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1. Úvod 

VirovÆ agens jsou původci mnoha zÆva�ných onemocnění nejen člověka a zvířat. Metody jejich 

stanovení jsou zalo�eny na přímØm průkazu jejich proteinů či genomu (DNA/RNA). 

Významnou detekční metodou je kultivace na buněčných kulturÆch. Ta v�ak bývÆ u celØ řady 

virů problematickÆ, v některých případech časově velmi nÆročnÆ či nestandardizovanÆ, a tak 

nepou�itelnÆ k rutinním analýzÆm. Diagnostika infekce mů�e být takØ zalo�ena na nepřímØm 

průkazu daných agens, na detekci protilÆtek vytvořených infikovaným organismem. Ka�dÆ 

z těchto metod mÆ svØ výhody a nevýhody. SprÆvný postup stanovení a určení virových agens 

je nutno vztÆhnout nejen k citlivosti, časovØ i finanční nÆročnosti danØ metody, ale takØ zejmØna 

k analyzovanØ matrici. Vzhledem k těmto faktorům je jednou z nejpou�ívaněj�ích metod 

polymerÆzovÆ řetězovÆ reakce (PCR), kterÆ je plně vyu�itelnÆ u jakØhokoliv typu analyzovanØ 

vzorku. 

 

PCR reakci předchÆzí krok izolace nukleových kyselin (DNA/RNA). U virů jejich� genom je 

tvořen RNA je před PCR nutno provØst reverzní transkripci (RT). Objev PCR v reÆlnØm čase 

(qPCR) navíc umo�ňuje nejen detekci, ale takØ kvantifikaci virovØ nÆlo�e v různých typech 

matric. Neodpovídající výsledky tØto vysoce citlivØ metody mohou být způsobeny 

kontaminacemi, inhibicí RT či/a PCR reakce nebo takØ selhÆním v předchÆzejícím, klíčovØm 

kroku analýzy vzorku � izolaci nukleových kyselin. Proto by k zaji�tění validních výsledků měl 

být ka�dý krok analýzy patřičně kontrolovÆn. K tomuto œčelu je vyu�ívÆn systØm pozitivních 

a negativních kontrol. U virových agens, obzvlÆ�tě těch jejich� genom je tvořen RNA, je častým 

problØmem prÆvě sprÆvnÆ volba kontroly izolace nukleových kyselin. 

 

Dle doporučení norem (ISO 15216-1:2017 a ISO 15216-2:2013), kterØ jsou cíleny na 

problematickØ matrice jako je drobnØ ovoce, listovÆ zelenina, ml�i, stěry prostředí a voda, je 

k těmto œčelům nejvhodněj�í pou�ít tzv. process control virus (PCV), který se v definovanØm 

mno�ství před začÆtkem analýzy přidÆ ke ka�dØmu jednomu vzorku a tak slou�í jako kontrola 

průběhu jednotlivých kroků analýzy. Takovýto virus by neměl být patogenní pro člověka 

a zÆroveň by měl mít podobnØ fyzikÆlně-chemickØ vlastnosti, jako mají cílovÆ patogenní agens. 

ZÆroveň by měl být na genetickØ œrovni dostatečně odli�ný od cílových patogenů, aby mohl být 

v RT-qPCR specificky prokÆzÆn, a neměl by se v analyzovaných vzorcích přirozeně 

vyskytovat. 
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Mezi agens, kterÆ jsou zÆroveň nepatogenní pro člověka, jsou pro tyto œčely nejčastěji 

pou�ívÆna a zÆroveň splňují dal�í specifikace ISO norem patří mutantní kmen mengoviru 

(MC0), felinní kalicivirus a murinní norovirus. Příprava dostatečnØho mno�ství těchto virů 

probíhÆ kultivací na buněčných liniích. JednÆ se o zdlouhavý proces, přičem� kultivace ka�dØho 

z virů musí mít zabezpečeny specifickØ podmínky. S tím je spojeno uzpůsobení laboratoře 

pro prÆci s buněčnými kulturami. Navíc při rutinním pou�ití takto připravených kontrol byly 

zji�těny významnØ rozdíly mezi jednotlivými �ar�emi. 

 

Ře�ením vý�e uvedenØho problØmu je zalo�it kontrolu procesu analýzy vzorků na poměrně 

jednoduchØ variantě, MS2 fÆgům podobným čÆsticím (MS2 PLP). MS2 PLP jsou in vitro 

připravenØ virovØ čÆstice, do jejich� genomu je mo�nØ vlo�it jakoukoliv cílovou molekulu RNA 

(Pasloske 1998). Velkou výhodou je, �e vlo�enÆ RNA je obalena kapsidou, a tak chrÆněnÆ před 

degradací vlivem v�udypřítomných RNÆz, ale zÆroveň je mo�nØ její uvolnění pro potřeby RT-

qPCR. Příprava MS2 PLP probíhÆ v bakteriích E. coli, co� je v porovnÆní s přípravou 

v buněčných kulturÆch efektivněj�í a rychlej�í způsob výroby, který se dÆ kontrolovat 

v průběhu produkce prostřednictvím zavedených kontrolních bodů. 

2. Předmět funkčního vzorku 

Cílem funkčního vzorku bylo zavØst a standardizovat sØriovou výrobu MS2 PLP a připravit tak 

vhodný prostředek ke kontrole analýzy vzorků na přítomnost neobalených virových agens 

jejich� genom je tvořen RNA. Do postupu přípravy MS2 PLP byly zavedeny kontrolní body, 

kterØ zaručí, �e konečný produkt standardizovanØ sØriovØ výroby bude, nezÆvisle na konkrØtní 

produkovanØ �ar�i, vyrÆběn ve vysokØ kvantitě a nebude obsahovat kontaminující proteiny či 

molekuly DNA. ZÆroveň byly definovÆny vhodnØ podmínky skladovÆní tohoto prostředku. 

3. Vlastní popis metodiky funkčního vzorku 

3.1. Příprava rekombinantních MS2 PLP 

UnikÆtní kontrolní sekvence (kombinace mitochondriÆlní DNA vakovlka tasmÆnskØho, 

Thylacinus cynocephalus, GenBank accession No. FJ515781.1 a ptÆka moa, Dinornis 

struthoides, GenBank accession No. AY326187.1) byla vlo�ena do klonovacího místa 2 
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(MCS2) vektoru pACYCDuet-1 (do tohoto klonovacího místa je mo�nØ vlo�it jakoukoliv jinou 

cílovou molekulu DNA; PCR produkt). Do klonovacího místa 1 (MCS1) tohoto vektoru byl 

nÆsledně ligovÆn PCR produkt amplifikovaný z de novo syntetizovanØ sekvence nesoucí 

dimerizovaný coat protein a His-tag. Vzniklý plazmid byl transformovÆn do buněk E. coli BL21 

(DE3; Mikel et al., 2017); kontrolní bod 1. 

 
Buňky E. coli BL21 (DE3) nesoucí rekombinantní plazmid byly kultivovÆny v LB mØdiu 

s přídavkem chloramfenikolu (výslednÆ koncentrace 34 µg/ml) při 37 °C/ 150 rpm na 

horizontÆlní kruhovØ třepačce do optickØ denzity OD600 = 1,7 a nÆsledně v TB mØdiu do 

OD600=0,8 (přídavek chloramfenikolu - 34 µg/ml, inkubace při 37 °C/150 rpm). Exprese byla 

nÆsledně indukovanÆ IPTG (konečnÆ koncentrace v roztoku 2 mM) a probíhala po dobu 16 

hodin při 37 °C/150 rpm; kontrolní bod 2. 

 
Tato kultura ji� s obsahem MS2 PLP byla centrifugovÆna při 6700×g/15 min a k odebranØmu 

supernatantu byly přidÆny nukleÆzy: 200 U Turbo DNÆza (Ambion, ThermoFisher Scientific), 

2 500 U benzonÆza (Sigma-Aldrich), 700 U RNÆza A (Qiagen). Vzorek byl ultrasonikovÆn 

a nÆsledně inkubovÆn 37 °C/3 hod/200rpm; kontrolní bod 3. 

 

Purifikace MS2 PLP byla provedena kapalinovou chromatografií (FPLC) za pou�ití kolonky 

HiTrap TALON Crude (GE Healthcare) � kobalt chelatační chromatografie. Získaný roztok 

MS2 PLP byl odsolen pomocí kolonek s membrÆnami Vivacon 10 kDa, MS2 PLP byly 

nÆsledně eluovÆny do STE (Sodium Chloride �Tris- EDTA) pufru (pH = 7,5); kontrolní bod 4. 

3.2. Kvantifikace a ověření kvality vyprodukovaných MS2 PLP 

Kvantifikace vyprodukovaných MS2 PLP byla provÆděna RT-qPCR. SoučÆstí tohoto systØmu 

je interní amplifikační kontrola a kvantifikační gradient ve formě RNA (Mikel et al., 2017); 

kontrolní bod 5. 

 

Struktura čÆstic byla ověřena elektronovou mikroskopií s pou�itím barvení 2% molybdenanem 

amonným; kontrolní bod 6. 

 

Dal�í metodou pou�itou k ověření kvality připravených MS2 PLP byl dynamický rozptyl světla 

(DLS) měřený na přístroji Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical). DLS určí hodnotu Z-

Average (d.nm) tzv. hydrodynamický průměr měřených čÆstic v nm. Klíčovou hodnotou je takØ 
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polydisperzita (PdI), kterÆ charakterizuje uniformitu distribuce měřených čÆstic; kontrolní bod 

7. 

3.3. Kontrolní body při produkci MS2 PLP 

Kontrolní bod 1 

Pomocí PCR reakcí s inzerčně (v tomto případě 1. kombinace mitochondriÆlní DNA vakovlka 

tasmÆnskØho a ptÆka moa a 2. sekvence nesoucí dimerizovaný coat protein a His-tag) 

a vektorově specifickými primery lze ověřit, zda tyto sekvence byly œspě�ně vlo�eny 

do klonovacího vektoru a plazmid byl transformovÆn do buněk E. coli BL21 (DE3). Přítomnost 

specifických inzertů v klonovacím vektoru lze takØ ověřit sekvenovÆním. 

 

Výsledkem jsou PCR produkty o specifickØ velikosti a/nebo odpovídající sekvence nukleotidů. 

 

Kontrolní bod 2 

Po indukci exprese IPTG u� nedochÆzí k pomno�ovÆní buněk E. coli BL21 (DE3). Při �patnØ 

indukci exprese dochÆzí k pokračovÆní jejich růstu a vzniklÆ peleta po centrifugaci kultury 

inkubovanØ po dobu 16 hodin při 37 °C/150 rpm s přídavkem IPTG je vět�í jako den před tím 

při OD600=0,8. 

 

Výsledkem je podobnÆ velikost pelety kultury kultivovanØ v TB mØdiu do OD600=0,8 

(přídavek chloramfenikolu - 34 µg/ml, inkubace při 37 °C/150 rpm) a kultury inkubovanØ 

16 hod/37 °C/150 rpm s přídavkem IPTG. 

 

Kontrolní bod 3 

Po centrifugaci kultury s ji� pomno�enými MS2 PLP a přidÆní nukleÆz se z roztoku odebere 

20 µl. Přítomnost MS2 PLP je ověřena pou�itím elektroforØzy, vizualizace genomu v 1% 

agarózovØm gelu s přídavkem ethidium bromidu, Sodium/BorÆtový pufr. 

 

Výsledkem je band o velikosti 1,5 kb (obrÆzek 1). 

 

Kontrolní bod 4 

Při purifikaci MS2 PLP (FPLC) elučním pufrem s obsahem 200 mM imidazolu v průběhu eluce 

z kolonky se tvoří charakteristický eluční �peak�. 
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ObrÆzek 1: Výsledek elektroforØzy detekující přítomnost MS2 PLP po centrifugaci kultury 

(band o velikosti 1,5 kB). 

 
 

Kontrolní bod 5 

Kvantifikace vyprodukovaných MS2 PLP je provÆděna RT-qPCR. ZÆroveň je sledovÆna 

kontaminace připravených čÆstic DNA; připravenØ čÆstice jsou naředěny 1 000× a 10 000× 

a podrobeny RT-qPCR reakci do kterØ není přidÆn enzym reverzní transkriptÆza. 

 

Výsledkem je standardní kvantita cca 1 × 1010 MS2 PLP genomových ekvivalentů/µl roztoku 

STE pufru. 

 

Kontrolní bod 6 

Struktura čÆstic je ověřena elektronovou mikroskopií s pou�itím barvení 2% molybdenanem 

amonným. 

 

Výsledkem jsou virovØ čÆstice o specifickØ velikosti a neporu�enou kapsidou, kterØ jsou 

rovnoměrně rozptýleny v zornØm poli mikroskopu (obrÆzek 2 a 3). 

 

Kontrolní bod 7 

Dynamický rozptyl světla (DLS). DLS určí hodnotu Z-Average (d.nm, tzv. hydrodynamický 

průměr měřených čÆstic v nm) a polydisperzitu (PdI; charakteristika uniformity distribuce 

měřených čÆstic). 

 

Výsledkem je hodnota hydrodynamickØho průměr minimÆlně 33 nm a maximÆlní hodnota 

polydisperzity u purifikovanØho homogenního vzorku do 0,170 (obrÆzek 4). 
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3.4. Stanovení vhodných podmínek skladovÆní MS2 PLP 

Klíčovým faktorem při pou�ití MS2 PLP jako kontroly procesu analýzy různých typů matric je 

takØ jejich dlouhodobØ skladovÆní. K tomuto œčelu byly zvoleny tři druhy kryoprotektantů 

o různých koncentracích (tabulka 1). Jako kontrola celØho experimentu byly pou�ity MS2 PLP 

v roztoku STE s obsahem bovinního sØrovØho albuminu (BSA; 50 µg/ml) bez obsahu 

kryoprotektantu. Vzorky (koncentrace MS2 PLP) s obsahem kryoprotektantů, včetně kontroly. 

Mrazení na -20 °C není doporučeno kvůli zvý�enØ inaktivaci MS2 PLP v porovnÆní 

s uskladněním na -80 °C (Olson et. al., 2004), proto byly jednotlivØ roztoky s čÆsticemi 

zamrazeny na -80 °C. Doba uskladnění byla stanovena na jeden, tři a �est měsíců. Po ukončení 

danØho skladovacího období byly MS2 PLP rozmrazeny. Integrita čÆstic byla ověřena pomocí 

elektronovØ mikroskopie, dynamickØho rozptylu světla a RT-qPCR. ZÆroveň byla sledovÆna 

odolnost čÆstic při opakovanØm rozmrazení a zamrazení. 

 

Tabulka 1: Druhy kryoprotektantů a jejich koncentrace pou�itØ při stanovení nejvhodněj�ích 

podmínek dlouhodobØho skladovÆní MS2 PLP. 

Kryoprotektant Koncentrace 1 Koncentrace 2 Koncentrace 3 
    
Dimethylsulfoxid (DMSO) 0,5 % 2 % 10 % 
Sacharóza 10 % 20 % 30 % 
Trehalóza 50 mM 200 mM 300 mM 
Glycerol 10 % 20 % - 
Glycerol a sacharóza 10% glycerol v kombinaci se sacharózou (0,5 M) 
    

 

V případě vy��ích koncentrací (koncentrace 2 a 3, tabulka 1) vý�e uvedených kryoprotektantů 

byla při skladovÆní pozorovÆna čÆstečnÆ deformace tvaru čÆstic, a to u� i po prvním měsíci 

experimentu. ZÆroveň dochÆzelo k shlukovÆní MS2 PLP do řetízkovitých œtvarů a čÆstečnØmu 

rozpadu. Ve v�ech koncentracích sacharózy byla na čÆsticích pozorovÆna souvislÆ vrstva tØto 

lÆtky, nicmØně vznik řetízkovitých struktur byl i tak zřetelný. Oproti tomu se při dlouhodobØm 

skladovÆní nejlØpe osvědčily nízkØ koncentrace kryoprotektantů (koncentrace 1, tabulka 1). 

U v�ech vý�e uvedených roztoků kontrolní metody potvrdily po�adovanou kvalitu čÆstic i po 

dobu skladovÆní tří měsíců a opakovanØm rozmrazovÆní (obrÆzek 2 a 3). Přesto nejvhodněj�ím 

kryoprotektantem k dlouhodobØmu skladovÆní MS2 PLP po dobu 6 měsíců se ukÆzala být 300 

mM trehalóza; struktura čÆstic nejevila výraznØ znÆmky rozpadu nebo shlukovÆní (obrÆzek 4). 
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Negativní kontrola potvrdila nutnost pou�ití kryoprotektantů k dlouhodobØmu uskladnění čÆstic 

při -80 °C. Výsledky získanØ analýzou negativní kontroly byly podobnØ jako u vzorků 

s obsahem vy��ího procenta kryoprotektantů. V tomto případě sice nedochÆzelo ke shlukovÆní 

čÆstic do řetízkových œtvarů, ale byl pozorovÆn jejich rozpad. Během experimentu bylo takØ 

zji�těno, �e MS2 PLP jsou stabilní i po půlročním skladovÆní při 4 °C, co� bylo ověřeno na 

zÆkladě porovnÆní hodnot Z-avg a PdI po měření dynamickØho rozptylu světla krÆtce po 

vyprodukovÆní čÆstic a po �esti měsících skladovÆní při 4 °C (obrÆzek 5 a 6). 
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ObrÆzek 2: Fotografie elektronovØ mikroskopie MS2 PLP zamrazených po dobu jednoho 

měsíce při teplotě -80 °C s různými kryoprotektanty. A 0,5% DMSO; B 10% Glycerol; C 

10% Glycerol a 0,5 M Sacharóza; D STE a BSA (50 µg/ml); E 50 mM Trehalóza; F 2% 

DMSO. 
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ObrÆzek 3: Fotografie elektronovØ mikroskopie MS2 PLP zamrazených po dobu tří měsíců 

při teplotě -80 °C s různými kryoprotektanty. A 0,5% DMSO; B 10% Glycerol; C 50 mM 

Trehalóza; D STE a BSA (50 µg/ml). 

 
 

ObrÆzek 4: Fotografie elektronovØ mikroskopie MS2 PLP zamrazených po dobu �est měsíců 

při teplotě -80 °C s 300 mM Trehalózou. 
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ObrÆzek 5: PorovnÆní výsledků měření dynamickØho rozptylu světla MS2 PLP krÆtce po 

produkci (A) a po 6 měsících skladovÆní pri 4 °C (B). 

 
 
ObrÆzek 6: PorovnÆní fotografií elektronovØ mikroskopie MS2 PLP krÆtce po produkci (A) 
a po 6 měsících skladovÆní při 4 °C (B). 

 
 

3.5. Postup pou�ití MS2 PLP při rutinní analýze vzorků 

Z dodanØho roztoku MS2 PLP o koncentraci 1×106 genomových ekvivalentů/ml je doporučeno 

k danØ navÆ�ce ka�dØho jednoho vzorku přidat 5 ml a nÆsledně provØst izolaci nukleových 

kyselin dle vhodnØho metodickØho postupu. Mno�ství vzorku je stanoveno dle po�adavku 

pou�itØ metody izolace. DoporučenØ mno�ství čÆstic přidaných ke vzorkům vychÆzí z postupů 

daných ISO 15216-1:2017. Vzorky je vhodnØ bez kroku zamrazení ihned analyzovat na 

přítomnost neobalených virů jejich� genom je tvořen RNA a provØst kvantifikaci MS2 PLP, 

kterØ pro�ly celým postupem analýzy dle Mikel et. al. 2015. 
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Stanovení mno�ství MS2 PLP je v reakci RT-qPCR provÆděno metodou absolutní kvantifikace 

a na zÆkladě kalibrační křivky. Mno�ství MS2 PLP v ka�dØm jednom vzorku lze stanovit dle 

nÆsledujícího vzorce: 

MS2 PLP = (x / 5) × y 
x - počet kopií cíle v reakci (stanoveno RT-qPCR) 
y � mno�ství, do kterØho je eluovÆna izolovanÆ nukleovÆ kyselina (udÆvÆno v ml) 
 

Stanovení œčinnosti celØho (kompletního) postupu analýzy ka�dØho jednoho vzorku lze provØst 

přepočtem podle nÆsledujícího vzorce: 

œčinnost izolace (%) = MS2 PLP / 5×106* × 100 

* mno�ství čÆstic aRNA, kterØ bylo artificiÆlně dodÆno ke ka�dØmu jednomu vzorku 
 
Pokud se œčinnost izolace pohybuje pod hodnotou 1 %, je doporučeno vzorek izolovanØ RNA 

5× a 10× naředit. Pokud tento postup nepomů�e (hodnota œčinnosti se po přepočtu stÆle 

pohybuje pod hodnotou 1 %), je nutno zopakovat izolaci RNA ze zÆsobního duplikÆtu danØho 

vzorku. 

 

Mno�ství genomových ekvivalentů RNA viru (virovÆ nÆlo�) v 1 g nebo 1 ml vzorku lze stanovit 

dle nÆsledujícího vzorce: 

virovÆ nÆlo� = ((x / 5) × y / z) × (100 / œčinnost izolace MS2 PLP*) 
x - počet kopií cíle v reakci (stanoveno qRT-PCR) 
y � mno�ství, do kterØho je eluovÆna izolovanÆ nukleovÆ kyselina (udÆvÆno v µl) 
z � mno�ství pou�itØho vzorku pro analýzu (g nebo ml) 
* - hodnota œčinnosti analytickØho postupu v % 

3.6. Vyhodnocení kvality postupu výroby MS2 PLP 

Díky optimalizaci kroků produkce MS2 PLP exprimovaným v bakteriích E. coli se podařilo 

zavØst standardizovaný postup s reprodukovatelnými výsledky. Pomocí jednotlivých 

kontrolních bodů je mo�nØ monitorovat celý průběh produkce MS2 PLP tak, aby byla 

zaručena dostatečnÆ kvantita a kvalita čÆstic nezÆvisle na jednotlivých �ar�ích. ZÆroveň byly 

stanoveny podmínky uskladnění a podmínky reÆlnØho pou�ití MS2 PLP v rutinní diagnostice. 

4. SrovnÆní �novostí postupů� 

Kontrola celØho analytickØho postupu u klinických vzorků je pouze doporučena, v případě 

sledovÆní významných zÆstupců virů způsobujících alimentÆrní onemocnění (noroviry a virus 

hepatitidy A) je v potravinových matricích a prostředí stanovena ISO 15216-1:2017. Vzhledem 
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k vysokØ nÆchylnosti RNA k degradaci, ke kterØ mů�e dojít při nevhodnØm zachÆzení se 

vzorkem ji� během jeho navÆ�ení, je takovÆto kontrola více ne� vhodnÆ. K tomuto œčelu je 

mo�nØ pou�ít MS2 PLP. Ačkoli je praktickØ vyu�ití těchto čÆstic v rutinní diagnostice poměrně 

neobvyklØ, kontrola analýzy ka�dØho jednoho vzorku umo�ňuje spolehlivou identifikaci 

a kvantifikaci mno�ství cílových (patogenních) neobalených virů jejich� genom je tvořen RNA 

ve vy�etřovanØm vzorku. Současně umo�ňuje vyloučit fale�ně negativní výsledek a určit, ve 

kterØm kroku analýzy vzorku do�lo k selhÆní. Ve spojitosti s doporučovanou metodou izolace 

RNA je takto zaveden komplexní přístup k detekci a přesněj�í kvantifikaci patogenních 

neobalených virů jejich� genom je tvořen RNA v rozličných typech matric. 

 

Funkční vzorek vychÆzí z postupu přípravy MS2 PLP čÆstic pro výzkumnØ œčely a jeho novost 

spočívÆ ve spojení s vý�e uvedenými body ve standardizaci sØriovØ výroby MS2 PLP pro 

potřeby rutinní diagnostiky, stanovení stability výsledných čÆstic a v zavedení kontrolních bodů 

postupu přípravy MS2 PLP slou�ících k ověření kvality výslednØho produktu. 

5. Uplatnění funkčního vzorku 

Technologie přípravy MS2 PLP představuje mo�nost kontroly celØho procesu průkazu 

neobalených RNA virů a odhalit tak chyby vzniklØ při jednotlivých krocích, od samotnØ izolace 

nukleových kyselin a� po kvantifikaci pomocí RT-qPCR. Uvedený koncept MS2 PLP 

usnadňuje vyu�ití čÆstic pro veterinÆrní a humÆnní praxi i výzkum a umo�ňuje validní analýzu 

jednotlivých vzorků. 

6. EkonomickØ aspekty 

Pou�ití MS2 PLP je na pracovi�ti autorů plně zavedeno a pou�ívÆno při rutinní diagnostice i při 

experimentÆlní vývoji metod. Vzhledem k tomu �e do MS2 PLP lze vlo�it jakoukoli cílovou 

sekvenci a připravit tak MS2 PLP přímo dle po�adavků zÆkazníka standardizovanØ �ar�e MS2 

PLP je mo�no tento produkt nabídnout takØ biotechnologickým firmÆm. 

 

Dedikace 

Funkční vzorek byl vytvořen v rÆmci projektu TAČR GAMA TG03010038. 
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