZnymi bun&Znymi kulturamu a zejména s burikami z&avislymi na
zakotveni. Vhodnymi typy bun&k jsou nap¥iklad buttky k¥eckl
(CHO, BHK-1), bufiky my&i (Vero), bovinni butiky (MDBK), psi
butiky (MDCK), lidské buniky (CaCo, 2431) nebo drabeZi bunky
(CEF) .

Jako bioreaktor podle p¥redkléddaného vynalezu se miZe pouzit
jedna jednotka nebo mnoho jednotek naptriklad michanych fermen-
térv, fermentérlt s pevnym loZem, fermentéra s fluidnim loZem,

fermentért s provzdudiovadnim nebo reaktoru s dutymi v1ékny.
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vy&e uvedené bunikky se mohou, a n&které by se dokonce mely,
kultivovat p¥i upevné&ni k pevnému nosici, jako Jsou mikronosi-
%e nebo makronosi&e v suspenzi, napfiklad v pevném lozi,
fluidnim lo¥i nebo v suspenzi nebo jako jsou duta vlékna.
Buitky se mohou také usadit v nosidi (nap¥iklad poréznim no-

sici).

P¥i zusobu podle predkléddaného vynalezu, zejména, kdyZ se pou-
Yije pevny nosi&, se bufiky uvolfuji z tohoto pevného nosice.
Uvolndni se muZe provést pomoci jakéhokoli znamého zplsobu
vyuZitelného pro uvolnéni buné&k z pevného noside. S vyhodou se
uvolnéni mlZe provést pomoci roztoku proteolytického enzymu.
Pop¥ipadé se p¥ed timto enzymatickym uvoliiovacim krokem miZe
provést jeden nebo vice upravovacich krokll, nap¥iklad zpraco-
vadnim PBS a/nebo EDTA, za uUfelem zvySeni ﬁroteolytické aéin-
nosti a/nebo za ulelem sni%eni mnoZstvi potf¥ebného proteo-

lytického enzymu.

P¥iklady provedenil vyndlezu

Priklad 1

Uvolnéni bundk a jejich odstranéni z nosictl p¥ed pfevedenim do

dals8iho bioreaktoru

Bufiky zavislé na zakotveni MDCK bun&fného kmene se kultivuji
p¥i 37 °C na mikronosici Cytodex-3 (Pharmacia Uppsala,
Svédsko) (5 g noside/l) v michaném &ty¥litrovém reaktoru (,ma-
te¥sky bioreaktor“). Rustovym médiem je EpiSerf (Life Tech-
nologies, Paisly, Skotsko). RUst pokracuje do maxima 5x10°

bunék/ml kultury.

Butltky se uvolni z nosife pomoci trypsinizace Vv roztoku Tryp-

sin-EDTA (Life Technologies, Paisly, Skotsko).

Po usazeni noside se 80 % uvolnénych bun&k pYevede do 3 dal-

5ich bioreaktorl podobné velikosti. Daldi ,produkni® bio-
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reaktory vdechny obsahujil noside (bun&dny substrat), které se
do nich ptidaji pY¥edem. Bunky se nechaji repopulovat nosiCe a

nasledn& se pou%iji pro vyrobu v téchto bioreaktorech.

Zbyvajici bunky v ,materském bioreaktoru® se nechaji repopulo-
vat zbyvajici nosife Cytodex-3 a kultivuji se do poZadované

hustoty bunék.
P¥iklad 2

Uvolnéni bunék bez oddéleni nosicl pfed prevedenim do dalsiho

bioreaktoru

Kultivace bundk se provéddi stejnym zplsobem, jako je popsano
v p¥ikladu 1, av8ak po trypsinizaci se 80 % uvolné&nych bunék
v&etn® nosidh prevede do t¥i produknich bioreaktorti. Dale se

do vdech bioreaktort pridaji vhodné nosice.
P¥iklad 3

Uvolnéni bundk bez oddéleni od nosiéli po prevedeni do dalsiho

bioreaktoru

Kultivace bund&k se provadi stejnym zpUsobem, jako je popsano
v p¥ikladu 1, avsak 80 % stale zakotvenych bun&k se prevede do
bioreaktoru podobné velikosti, ktery se dédle pouZije primo pro

p¥ipravu produktu.

zbyvajici buftkky na mikronosicich v mate¥ském fermentéru se
potom uvolni pomoci trypsinizace, potom se pridad dalsi nosil a

buiiky se nechaji repopulovat na substratu.
Priklad 4
Vychozim materidlem jsou zmrazené zdsobni buiky

PYi tomto pokusu se &&st kultury pouZije pro opé&tovné déavkova-
ni mate¥ského fermentéru a n&kterych dcefinnych fermentérl a

Sast kultury se pouZije pro zmrazeni bun&k do zésoby.
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7mrazené zasobni bunky (celkem 14,4 X 10% bunék) se naoCkuji do
vychozi kultury v t¥{litrovém mate¥ském fermentéru obsahujicim
5 g Cytodexu na litr a médium EpiSerf a potom se inkubuji p¥ti
37 °Cc. zbyvajici ochranné 1lé&tky pIi zmrazeni se odstrani

pomoci vym&ny média ve dni 1.

Ve dni 2 se provede trypsinizace, 50 % bun&k se zmrazi do
zadsoby a zbyvajici bunky se inokuluji na mikronosile Vv dalsgim

fermentéru.

Z tabulky 1 je moZné vyvodit, Ze butiky mezi dny 2 a 3 pokracu-

ji v rtustu normdlni rychlosti.

Ve dni 4 se obsah mate¥ského fermentéru uvolni trypsinem a
vsadi se na nové mikronosie (10 g/l) ve dvou dalSich fermen-

térech za matetrskym fermentérem.

)

Ve dni 5 je G&innost vyseti okolo 85 %.

Tabulka 1

. den 1 3litrovy mat. 3litrovy fermentér 31litrovy fermentér
fermentér

? bun€k x 100 000/ml bunék x 100 000/ml bun€k x 100 000/ml
{ 0 NOD
1 €, 6

2 14

3 15,5

4 30

5 5,5 10 10
ucinnost 85 % 85 % 85 %
pokryti

Pr¥iklad 5

prevedeni z malého matetrského fermentéru do velkého produk&ni-

ho fermentéru

eeese
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Buflky se expanduji do velkého mé&¥itka v 651itrovém a 550litro-
vém fermentéru (pracovni objem 50 litrd a 250 1litrd) za pou-
iti hustoty mikronosie 5 g Cytodexu na litr. Jak je z¥ejmé
z tabulky 2, 90 % =z celkového mno¥stvi bunék se prevede do
velkého fermentéru =z 50litrového kultivadniho fermentéru s

0,

800 000 burikami/ml, ze kterych je 69 % ?ivotaschopnych.

Toté% bylo pozorovano v 50litrovém matefském fermentéru; asi

69 % rozmno¥ovacich bun&k se ukazuje byt Yivotaschopnych.
Postup je nésledujici:

Ve dni O se nosi&e nechaji usadit v 50 litrech kultury, potom
se supernatant (kultivalni médium) odstrani a nahradi se PBS.
Obsah fermentéru se 5 a¥ 15 minut t¥epe. Supernatant se po
usazeni noside odd&li. Tento krok se muZe V pripadé potieby

zopakovat.

Potom se tento Kkrok zopakuje s PBS/EDTA (0,4 gramu EDTA/litr
PRS) . Kultivadni médium se znovu tfepe 5 aZ 15 minut, nosice
se nechaji usadit, supenatant se odstrani a opakuje se Kkrok
PBS/EDTA dokud se bulltky nezaobli a nejsou pripraveny k uvol-

n&ni pomoci trypsinu.

Potom se k PBS/EDTA p¥idd trypsin (0,025 % koneéné koncentra-
ce) a inkubuje se 5 az 15 minut. Potom se bud butky obsahujici
supernatant (po usazeni nyni ,nahého“ nosie) prevedou (jako
v p¥ikladu 9) nebo se prevede sm&s bundk plus nosidd (celkem

80 % celkové smési).

Po prevedeni bun€k do 5501itrového fermentéru se zbytek bunék
(tedy 10 % Z¥ivotaschopnych buné) nechd repopulovat nosice
dosud pritomné ve fermentéru po op&tovném naplnéni 50litrového

fermentéru kultivadnim médiem.

Ukazalo se, %e asi 70 % bunék je Yivotaschopnych.
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Tabulka 2:
den 50 litru kultiry 250 1itru kultury
bungk x 100 000/ml bundk x 100 000/ml
0 8 (400 x 10° bunék celkem) 1,1 (275 x 10° Zivotaschopnych
bunék
1 0,8
2 2,9
3 3,4
4 8,9
5 18,0

Priklad 6

Zopakuje se postup popsany v p¥ikladu 5, av8ak 80 % kultury
bun&k vazanych k nosici se prevede z mate¥ského bioreaktoru do

produk&niho bioreaktoru. Produkce se zah&dji po p¥idéni wviru.

20 % bundk a nosice zbyvajici v matefském bioreaktoru se tryp-
sinizuje a uvolni a po pfidani nového substrédtu se matefsky
bioreaktor nechd repopulovat, zatimco ve fyzicky oddéleném

produk&nim bioreaktoru probiha produkce.
P¥iklad 7

Kultivace ve velkém mnoZstvi zahdjend ze zdsobnich zmrazenych

bunék

Zmrazené zésobni buiiky se roztaji a naockuji se do 10litrového
(pracovni objem) fermentéru (hustota noside Cytodex 5 g/l;
kultivadni médium Epi Serf) p¥i ockovaci hustot& 1x10° bun&k/
ml. Po p¥ipojeni se kultivadni médium nahradi, aby se odstra-

nila prebytecénd Cinidla ochratiujici p¥i zmrazeni.

Po dni 1 je mnoZstvi Zivotaschopnych pbundk vazanych k nosicim
0,45x10° bun&k/ml, které potom zadinaji rGst. PFi hustoté

2,8x10° buné&k/ml se buniky uvolni z nosidt pomoci trypsinizace a
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80 % se prevede do fermentéru o pracovnim objemu 50 litra (no-

sige 5 g/1).

Jak je moZné vyvodit z tabulky 3 je ve dni 1 mnoZstvi zivo-

0

taschopnych bun&k po zmrazeni zasobnich bunék asi 45 %.

7 celkového mno¥stvi p¥evedenych bunék je Zivotaschopnost po

uvolnéni trypsinem 71,4 %.

Tabulka 3
[ Den hustota buné&k (x 10°/1) wv:
10litrovém fermentéru 50litrovém fermentéru
0 1,0
1/2 0,45
3/4 1,3
5 2,6
6 2,8 (280 x 10° celkem)
| 6 0,6 (60 x 10° celkem) 0,28 (140 x 10° celkem)
r 7 0,4 (200 x 10° celkem)
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P ATENTOUV E N A R O K Y

Zpusob p¥ipravy bunék pro pouZiti p¥i vyrobé biologickych
materidld pomoci kultivace bun&€k aZ do poZadovaného objemu
bunék  predprodukd&ni  davky, vyznadcd¢ujici s e

~

t im, Ze se p¥i opakovaném diskontinudlnim procesu:

¢ast bunék predprodukéni davky pouZije pro p¥ipravu nejméné

jedné produk&ni davky a
zbyvajici <&ast bunék pfedggfaukéni davky se pouzije jako
oCko pro p¥ipravu nejméné jedné dal3i p¥edproduk&ni davky.

2

Zplusob podle ndroku 1, vyznadujici s e t

H
3

1

Ze se pr¥i opakovaném diskontinudlnim procesu:

¢ast bunék predprodukéni davky prevede pro pouZiti p¥i

p¥ipravé nejméné jedné produkéni déavky a

zbyvajici ¢&ast bunék p¥edproduk&ni davky se pfevede pro
pouziti jako ofko pro p¥ipravu nejméné jedné dalsi

p¥edprodukdéni davky.

Zplsob podle kteréhokoli z nédrokl 1 nebo 2, vy znadu -
jici s e t im, Ze se prvni pfedprodukéni davka p¥i-
pravi z pracovniho 2z&sobniku bunék pomoci nejméné jednoho

pasaZovaciho kroku.

Zpusob podle kteréhokoli z ndroki 1 aZ 3, vy znadu -

jici se tim, Ze jsou builkky zdvislé na zakotveni.

Zptisob podle néroku 2, vyznaduijici s e tim,
Ze jsou buriky zavislé na zakotveni, butiky se péstuji na
substratu a p¥ed kaZdym krokem p¥evedeni se burtiky uvolni ze

substratu.

yﬁ
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vyznacdu -

jici s e t im, %e prisludnym biologickym materidlem

je wvirus.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

