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Je opisany spdsob Cistenia farmakologicky dinnych pro-
teinov zaloZeny na pouZiti katexovej chromatografie na tu-
hej matrici, ktory sa uskuto&fiuje pri zasaditejSom pH, ako
je zodpovedajuci izoelektricky bod pl Cistenych proteinov,
pricom pri tomto pH si proteiny e3te stale absorbované. Na
dosiahnutie poZadovaného vysledku sa pouzivaji tlmivé
roztoky s hodnotami pH a iénovou silou, ktoré sa upravuji
v dase a v zavislosti od druhu &isteného farmakologicky
Ginného proteinu. Sposob je uréeny najmé pre interferén
a albuminové proteiny.
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Spdsob ¢istenia farmakologicky u€innych proteinov

Oblast techniky

Predmetom vynalezu Jje spdésob <&istenia farmakologicky
u&innych proteinov zaloZeny na pouZiti katexove] chromatografie
na tuhej matrici uskutolfiovany pri zésaditejSom pH't.j. Qyééom
vzhladom ako je pH zodpovedajuce izoelektrickému bodu pI
¢istenych proteinov, pricom ale pri tomto pH zostavaju tieto

proteiny absorbované.

Na tento u&el sa pouZivaju tlmivé roztoky s hodnotou pH a
iénovou silou, ktoré sa menia v zavislosti od casu a druhu

farmakologicky uinnych proteinov, ktoré sa maju Cistit.

Spoésob Jje smerovany najma k Cisteniu interferénovych a

albuminovych proteinov.

DoterajSi stav techniky

Siroka oblast biomedicinskych vied je zaloZend na pouZiti
farmakologicky u¢innych proteinov prirodného pdvodu, ktoré sa
ziskali extrakénymi technikami, ako aj syntetického pdvodu,
ktoré sa ziskali pomocou technik rekombinantnej DNA. Uroven
¢istoty produktov z&ujmu Jje vyznamnid Vv obidvoch pripadoch,
pretoZe ich u¢innost urcend moZnostou presného spojenia

biologického u&inku s pritomnostou viazaného mnoZstva proteinu.

Y tomto kontexte Cistenie farmakologicky  ucinnych
proteinov predstavuje vyznamnu Cast, pretoZe Cistota ziskanych
proteinoﬁ ma znalny vyznam pri pritomnosti ﬁéinnYch,létok alebo.
excipiehtoé' v 'mediéinéInYCh vyrobkoch. MoZnost zapriéinenia
toxickych u&inkov a/alebo nepriaznivych vedlajsich ucinkov
potas lieCenia tla¢i in3titucie zodpovedné za registraciu a
certifikaciu predaja liekov zaioienYch 'na proteinoch k
zavadzaniu priénejéich pravidiel na stanovenie kvality a vyroby
jednotnej3ich u¢innych latok proteinového pdvodu, ktoré su

obsiahnuté v predavanych liekoch.

72 vyisie uvedeného je zrejmy vyznam Cistenia proteinov, v

ktorom hlavny problém spoCiva v skuto&nosti, Ze farmakologicky



ucinné proteiny su vidy v zloZenych zmesiach spolo&ne s mnohymi
inymi proteinmi.

Tato skuto€nost sa tyka prirodnych zdrojov pouZivanych na
extrakciu farmakologicky u&innych proteinov, ako je napriklad
krv, extrakty z organov zvierat alebo rastlln ako aj pou21tych
technik rekombinantnej DNA, pretoze protelny vykazuju podobne
fyzikalno-chemické vlastnosti med21 sebou nezavisle od zdroja
ich pbévodu.

Z vySS5ie uvedeného vyplyva, Ze v pripade <¢&isteni
farmakologicky u&innych proteinov, je protein zmieSany s inymi
proteinmi S podobnymi vlastnostami a Casto vyrazne
prevySujucimi mnoZstvo Zelaného proteinu, ktory sa m& izolovat
s vysokym stupnfiom Cistoty.

Ulohou je spresnenie niekolkych krokov Cistenia, ktoré sa
beZne pouZivaju na ziskanie potrebnych turovni &istoty. Cistiace
procesy sa takto stali komplexnymi a uUspech priemyselnej vyroby
proteinu je v podstate spojeny s udinnostou &istiaceho procesu,
pretoZe tato poZiadavka urluje naklady na vyrobu.

Na cCistenie proteinov sa pouZivaju mnohé techniky ako
napriklad selektivne =zraZanie vo vodnych a organickych
rozpustadlach alebo s kaotropnymi &inidlami, separacie pomocou
filtradcie a/alebo dialyzy, procesy imuno-zraZania vo vhodnych
protilatkach, chromatografické procesy. Tieto ostatné procesy
nadobudli v poslednych rokoch velky vyznam, pretoZe umoznuju
dosiahnut poZadované stupne &istoty ako je zrejmé z <¢&lanku
Regniera F. E. v J. Chromatogr. 418, 115-143, (1987).

Mnohé techniky su uvedené vo vedeckej literatire a mézu sa
roztrledlt na zaklade mechanizmu .pdsobenia aplikovaného pri
separdcii proteinov ako napf. separédcia na zaklade molekulovef
hmotnosti, absorpcia na poladrnych matriciach, ktoré sa tie?
uvadzaju ako normélne stacionarne fazy, absorpcia na
nepolarnych matriciach, ktoré sa tieZ nazyvaju obratené
stacionarne fazy, absorpcia pomocou seléktivnej afinity k
ligandom naviazanym na inertné matrice, ako st taZké kovy ako
med, zinok, Zelezo a platina, chemické farbiva ako je
briliantovd modréa, proteiny ako protein A a protein g,
uhIovodiky ako su polysacharidy a glukézaminoglykany, absorpcia



pomocou imuno-afinity so 3Specifickymi protilatkami naviazanymi
na inertnych matriciach, absorpcia 1dénovou interakciou s
elektrostaticky nabitymi ligandami naviazanymi na 1inertné

matrice.

Selektivita t.j. schopnost selektivne rozpoznat Zelany
protein, naklady a moZnost pouZitia 'ma priemyselnej urovni su
parametre pouZivané na vyjédrenie prevadzky réznych
chromatografickych technik.

Na zdklade tychto  parametrov sa imuno-afinitna
chromatografia povazuje Ze, zarucCuje vaisiu selektivnost, ale
tie? vykazuje nedostatky ako Jje vysoka cena pri pouZiti,
nebezpelenstvo denaturdcie protilatky a nebezpelenstvo spojené
s bezpe&nostou <¢isteného produktu, pretoZe protildtka Je
ZivocZisneho pdvodu.

Chromatografia, ktord pouZiva idénova interakciu sa tiez
nazyva ionexovou chromatografiou a Je povaZovanad za menej
riskantni techniku na udrZanie farmakologicke] aktivity
proteinov a lah3ie sa uskutocliiuje v priemyselnom meritku s
nizsimi nakladmi uskutocnenia, ale vykazuje nedostatok
spoCivajuci v niZSej selektivite.

Preto by bolo vyhodné najst podmienky vykonavania
ionexcvej chromatografie so zvy3enou selektivitou, ktora by
umoZnila jej vyrovnanie s ostatnymi technikami =z hladiska

Cistoty ziskaného produktu.

Jonexova chromatografia sa zvy&ajne uskutocfiuje s pouZitim
kolén rdéznych velkosti, plnenych s tuhymi matricami s
chemickymi skupinami, ktoré su trvalo alebo v zvlastnych
podmiénkach-elektréstatiéky nabité: | '

ZlucCenina vloZena do ionexove] koldény interaguje
prostrednictvom elektrostatického vzajomného pdsobenia/odpu-
dzovania s nabojmi naviazanymi ﬁa matricu. Rézne zlueniny
obsiahnuté v zmesi su schopné samotné sa viazat na stacionéarnu
fazu ako funkcia mnoZstva ziskaného naboja a nasledne budu viac
alebo menej zadrZané, &im sa ur¢i ich separédcia na vystupe z

koldény.



Chromatografia sa nazyva katexovou chromatografiou, ked su
naboje matrice negativne, pretoZe sa zadrZiavaju katidny,
zatial Co o anexovi chromatografiu ide, ak naboje matrice su

pozitivne.

Proteiny su zluCeniny majlice vysoku molekulovi hmotnost,
vyS8iu ako 10 000 Daltonov zloZené z heterogénnych polymérov
aminokyselin} niektoré aminokyseliny maju vo svojom vedlaj3om
retazci funkéné skupiny, ktoré sa mdéZu ionizovat negativnym
spdsobom ako funkcia pH roztoku, ako su kyslé aminokyseliny,
alebo pozitivnym spdésobom, ako su =zasadité aminokyseliny, a
preto vSetky proteiny maju vysoké mnoZstvo negativnych a
pozitivnych nabojov. Izoelektricky bod pI proteinu je pH, pri
ktorom je protein neutrdlny, pretoZe prispevok negativnych
nabojov Jje rovny prispevku pozitivnych nadbojov, protein v
prostredi elektrického pola nie je pritahovany ani jednou z
polarit elektrického pola.

MnoZstvo negativnych nadbojov vzrasta pri pH vy33om ako pl
a protein dosahuje sietovy negativny naboj, =zatial &o opak
nastava pri pH niZSom ako pI a protein ziskava pozitivny
sietovy naboj. KaZdy protein ma svoje vlastné charakteristické
pI, ktoré ho odliSuje od ostatnych a niektoré proteiny maju

tendenciu byt nerozpustnymi pri izoelektrickom bode.

Ked je protein v roztoku pri pH niZ3om ako pI méa pozitivny
sietovy naboj a preto mdéZe interagovat s negativne nabitou
matricou a mdéZe sa podrobit katexovej chromatografii, zatial &o
sa m&Ze protein podrobit anexovej chromatografii pri pPH vy3Som
ako jeho pI, ako je uvedené v &lanku F.E. Regniera, Science,
.238, 319-323, r(1987) a .z ¢lanku Yamamota S. .a le.,
'ChromatographiC'Sciénce Series, 43, (1985), Mafrcel Dekker;'Inb.
Publisher, New York.

Oproti vyS$Sie uvedenému sa neoCakdvane zistilo a na teijto
skutoCnosti je zaloZeny samotny predmet tohto vynalezu, Ze je
mozné néajst rozsah hodnét pH, ktoré su vy35ie ako zodpovedajuce
pl proteinu, ktoré je také, Ze proteiny e3te stale zostavaju
absorbované na matriciach katexovej chromatografie, takZe je
stale moiné:uskutoéhit katexovﬁ chromatografiu. Takyto stav je
zvlast vyhodny, pretoZe vysokd selektivita medzi proteinmi sa



dosahuje v tychto podmienkach, pretoZe velmi malé rozdiely v pI
medzi proteinmi sa stavaji dostato&né na ziskanie vyznamnych

separacii, &im sa dosahuje vysokd ucinnost Cistenia.

Tento posledny aspekt Jje najma vyznamny Vv Cistiacich
procesoch rekombinantnych proteinov, kde Je Zelany produkt
tasto sprevadzany pribuznymi nelistotami, t.j. obsahuju velmi
malé Struktdrne émeny broduktu, ako napriklad rdzne oxida&né
stavy, acetylécie, strata amidovych funkcii atd. Tento druh
necistdt je velmi taZké odstranit tieZ prostrednictvom imuno-
afinitnej chromatografie, pretoZe vo vacSine pripadov nie Je

mozZné ich protilatky.

Mechanizmus, ktory mdZe vysvetlit zisteny Jjav, ktory Je
zaloZeny na skutolnosti, e distribucia nabojov pozdiz
vonkajéieho povrchu proteinov nie je jednotnéd tak, Ze ak je aj
pH o nieco vy3die ako pl a protein ma celkovy negativny sietovy
naboj, stale tu existuju niektoré pozitivne naboje umiestnené v
molékule, ktoré mdéZu interagovat s negativnou stacionarnou

fazou.

Na uskutolnenie tohto mechanizmu je ddleZité, aby nadbytok
negativnych nabojov nebol tak vyrazny, v opaCnom pripade by
vytvorené elektrické polia z negativnych nébojov boli tak
vysoké, Ze by branili interakcii celého proteinu s negativne

nabitou chromatografickou matricou.

Navy3e Jje potrebné kontrolovat iénqvﬁ silu roztokov
pouzivanych ako eluenty, pretoZe vysoka idnova sila by mohla
spdsobit tienenie proteinu a tak branit Jjeho interakcii so

stacionarnou féazou.

Lamspon G.P. a kol.l Anal. Bioéhém., 11, 374—377,'(1§65) v o
'élénku potvrdzujacom uvddza pripad proteinov ako je Iludsky y-
globulin, ribonukledza, hemoglobin, d-chymotrypsin, globin a
lyzozym, v ktorych pri malych zmenach pH, ale pi udrZani prilis
vysokej iénovej sily danej 0,1 M fosforeCnanovym roztokom,
elicia v katexovych éhromatografiéch nastala pri pH takmer o
0,4 jednotiek niZ%om ako je pI. | ' '



VySsie wuvedeny princip, na ktorom sa zakladd samotny
vynalez, nebol doteraz vyuZity na uskutolnenie U&inného procesu

Cistenia proteinov.

MoZnost pouZitia rozdielov v izoelektrickom bode proteinov
na optimalizaciu Cistiacich procesov opisanych A.K. Kontturim a
kol. v Acta Chem. Scand.,” 50 (2), 102-106, (1996) sa v
skufoénosti tvka konvencného pouiitia ionexovej chromatografie,
kde sa katexové chromatografia vidy uskuto&iuje pri pH niZom
ako Jje izoelektricky bod, zatial &o anexovd chromatografia sa
uskutocfiuje pri pH vy38Som ako Jje izoelektricky bod. Spésob
opisany v predloZenej patentovej prihladke je taky, Ze katexové
chromatografie sa oproti tomu uskuto&fiuju pri pH vy33om ako je

izoelektricky bod proteinu.

Spdsob opisany v predloZenej patentovej prihlaske sa mozZe
povazovat za vSeobecny ako je ukédzané v uvedenych prikladoch,
ktoré 'uvédzajl jeho uspedné pouZitie na protein prirodného
pdvodu ako aj protein pochddzajuci z rekombinantnej DNA.
Rozdiel medzi proteinom a proteinom je vo velkosti rozsahu pH,
vy$sieho ako pI, vhodného na ¢&istenie potrebného proteinu.
SkutoCne napriklad ako bude uk&zané v nasledujucich prikladoch,
taky rozsah je okolo 0,2 jednotiek pH v pripade interferdénovych
proteinov, =zatial ¢&o v pripade albuminu ide o jednu jednotku

PH.

PouZitie predloZeného vyndlezu na Cistenie rekombinantného
o interferdnu (rIFNa), ktorého izoelektricky bod je 5,9 ako je
uvedené v Thacher D. a Panayotatos N., Methods Enzymol. 119,
166-177, (1986), ukazﬁje ako Jje moZné a vyhodné ¢&istit ho
vymenou 'katiénov .pri pH 6,1.[ NavySe priklad ‘uvadza Iudsky
éérovy albumin, ktorého pl je'4,9 éko je uvédené.Rylattom D.B.
a kol., J. Chromatogr., 865, 145-153, (1999) a naznaluje ako je

mozZzné a vyhodné Cistit ho katidénovou vymenou pri pH 6,0.

Vyhody spdsobu, ktory je predmetnom vynadlezu, sU vyrazné v
porovnani s vysledkami spésobov opisanych vo vedeckych
publikaciach a/alebo patentoch tykajucich sa ¢&istenia «
interferénu a Iudského sérového albuminu a ktoré zvycajne
vyZadujui vyuZitie troch alebo niekolkych po sebe iducich

spracovani a skutoCne su velmi nadkladné a maju niZsie vytaZky.



Thatcher D. a Panaoytatos N. opisuju c&istenie Iudského
rekombinantného o-interferénu rIFN-o2, Methods Enzymol., 119,
166-177, (1986) cez pat po sebe idacich spracovani, a) katexova
chromatografia, b) anexova chromatografia, c) afinitna
chromatografia taZkych kovov, d) spracovanie s nasytenym
roztokom  siranu  aménneho,  e) molekulovd  vylulovacia:

chromatografia.

Eurépsky patent 0108585 opisuje na Cistenie interferdnu
nasledné pouZitie troch typov chromatografie a) imuno-
afinitnej, b) katexovej, c) molekulovej vyluCovacej. Americky
patent US 4765903 tykajuci sa ¢istenia interferdnu opisuje
nadsledné pouZitie Styroch typov chromatografie a) imuno-
afinitnej s monoklonadlnou protilatkou, b) obratenou fazou, c)
katexovou, d) molekulovou vylucovacou.

Eurbdpsky patent 0679718 opisuje spbdsob vyroby o
interferénu, ktory uvadza nasledujuce Styri chromatografickeé
kroky a) kovovo-chelatacné, b) katekové, c) anexové, d) gélovu
filtraciu.

Dalsie ©publikdcie a patenty opisuju tri alebo viacero
spracovani, ktoré su potrebné na <Cistenie interferdnovych
proteinov, napriklad americky patent US 4732683, medzindrodna
patentova prihlaska WO 8604067 a publikadcia od Khana F.R. a Rai
V.R., Bioprocess Technol., 7, 161-169, (1990) .

Uvedené priklady pokryvaju vac¢Sinu prislu3nych problémov
spojenych s &istenim interferdénu vo vSeobecnosti a najma o-
interferénu. Ukazujl ako je Jjeho Cistenie naroné a vyZaduje
mnohé kroky. 'Navyée je potrebné podcliarknut ako sa dosahuju
vysbké © urovne Cistenia ‘najma' pomocou ‘' imunpo-afinitnych
chromatografii s poﬁiitim mdnoklonélnych protilétok"myéieho
pédvodu. Avsak pritomnost takej chromatografickej techniky v
procese priemyselnej vyroby zameranej na vyrobu aktivnych latok
na farmaceutické pouZitie u Iudi =zapriciifiuje nebezpelenstvo
moznych virusovych znelisteni my3ieho pdévodu kvoli pritomnosti
moZnych imunogénnych fragmentov pochédzajucich od mySich
imunoglobulinov v kone&nom produktu a kvélil taZkostiam s

vyberom chromatografickych matric z priemyselného hladiska.



NavySe zo strucne uvedenych prikladov vyplyva, Ze katexova
chromatografia sa Siroko vyuZiva, ale niekedy nie ako jedina
separacna technika, pretoZe Jjej realizacia je obmedzena

vzhladom na zvySovanie trovni Cistoty.

Publikacie od Babu K.R. a kol., Appl. Microbiol. Biotechnol.,
53 (6), 655-660, (2000). a Bouyona R. a kol., Biotechnologia
Aplicada, 14, 189-192, (1997), opisuju spésoby Eistenia o-
interferdénu v Jjednom kroku prostrednictvom ionexove]
chromatografie v solnom gradiente. Av3ak v oboch pripadoch na
ziskanie produktu s  dostatonou <¢istotou autori publikacii
mohli izolovat iba niektoré =z chromatografickych frakcii, v
ktorych bol obsiahnuty o-interferén, &im sa ziskali velmi malé
vytazky, aZz do 7,5% minima. NavySe opisané chromatografické
¢istiace ' procesy v solnom gradiente  nie su schopné
priemyselného pouZitia.

Mnohé techniky chromatografického ¢istenia su tie? opisané
pre pripad Iudského. albuminu a vychddzaju =z albuminovych
pripravkov ziskanych frakciondciou ludského séra alebo pomocou
technik rekombinantnej DNA, komplexnych technik a zriedkavo
prenesitelnych na priemyselnu uroven, &o potvrdzuje, Ze problém
u¢inného Cistenia  Iudského albuminu prirodného ako aj

rekombinantného pdévodu stale existuje.

Americké patenty US 6150504 a 5521287 opisuju cistenie
albuminu prostrednictvom ionexovej chromatografie a hydrofdébnej
interakcie. Schéma Cistenia opisand v americkom patente US
6034221 uvadza Cistenie albuminu prostrednictvom dvoch
chromatografickych krokov, jednym je ultrafiltra&ny proces a

~druhym dva daléie kroky ;hromatografického Cistenia. .

Menej beZné spbésoby ¢&istenia albuminu, v “ktorych Isa
pouZivaju anexové chromatografie vo fluidnom 16%ku alebo
afinitné chromatografie interagujuce s komeréne dostupnymi
matricami ako je Streamline® alebo napriklad s vhodne
pripravenymi casticami modifikovaného zirkénu alebo s emulziami
perfludéruhlovodikov, su opisané v americkom patente US 5962649
a publikaciach od Sumi A, a kol., Bioseparation, 8 (1-5), 195-
200, (1999), Mullick A. a Flickinger M.C., Biotechnol. Bioeng.,



65 (3), 282-290, (1999) a Mc Creath G.E. a kol., J.
Chromatogr., 597 (1-2), 189-196, (1992).

Nakoniec su opisané techniky Cistenia albuminu na tazZkych
kovoch Yangom L. a kol., Sheng Wu kung Cheng Hsueh Pao, 16 (1),
74-77, (2000) a afinitné techniky na matriciach, ku ktorym su
naviazané molekuly farbif ako napriklad Cibacron Ble F3G, su
opiéané v Compagnini A. a kol., J. Chromatogr. A, 736 (1—2),'
115, (1996).

VSetky tieto techniky ukazuju rdznym spdsobom problémy
spojené s komplexnym uskutdénenim a vysokymi nékladmi, pricom
problém charakterizacie novych spdsobov &istenia farmakologicky
ucinnvch proteinov Iahko a uc¢inne na priemyselnej udrovni a
ekonomicky vyhodne nie je vyrieSeny.

NiZ3ie opisany vynalez dava odpoved na tieto sznamhé
poZiadavky poskytnutim spdsobu Cistenia farmakologicky uc¢innych
proteinov lahkou priemyselnou uskutoénitelnostou a nizkymi

nakladmi s vyznamnymi ekonomickymi vyhodami.

Podstata vynalezu

PredloZeny vynalez sa tyka spdsobu Cistenia farmakologicky
u¢innych proteinov zaloZeného na pouziti katexovej
chromatografie na tuhej matrici za zvlastnych podmienok, ktoré
zahffiaju po vloZeni vzorky kondicionadciu kolény s eluentami s
vhodnym pH a iénovou silou tak, Ze je v koldne rovnomerne
pritomné zasaditejSie ©pH, t.j. vysSie ako zodpovedajuci
-izoelektricky bod pl farmakologicky ucinnych proteinov, pri
ktorom su proteiny este absorbpvané na tuhej matrici pouZitej v
‘ionexovej ' chromatoérafii. Po kondiciona&nej faze --sé
farmakologicky G&inné proteiny eluuji z koldny zvySenim idnovej

sily a/alebo pH eluentov.

U¢inné uskuto&nenie predloZeného vynalezu vyZaduje urcenie
prave] kombinidcie medzi pouZitou chromatografickou matricou,
hodnotou pH vys$Sou ako pI a pouZitou idnovou silou Vv
chromatografickych eluentoch, pretoze ked sa definuje
chromatografickd matrica, uc¢inné Cistenie sa ziska vykonanim

limitovanych varidcii pH a /alebo idnovej sily &asto v rozmedzi
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desatin pH jednotiek a/alebo variacii iénovej sily v rozmedzi
niekolkych stotin uSs.

M&Zu sa pouZit v3etky funkcionalizované tuhé matrice beZne
pouzivané ako staciondrne fazy, najmé silné katexy su
uprednostfiované, ked je pl <&isteného proteinu niZEie ako 6,
zatial &o stacionarne fézy sd silnym ako aj slabym katexom sa
méiu‘ bez vynimky pre proteiny s pI vyééim ako 6. Tieto
stacionarne fazy mdéiu byt kremic¢itymi alebo polymérnymi
matricami funkcionalizovanymi SO sulfoskupinami alebo
karboxylovymi skupinami vo forme kyslych alebo zasaditych soli.
Dostupné staciondrne fazy, ktoré sa mdéZu pouZit, su napriklad
Source® S  (Pharmacia Biotech), Sepharose® SP-Fast Flow,
Sepharose® SP-High Performance, Sp Sepharose® XL (Pharmacia
Biotech), Fractogel® S (Merck, Darmastadt), Mustang® S (Pall
Corporaﬁe), CM Sepharose® FF (Pharmacia Biotech), Dowex®, Bio-
Rad® AG (Bio-Rad), Poros® S (perSeptive Biosystems), Shodex®-S,
Toyopearl® SP (Tosohass)

Rozsah pH hodndét, pri ktorych sa vynédlez mdZe UEinne
uskuto¢nit je velmi S§iroky, v =zavislosti od izoelektrickych
bodov farmakologicky u&innych proteinov, ktoré sa maju cCistit,
a je medzi 2 a 11, vyhodne medzi 4 a 8,5.

RozSirenie rozsahu pH hodndt vy35ich ako je pI, v ktorom
sa spbsob podla vynélezu uskutoliiuje, sa meni od pH hodnét
koreSpondujucich s pl farmakologicky uwu&innych proteinov k
jednej pH jednotke nad tento pI a vykazuje vyznamné rozdiely

medzi proteinmi.

Napriklad sa zistilo, Ze Vv pripade rekombinantného o 2b
interferénu'(rIFNa 2b) je moZné ziskat absorpc1u proteinu na
katexovej matrici az do 0,2 Jjednotiek pH nad jeho pl 5,9 a
preto Jje moZné uskutolnit jeho <&istenie pomocou katexovej
chromatografie, zatial ¢o v pripade ludského sérového albuminu
sa zistilo, Ze zostdva absorbovany do jednej pH jednotky nad
svoj pl. |

Rozsah koncentracii soli vodnych roztokov, ktoré su
pouZitelné ako eluenty, zavisi na druhu Cisteného
farmakologicky u&inného proteinu a zistilo sa, Ze je medzi
hodnotami 1 mM a iOO mM, vvhodne medzi 1 mM a 30 mM.
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Napriklad v pripade ¢&istenia rekombinantného o 2b
interferdénu (rIFNa-2b) je koncentrédcia roztokov soli medzi 1mM
a 30mM, vyhodne medzi 5 a 15 mM.

Potreba mat presné a stabilné hodnoty pH pouZitych
eluentov na chromatografiu podla predlozZeného yynélezu Je velmi
vhodnd hoci nie absolutne ”nevyhnutné, pri pouzZivani vodnYcﬁ
roztokov Vhodne tlmenYch obsahujucich 5 aZz 100 mM, vyhodne 10
az 20 mM tlmivé zmesi. KaZdad chemicka 1latka alebo zmes
chemickych 1lé&tok, ktord m& tlmiva silu v oblasti pH medzi 2 a
11 sa mdZe s vyhodou pouZit, pretoZe pH hodnoty eluentov, ktoré

sa mdZu pouzZit si medzi 2 a 11.

Mnohé vodné tlmivé roztoky sa mdéZiu vyhodne pouZit pri
uskutoénovani predloZeného vyndlezu a maju nasledujtce
zloZenie: glycin a chlorid sodny, kyselina maleinova a hydroxid
sodny, kyselina malbénova a hydroxid sodny, kyselina mlieCna a
hydroxid sodny, kyselina mrav&ia a hydroxid sodny alebo litny,
kyselina sukcinova a hydroxid sodny, N-metylpiperazin a
kyselina chlorovodikovéa, piperazin a kyselina chlorovodikova a
kyselina octova, L-hystidin a kyselina chlorovodikovéa, 4-(2-
hydroxyetyl)-l-piperazinetdnsulifénova kyselina a hydroxid sodny
alebo litny, N-metyldietanolamin a kyselina sirova, N-
metyldietanolamin a kyselina chlorovodikovd alebo kyselina
octova, pyridin a ‘kyselina mravcéia, citran sodny a hydroxid
sodny, ftaldt draselny a kyselina chlorovodikova, ftalat
draselny a hydroxid sodny, hydrogénfosforeCnan draselny a
dihydrogénfosforecnan sodny, bicin a hydroxid sodny, barbital
sodny a kyselina chlorovodikovéd, boritan sodny a kyselina
chlorovodikova, boritan sodny a hydroxid sodny, 1,3-
diaminopropan a kyselina chlorovodikové, kyseiina:citrénové a
fosfore¢nan monosodny, octan sodny a kyselina octova, imidazol
a kyselina chlorovodikova, trietanolamin a kyselina
chlorovodikovad alebo octovd, tris(hydroxymetylaminometédn) a
kyselina chlorovodikova, wuhli&itan sodny a kyély uhlic¢itan
sodny, etanolamin a kyselina <chlorovodikovéa, piperidin a
kyselina chlorovodikovéa, trimetylamin a kyselina mravcia,
pyridin a kyselina ' octova, trimetylamin a kyselina

chlorovodikova, hydroxid aménny a kyselina mravcia, hydroxid



amébnny a kyselina octova, trimetylamin a uhli&itan sodny,
uhli¢itan aménny a hydroxid sodny.

Najmd v pripade &istenia rekombinantného o 2b interferénu
(rIFNa-2b) sa mbZu pouZit vietky tlmivé roztoky, ktoré
vykazuju tlmiacu silu pri pH medzi 5,9 a 6,1, najma tlmivé
roztoky pri pH medzi 5,9 a 6,1 s obsahom‘hydrogénfosforeénaﬁu
draselného a dihydrogénfosfofeénanu sodného, ftaldtu draselného
a hydroxidu sodného, citratu sodného a hydroxidu sodného,
kyseliny citrénovej a fosfore&nanu sodného, imidazolu a
kyseliny chlorovodikovej, zatial &o v pripade &istenia Iudského
sérového albuminu sa méZu pouZit tlmivé roztoky obsahujice tie
isté zmesi chemickych zld€enin vykazujucich tlmiva silu pri pH
4,9 az 6,0.

Vodne roztoky pouZité ako eluenty mdéZu obsahovat navyse k
chemickym latkam pouZitym na tlmenie pH tie? chemické latky,
ktoré maju za ulohu modifikovat idénovi silu roztoku. § vyhodou
sa na tento uCel pouZivaju organické soli ako napriklad
karkoxylaty, alkylsulfonaty, ftaldty ako aj anorganické soli
ako st napriklad sirany, chloridy, fosforeé&nany, ktoré moézu byt
sodné, draselné aménne, s primarnymi, sekundarnymi, tercidlnymi

alebo aromatickymi aminmi.

Tieto zluCeniny sa s vyhodou pouZivaju v koncentraciach 1
mM aZz 100 mM, vyhodne 1 mM aZ 30 mM.

Napriklad v pripade <¢&istenia rekombinantného o 2b
interferdénu (rIFNa-2b) sa koncentracia tychto zludenin meni v
rozsahu 1 mM aZ 30 mM, vvhodne 2 aZ 20 mM.

U¢innost Cistenia sa mbie zvysit  pred eliciou
 farmakologicky u&innych proteinov pomocouli jedného “alebo
viacerych premyvani uskuto&nenych s eluentmi, ktoré majd vhodnu
idénovid silu, pricom koléna Jje vidy pri pH vysSom ako
izoelektricky bod.

Napriklad v pripade Iudského sérového albuminu, ktorého pI
je 4,9, sa premyvanie mdZe uskutolnit s tlmivymi roztokmi pri
pH 5,5 aZz 5,8, =zatial ¢&o v pripade rekombinantného a 2b
interferdénu (rIFNa-2b) s plI 5,9 sa premyvanie uskuto&fiuje s
tlmivymi roztokmi pri 6,0 aZ 6,1. '



MnoZstvo eluentu, ktoré prechadza pocas tychto premyvani
sa meni a beZne sa pohybuje medzi 5 a 10 objemami koldny
(column volumes - CV).

Napriklad v pripade Iudského sérového albuminu sa
premyvania uskutonili s 20 aZ 40 CV, =zatial Co v pripade
rekombinantného o 2b interferénu (rIFNa-2b) s 10 aZ 80 CV,

MnoZstvo dCisteného produktu, ktoré sa mbdZe vl1oZit do
kolény zavisi od pouZitych chromatografickych matric a mdéZe
stipat aZz do maximdlnej hodnoty 100 mg celkovych proteinov na
milimeter staciondrnej féazy, pricom obvykle sa pouZivaju niZsie

mnoZstva medzi 5 aZz 20 mg/ml.

Eluenty méZu prechadzat cez koldénu s linedrnou rychlostou
v zavislosti na staciondrnej fédze po maximalnu hodnotu 10

cm/min.

Vy§3ie uvedeny spdsob c¢istenia sa mdZe pouZit na v3etky
farmakologicky uc¢inné proteiny, ako je Cistenie interferdnovych
proteinov najmi vzhladom na interferény a, B, y, 8, ®, 1, dalej
na prirodny interferdén z leukocytov, cez rekombinantny o 2b a
pribuzné interferény a cCistenie albuminu so Specidlnym ohladom
na lIudsky albumin prirodného aj rekombinantného pdvodu su

vyhodnymi uskutoCneniami predloZenych vynalezov.

Cielom vy3Sie wuvedeného Cistiaceho procesu Jje =ziskat
ekonomicky a Vv priemyselnom meritku farmakologicky ucinné
proteiny s takym stupnfiom Cistoty, aby sa dali priamo pouZit do

medicindlnych vyrobkov s ich obsahom.

Vyhodnymi  medicinalnymi vyrobkami v ramci rozsahu
predloZeného vyndlezu su také, ktoré obsahuju rekombinantny a
2b interfersén (rINFa-2b) a albumin, vyhodhejsie Iudsky albumin
prirodného a rekombinantného pdvodu.

Niektoré ilustrativne priklady spdsobu podla vynalezu su
uvedené nifgie s jedinym cielom bliZSie objasnit vynéleé, ale
nemaju byt povazZované nijakym spdsobom ako obmedzujlce samotny

vynalez.



- 14 -~

Priklady uskuto&nenia vynalezu

Priklad 1
Produkcia rekombinantného o 2b interferénu (rIFNa-2b)

Cast buniek Escherichia coli kmedia BL21 DE3 sa
transformovala s 5 ng pET%9a-IFNa-2b plazmidom ziskaného -
klonovanim syntetickéhd génu‘ reprodukujiceho Tudskd géndvua
sekvenciu IFNa-2b, ktory sa vhodne modifikoval na pripojenie
sekvencie ku castejSie sa vyskytujicim kodénom v Escherichia
coli do plazmidu pET9a (Novagen).

Prdteinové sekvencia exprimovand 2z modifikovanych buniek
Escherichia coli je rovnaka ako sekvencia uvedend v Methods in
Enzymology, Interferons, part C, Pestka S., 119, 3-14, (1986),
Academic Press Inc.

Kmen FEscherichia coli BL21 DE3 transformovany pomocou
PET%9a-IFNa-2b plazmidu sa kultivoval v banke s vhodnym
kultivaénym médiom, napriklad v roztoku obsahujucom 12 g/1
fytopepténu (Phyto peptoton, BBL), 24 g/l kvasinkového extraktu
(Yeast extract, DIFCO), 4 g/l glycerolu (BDH) a neomycinu, pri
37 °C polas ¢&asu dostatodného na ziskanie hodnoty optickej
hustoty pri 600 nm 0,6 aZ 0,8, obvykle 7 aZ? 9 hodin. Takto
ziskanad kultira sa potom pouZila pri zriedeni 1 a2 100 na
inokulaciu 5 1 fermentéru, kde je kultivac¢né médium to isté ako
v bolo vySSie opisané v banke. Kultura sa nechala 14 hodin pri
37 °C s aeréciou rovnou jednému objemu vzduchu =za minutu

vzhladom na objem kultury.

Bakterialne bunky sa zbierali odstredovanim pri 6000 ot.
- za min. na konci kultivdcie, suspendovali sa .vo vhodnom vodnom
" roztoku s obsahOnl 1 mM ditiotreitoiu (bTT)' V mnozstve hie
vy§som ako 6 ml na gram mokrej hmotnosti odstredenych baktérii.
Bakterialna suspenzia sa podrobila bunkovej 1lyze pomocou
znamych a opisanych technik, napriklad pésobenim ultrazvuku
alebo pbsobenim' hydraulického tlaku.

Vyslednd suspenzia sa ziskala odstredovanim a tuha East sa
suspendovala v 50 ml solného roztoku s obsahom 1 mM DTT a znovu

sa odstredovala.



Tuhd zloZka zahfrniajuica teld sa zozbierala a suspendovala
pri silnom mieSani pri izbove] teplote v 450 ml roztoku
obsahujuceho 6 M guanidinium chlorid, 50 mM Tris HCl pri pH 8 a
0,1 mM EDTA. Suspenzia sa odstredovala a supernatant sa zriedil
na pomer 1 ku 100 az 1 ku 200 v solnom roztoku s obsahom 50 mM
Tris HCl pri pH a 0,1 mM EDTA pri pH 8 vhodnom na renaturaciu
proteinu. Roztok mna renaturadciu obsahuje aminokyseliny ako
napriklad glycin alebo arginin, zmes zluCenin s obsahom
sulfidov v oxidovanej a redukovanej forme s vytvorenym
disulfidovym mostikom, ako je napriklad glutatidén, etanolamin,
cystein. Renaturacia sa uskutoé&fiuje pri silnom miedani roztoku
pri 4 °C poCas takmer 72 hod a potom sa roztok filtruje a potom
koncentruje pomocou diafiltrdcie oproti tlmivému roztoku
pripravenému zo 40 mM Tris-HCl pri pH 8 po konelny koncentracny
faktor 5 aZz 10 krat. KonecCné& koncentracia roztoku je obvykle
0,4 az 1,0 mg/ml.

Priklad 2
Cistenie rekombinantného a-2b interferé4nu (rIFNoa-2b)

1 M Roztok octanu sodného sa priddva do konecnej
koncentrdcie 20 mM k zmesi proteinov, ktord obsahuje rIFNa-2b
pochédzajuci z prikladu 1 a zmes sa upravi na pH 5,5 s
kyselinou octovou. Takto ziskany roztok sa vloZi do silnej
katexovej kolény s obsahom komercne dostupnej chromatografickej
matrice Mustang® S (Pall Corporate). Katexovd koldéna sa
kondicionuje pred vloZenim roztoku proteinov pomocou 20 mM
acetatu sodného pri pH 5,5 v mnoZstve rovnom 20 objemov koldny
(CV).

' Potom sa vloZi proteinovy roztok v takom mnoZstve,  Ze sa
neprekroti hodnota 10 mg vloZenych Pproteinov na milimeter

stacionarnej fazy, vyhodne v mnoZstvach 6 aZz 8 mg/ml.

Po vloZeni sa produkty naviazané Xk stacionarnej faze
podrobia prvému cyklu premyvania so solnym roztokom pri pH 6,1
zloZeného zZ0 zmeéi hydrogénfosfore&nanu draselného a
dihydrogénfosforeCnanu sodného pri celkove] koncentracii 5 az
15 mM. Optimalna koncentracia roztoku sa Vv kaZzdom pripade
fixovala, pretozZe vodivost nesmela presiahnut 1800 pS. 'Celkové
pouzité mnoZstvo roztoku bolo 5 aZ 60 CV, vyhodne 25 aZ 35 cv.
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Druhy cyklus premyvania sa potom uskuto&nil s pouZitim
toho istého roztoku z prvého cyklu premyvania, ku ktorému sa
pridal chlorid draselny v takom mnoZstve, aby  konecna
koncentracia nepresahovala 3 mM, vyhodne 2 mM, celkové pouZzité
mnoZzstvo roztoku bolo 10 aZ 100 CV, vvyhodne 30 a? 60 CV.

Po premyvacich cykloch sa uékutoénila elu&na  faza s
pouZitim roztoku ako 2z prvého premyvacieho cyklu.\s konecnym
mnozstvom chloridu draselného v koncentracii nie nizsej ako 10
mM, vyhodne pri koncentracii 15 a? 25 mM. Celkové pouzité
mnoZzstvo roztoku na eluciu bolo 15 a? 40 CV, vyhodne 20 aZz 30
Cv.

Vsetky roztoky a vloZené vzorky predli cez kolénu pri
line&rnej rychlosti 0,1 aZ 1 cm/min, vyhodne 0,4 aZ 0,7 cm/min.

V tychto podmienkach sa rINFa-2b eluoval z kolény so
stupfiom Cistoty vy535im ako 98 %, zatial &o &istota pociato&ného
roztoku bola 40 %, s vytaZkom ziskavania Zelaného produktu

vy33im ako 80 %.

Chromatografické profily pred a po chromatografickom
Cisteni su ukdzané na obr. la a 1lb.

Obr. la ukazuje chromatograficky profil interferdénového
roztoku pred Ccistenim a obr. 1b chromatograficky profil po
Cisteni. |

Chromagrafické profily sa uskutoénili s HPLC v kvapalnom
chromatografe HP 1090 s pouZitim kolény Vydac Cl18 a UV
detektora nadstaveného na 214 nm. Elucia sa uskuto&nila pri
prietoku 1 ml/min so =zmesou 2z dvoch eluentov, eluent A
pozostaval zo 700 ml vody, 298 . ml acetonitrilq a 2 ml kyseliny
trifluéroctovej'a'elueﬁt B bozostéval z 198 ml‘Vody, 800 ml
acetonitrilu a 2 ml kyseliny flubroctovej. Dva eluenty sa
zmieSali polas elucie podla nasledujucej tabulky:
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Cas (min.) 2 A $ B
0 72 28
1 72 28
5 67 33
20 63 37
30 57 43
40 40 60
42 40 60
50 28 72
60 72 28

Priklad 3

Spbdsob sa uskutoCnil podla prikladu 2 s pouZitim tlmivého
roztoku pripraveného z ftaldtu draselného a hydroxidu sodného.

Priklad 4

Spdsob sa uskutoénil podla prikladu 2 s pouZitim tlmivého

roztoku pripraveného z citratu sodného a hydroxidu sodného.

Priklad 5

Spdsob sa uskutoénil podla prikladu 2 s pouZitim tlmivého

roztoku pripraveného yA kyseliny citrdénovej a

dihydrogénfosforecnanu sodného.
Priklad 6

Sposob 'sa uskuto&nil podla prikladu 2 s pou21t1m tlmlveho
roztoku pripraveného z imidazolu a kyseliny chlorovodlkovej
Priklad 7

Cistenie ludského sérového albuminu

Ludsky sérovy albumin (LSA) sa ziskal od Sigma (kataldgové
¢islo Al653 z roku 2000). Nomindlne mnoist&o tohto albuminového
pripravku bolo stanovené na 99,6 %, ale RP-HPLC analyza. ukazala
redlne mnoZstvo 88 §, pricom produkty podobné albuminu su

povaZované za neCistoty. Roztok ISA sa pripravil v 20 mM
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kyseline citrénovej pri pH 3 s kone&nou koncentraciou rovnou 1
mg/ml a vloZil sa do silnej katexovej koldény obsahujucej
matricu Mustang® S (Pall Corporate), ktord Jje komercne
dostupna. Katexovd koléna sa kondicionovala pred vloZenim
vzorky s 20 mM kyseliny citrénovej pri pH 3,0 v mnoZstve rovnom
.20 kolénovych objemov (Ccv)y. . L ; . ‘

. . I
MnoZstvo vloZeného roztoku je také, Ze sa neprekrocila
hodnota 10 mg vloZenych proteinov na milimeter stacionéarnej
fazy, vyhodne 6 aZz 8 mg/ml.

Po vloZeni sa produkty naviazané k stacionarnej faze

podrobili nasledujicim cyklom premyvania:

1. premyvaci cyklus - 40 CV s 20 mM roztokom octanu sodného
pri pH 5,5,

2. premyvaci cyklus 30 CV s 20 mM roztokom octanu sodného pri
pH 5, 8.

Eldcia Zelaného produktu z kolény sa uskuto&nila pomocou
solného roztoku pri pH 6,0 pozostavajuceho zZ0 zmesi
hydrogénfosforednanu draselného a dihydrogénfosfore¢nanu
sodného pri koncentrécii 5 aZz 100 mM v zavislosti od zloZenia
zmesi. AvSak vodivost roztoku nesmie presiahnut 140 nuS. Celkové

pouZité mnoZstvo roztoku bolo 25 aZ 35 CV.

VSetky roztoky a vloZené vzorky prechadzaju cez koldénu s
linedrnou rychlostou 0,1 aZ 1 cm/min, vyhodne 0,4 a% 0,7

cm/min.

V tychto podmienkach sa LSA eluoval z kolény s &istotou
vyS3ou ako 99 % s vytaZkom ziskania Zelaného produktu vysSim
ako. 56 &. . S

Obrazky 2a a 2b ukazuju HPLC chromatograficky profil ISA
pred a po Cisteni. BAnalyzy sa uskutonili s tymi istymi
pristrojmi ako je to v pripade obr. la a 1lb s pouZitim zmesi
dvoch eluentov, eluent A pripraveny z 950 ml 0,1 % kyseliny
trifludroctovej a 50 ml acetonitrilu a eluentu B pripraveného z
950 ml acetonitrilu a 50 ml 0,1 % kyseliny trifludroctovej.
Eldcia sa uskutocCnila s prietokom 1 ml/min pri gradiente zmesi
eluentov A a B, ktory zatina pri 20 % B a dosahuje 60 % B pocas

20 minadt.
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PATENTOVE NAROKY

Spbsob Cistenia farmakologicky u&innych proteinov, ktory
zahrfna katexovu chromatografiu na tuhej matrici pri
zdsaditejSom pH ako zodpovedd izoelektrickému  bodu pI
Gistenych proteinov, pricom pri tomto pH su préteiny este
absorbované, a eluciu tychto proteinov zvy3enim idnovej

sily a/alebo pH eluentov.

Spbésob podla naroku 1, wvyznadujuci sa tym, 2Ze eluenty
pouZzité na katexovli chromatografiu st tvorené vodnymi

tlmivymi roztokmi s pH 2 aZz 11l.

Spdsob podla naroku 2, wvyznacujlci sa tym, Ze pH vodnych

tlmivych roztokov je 4 azZ 8,5.

Spdésob podla narokov 2 a 3, vyznacdujici sa tym, Ze vodné
tlmivé roztoky obsahuju 5 aZ 100 mM nasledujucich tlmivych
zmesi: hydrogénfosforeCnan draselny a dihydrogénfosforecnan
sodny, ftaldt draselny a hydroxid sodny, citrat sodny a
hydroxid sodny, kyselina citrénovd a dihydrogénfosforecnan

sodny, imidazol a kyselina chlorovodikova.

Spbsob podla narokov 2 aZ 4, vyznacujici sa tym, Ze tlmivé
roztoky  obsahuju 1 az 100 mM organickych alebo

anorganickych soli na modifikéciu idénovej sily roztoku.
Spbdsob podla naroku 1, vyznadujuci sa tym, Ze
farmakologicky u¢innymi proteinmi su interferén a

albuminové proteiny.

.. Spdsob podla naroku 6, vyznacujuci sa tym, Ze interferdnové’

broteiny st o, B, vy, d, o, Tf'prirodny a "z leukocytov,
rekombinantny o-2b a pribuzné interferdny a albuminové

proteiny su prirodnym a rekombinantnym ludsky albuminom.

Spésob Cistenia rekombinantného a-2b interferd4nu, rIFNa-2,
ktory =zahrfla vloZenie proteinovej zmesi pochadzajiuce]j é
vyroby fermentadciou rIFNa-2b, do ktorej sa pridal 1 M
roztok octanu sodného a pH sa upravilo na 5,5 s kyselinou
octovou, do koldny plnenej so silnou katexovou Zivicou
kondicionovanou pri pH 5,5 s 20 mM roztokom octanu .sodného,
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12.
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. pricom 6 aZ 8 mg proteinov je pritomnych v kaZdom mililitri

stacionérnej fazy, podrobenie koldény dvom premyvacim
cyklom, najskébr s tlmivym roztokom pri pH 6,1 pri
koncentracii 5 aZ 15 mM, potom s tym istym tlmivym roztokom
obohatenym o 2 mM chlorid draselny a nakoniec eluovanie
Cistého rIFNa-2b z kolény s pouzZitim tlmivého roztoku pri
pH 6,1 'v koncentracii 5 éé 15 mM s obsahom chloridu
draselného v koncentracii 15 aZ 25 mM.

Spdésob podla naroku 8, vyznadujlci sa tym, Ze pouZitou
matricou je Mustang® S a tlmivé zmesi su vybrané =z
hydrogénfosfore¢nanu draselného a dihydrogénfosforednanu
sodného, ftalatu draselného a hydroxidu sodného, citratu
sodného a hydroxidu sodného, kyseliny citrdénovej a
dihydrogénfosfore¢nanu  sodného, imidazolu a kyseliny
chlorovodikovej. |

Spésob cCistenia ludského sérového albuminu, ktory =zahfia
vloZenie roztoku obsahujiceho  Iudsky ‘sérovy albumin
upraveny na pH 3 kyselinou citrénovou do kolény plnenej so
silnou katexovou Zivicou kondicionovanou pri pH 3 s 20 mM
roztokom kyseliny citrénovej, pricom 6 aZ 8 mg proteinu je
pritomnych v kaZdom ml stacionadrnej fazy, koléna sa podrobi
dvom premyvacim cyklom s 20 mM roztokmi octanu sodného,
nasledne upravenie pH na 5,5 aZ 5,8 a potom sa eluuje z
kolony Cisty ludsky sérovy albumin tlmivym roztokom pri pH
6,0 pozostdvajuci zo zmesi hydrogénfosfore&nanu draselného
a dihydrogénfosforeénanu sodného v koncentraciach 5 aZ 100
mM..

PouZitie spdsobu pqua ktoréhokolvek z predchadzajucich .
nérokov na  vyrobu u&innych  latok obsiahnutych v
medicinskych vyrobkoch zaloZenych na farmakologicky

uc¢innych proteinoch.

Pouzitie podla naroku 11, v ktorom u&innymi latkami su

interferdénové proteiny.

Pouzitie podla naroku 12, v ktorom Jje interferénovym
proteinom rekombinantny o-2b interferén.



14.

15.

PouZitie podla néaroku 11, v ktorom u0c¢innymi latkami su
albuminové proteiny.

PouZitie podla néroku 14, v ktorom albuminové proteiny su
prirodnym alebo rekombinantnym lIudskym sérovym albuminom.
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