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(57)Anotace:

Zplisob obohacovéni roztoku adenovirem, zahrnujici aplikaci
smé&sného roztoku, obsahujiciho adenovirus a pfinejmenSim
jeden nezadouci typ biomolekuly, na chromatografickou
pryskyfici ménici anionty, kterd obsahuje vazebnou skupinu
ze souboru zahrnujiciho dimethylaminopropyl,
dimethylaminobutyl, dimethylaminoisobutyl a
dimethylaminopentyl, a eluci adenoviru z této
chromatografické pryskyfice. Nabizi se také zptisob purifikace
adenoviru z adenovirem infikovanych bungk, zahrnujici lyzi
takovych bunék, aplikaci lyzitu na jedinou
chromatografickou pryskytici, eluovani adenoviru z
chromatografické pryskyfice a jimani frakce obsahujici
adenovirus, ktery je v podstat tak &isty, jako adenovirus
purifikovany trojnasobn& v hustotnim gradientu CsCl.
Ptedkladany zpGsob dale nabiz{ zpisob piesné kvantifikace
pottu adenovirdlnich &astic v roztoku adenoviru, zahrnujict
aplikaci roztoku vzorku adenoviru na chromatografickou
pryskyfici ménici anionty a néslednou eluci z této kolony,
srovnéni absorpce roztoku vzorku adenoviru a absorbance
standardniho roztoku adenoviru a kvantifikaci poctu
adenovirdlnich ¢astic v roztoku vzorku.
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0&inné &i%téni adenoviru jff}yﬁ//’

Oblast techniky

Vynédlez se tykd Uc¢inné purifikace adenoviru.

Dosavadni stav techniky

Castice adenovirad byly obvykle izolovany s vyuZitim
protokold pro purifikaci v hustotnim gradientu, napfiklad s
vyuZzitim gradientu chloridu cesného (CsCl). Purifikace v
hustotnim gradientu je vhodnd pro preparace v malém mnoZstvi,
ale je Casové nadroc¢nd a obtiZné pouZitelna ve vét3im méritku.
Komercné& je proto vyuZziti tohoto zplsobu Casto neZédouci.

Alternativni metodou pro purifikaci adenovira Je
kolonovd nebo vsadkova chromatografie. Prvni pokusy'o izolaci
virovych ¢astic pomoci chromatografickych technik
vyuzivajicich nédplné na bazi diethylaminoethylovanych (DEAE)
chromatografickych pryskyfic jsou zminény v letech 1959 az
1961. Haruna a spol. (Virology 13: 246-267 (1961)) uvadéli
vyuziti DEAE chromatografie na ménic¢ich iontl pro purifikaci
adenovirﬁ typa 1, 3 a 8, zatimco Klemperer a Pereira
(Virology 9: 536-545 (1959)) a Philipson (Virology 10: 459-
465 (1960) zminovali potiZe pfri pouziti stejné metody pro
jiné typy adenovirl. PouzZiti téchto technik nebylo do doby
asi po roce 1965 prili$ rozSi¥eno, zejména kvili tomu, :Ze
chromatografické matrice mély tendenci se pfi separacich
hroutit. Vzhledem k selektivité tehdy dostupnych
chromatografickych pryskyfic byly chromatografické purifikace
vir® méné& 0¢inné neZ purifikadéni techniky v hustotnim
gradientu. Bigwood a spol. (EP 0213719) popisuije
chromatografické pryskyfice s funkénimi skupinami polyamint
se 2 aZz 4 aminoskupinami, oddélenymi 2 aZ 4 methylenovymi

skupinami. Bigwood a spol. vSak nepopisuji pouZiti takovychto
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pryskyfic pro &isténi vird nebo jiného biologického
materidlu.
V posledni dobé se obnovil =zajem o purifikaci vira

pomoci chromatografie. Pouziti chromatografickych pryskyric

pro purifikaci vird ukdzali napfiklad Guillaume a spol. (WO
98/00524), Shabram a spol. (WO 96/27677) a Huyghe a spol.
(Human Gene Therapy 6: 1403-1416 (1995)). V poslednich

patnacti letech byly rovnéZ vyvinuty novéjsSi chromatografické
ndplné. Tyto ndplné& mohou byt rozdéleny do c<ctyrech skupin:
(i) homogenni prokirizZené polysacharidy zahrnujici mékké gely
(napriklad agardzu), které maji dobrou kapacitu, ale Spatné
rozliSeni a tendenci stlacovat se, (ii) makroporézni polymery
na bazi syntetickych polymert, ke kterym se fadi pryskytice
pro perfuzni chromatografii umozZnujici leps$i difuzivitu a
vy33i G&innost, rychlost a rozliSeni, (iii) tykadlové
(tentakulédrni) sorbenty, majici "tykadla", kterd Dbyla
navrZzena pro rychlej3i interakci s proteiny (nap¥iklad
fraktogel) a (iv) materidly, kde je mé&kky gel uzavfény v
rigidhi schrdnce a tak vyuZivaji vysokou kapacitu mékkych
geld i rigiditu pevnych materiald (napfiklad Ceramic Hyper
D™F) (viz Boschetti, J. Chromatogr. 658: 207 (1994),
Rodriguez, J. Chromatogr. 699: 47-61 (1997)).

Je  Zadouci . zvysit rychlost, snadnost a U&innost
purifikaci, a to =zejména v pripadé komercnich purifikaci
provadénych ve velkém méritku pomoci téchto technik. Vynédlez
poskytuje takovy proces pro purifikaci adenoviru. Tyto a jiné
vyhody predkladaného vyndlezu a rovnéZ dalsi nové prvky budou

z¥ejmé z popisu vyndlezu, ktery je zde predloZen.

Podstata vynédlezu

Vynalez poskytuje zplusob obohaceni roztoku adenovirem.
Tento zplasob zahrnuje: (1) ziskani smésného roztoku
obsahujiciho adenovirus a ptinejmen$im jeden neZadouci typ

biomolekuly, (ii) naneseni takového smésného roztoku na
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chromatografickou pryskyfici schopnou ménit anionty (ménic
aniontda) obsahujici vazebnou ¢&ast vybranou ze skupiny
zahrnujici dimethylaminopropyl, dimethylaminobutyl,
dimethylaminoisobutyl a dimethylaminopentyl, a (iii) eluovéni
adenoviru z purifikac¢ni chromatografické pryskyfice pomoci
elu¢niho roztoku. Zplsob miZe d&le =zahrnovat predseparaci
smésného roztoku obsahujiciho adenovirus a nejméné jeden typ
nezadouci biomolekuly na chromatografické pryskyfici ménici
anionty pfed nanesenim adenoviru na chromatografickou
prysky¥ici ménici anionty.

Vyndlez poskytuje také zplsob purifikace adenoviru z
buné&k, které jsou adenovirem infikovany. Tato metoda zahrnuje
lyzi bunék infikovanych adenovirem, naneseni lyzatu na Jjeden
typ chromatografické pryskyfice, eluovani adenoviru z
chromatografické pryskyrice a Jjimani frakci obsahujicich-
adenovirus, kde adenovirus je prokazatelné& tak ¢isty jako po
trojnadsobné purifikaci adenoviru pomoci hustotniho gradientu
CsCl.

Vyndlez také poskytuje =zpusob presné kvantifikace
mnozstvi &astic adenoviru v roztoku adenoviru, jako je roztok
ziskany ze surového lyzatu bunék infikovanych adenovirem,
zahrnujici (1) naneseni  vzorku roztoku adenoviru na
chromatografickou pryskyfici ménici anionty a obsahujici
vazebnou cast vybranou ze skupiny zahrnujici
dimethylaminopropyl, dimethylaminobutyl,
dimethylaminoisobutyl a dimethylaminopentyl a eluci z této
chromatografické pryskyfice, (ii) stanoveni absorbance
roztoku vzorku adenoviru eluovaného z chromatografické
pryskyfice a absorbance standardniho roztoku radenoviru,
(iii) porovnadni absorbance vzorkového roztoku adenoviru
eluovaného z chromatografické pryskytice s absorbanci
standardniho roztoku adenoviru a kvantifikaci poctu castic
adenoviru v roztoku vzorku.

Vyndlez miZe byt nejlépe pochopen s odkazem na pripojené

vykresy a nésledujici podrobny popis vyhodnych provedeni.




Vyndlez je zamé¥eny na zpUsob obohaceni roztoku
obsahujiciho adenovirus. "Adenovirem" je minén pFirozen& se
vyskytujici adenovirus a rekombinantni adenovirus. P¥itom
rekombinantni adenovirus miZe byt infekéni i neinfeké&ni.
Metoda zahrnuje zisk&vani smésného roztoku obsahujiciho
adenoviry a pfinejmenSim jednoho neZzadouciho typu
biomolekuly. "Biomolekulou" je minéna jakakoliv
makromolekula, nap¥iklad jakykoliv protein, uhlovodik, lipid
nebo nukleové kyselina (napfiklad DNA a RNA) apod. a rovnéz
fragmenty takovych molekul. PouZivané slovo "roztok" ije zde
ve vyznamu, v jakém je v oboru béiZné pouZivano a navic je jim
minén i bunéény lyzat. Jakykoliv roztok obsahujici adenovirus
maZe byt obohacen metodou pfedloZenou timto vyndlezem. Smésny
roztok adénoviru se obvykle ziskd infikovanim eukaryontnich
bunék adenovirem, jak je zde definovan, udrZovanim bunék po
dostatecné dlouhé cCasové obdobi, aby mohlo dojit k
amplifikaci poctu adenovirovych Castic, shromadzZdénim
infikovanych bunék a jejich 1lyzi (rozbitim) v pufrovaném
roztoku. '

Vyrazy "obohacovani" a ‘"purifikovédni" a stejné tak
"obohaceny" a "purifikovany" jsou zde pouZity zaménitelné a
znamenaji, Ze koncentrace adenoviru se v daném objemu zvySuje
nebo =zvySila. Je Zadouci aby obohaceny nebo purifikovany
roztok adenoviru byl tak ¢&isty jako adenovirus purifikovany
tfikrat v hustotnim gradientu (CsCl).

Pokud se purifikuji viry z infikovanych bunék (napfiklad
z eukaryontnich bunék), je vyhodné nenechat infekci probihat
aZ? do stadia, kdy samotné viry zpﬁéobi lyzi bunék, protoZe za
téchto podminek probihd 1lyze jednotlivych bunék v podstatné
odlisnych c¢asech a degradativni enzymy uvolnéné lyzovanymi
bunkami zadnou napadat uvolnéné viry. Navic tésné pred
bunéénou lyzi zpusobenou adenoviry mohou dispozice bunééného

metabolismu zap¥icinit sniZeni pfesnosti virové replikace.




Proto se doporu&uje lyzovat bunky pfedtim, neZ dojde k jejich
lyzi pusobenim adenovirl.

K 1lyzi mGZe byt pouZita jakakoliv vhodn&d metoda.
Nap¥iklad mohou byt bunky i s Zivnym médiem odstfedény a
medium nahrazeno roztokem silnych detergentl a dal3ich aditiv
(naptiklad  Triton™x-100, Tween 20, Tween 80  nebo
deoxycholédt) a po vhodné dlouhé inkubaci mbZe byt vzorek
shromédZdén pro dalsi zpracovédni. Nebo mohou byt bunky
shromdZdény Setrnou centrifugaci, tak aby se zformovaly do
bunécné pelety, a lyzovany trojnasobnym zmrazenim a
rozmrazenim. Preferovanou alternativni technikou je pouzZiti
francouzského lisu nebo jesdté lépe mikrofluidizéru.
Francouzské lisy a mikrofluidizéry uc¢inné lyzuji eukaryontni
bufiky pomoci stfizZnych sil, které rozrusSuji bunécné membrany.
Postup vyuZivajici st¥iZnych sil je rychlejsi a
reprodukovateln&jsi neZ jiné vhodné metody pro =ziskani
roztoku obsahujiciho adenovirus z infek&ni buné&né populace
(naptiklad eukaryontnich bunék). V souladu s 'thn'mﬁie byt
smé&sny roztok obsahujici adenovirus a prinejmensSim jeden
neZaddouci typ biomolekuly pro purifikaci nebo obohaceni podle
metod popsanych v tomto vyndlezu =ziskadn mikrofluidizaci
bunééné populace infikované adenoviry.

Roztok, ze kterého m&d byt purifikovdn adenovirus, miZe
byt pripadné& pfedlistén. Pokud je poZadovano, miZe byt takové
pfed¢idténi provedeno stredné Setrnou centrifugaci, aby byly
odstrané&ny velké kusy zbytklh bunék a veétsi nerozrusSené
organely (pokud jsou p¥itomné). Bunécny lyzat mbZe byt také
pfed¢istén filtraci. Zejména mlZe byt pouZito filtrace s
tangencidlnim tokem (TFF) v souladu se znamymi metodami.
Roztok mlZe Dbyt pfipadné inkubovdn s enzymy schopnymi
rozklddat DNA a RNA (DNaza/RNaza), aby byly odstranény
vedkeré DNA a RNA obsaZené v predc¢istovanych bunkach, které
nejsou obsazeny v Casticich adenovirt.

Potom, co je buné&lny lyzat preddistén, mbZe byt pripadné

pfedseparovdn na chromatografické pryskyrici ménici anionty




pred vlastni purifikaci. Pro predseparaci miZe byt pouZita
jakdkoliv vhodnd chromatografickd pryskyfice ménici anionty.
Prednostné& se pro predseparaci pouzivd chromatograficka
pryskyfice ménici anionty, ktera m& povrchové skupiny
derivatizovany tercidrnim nebo kvartérnim aminem (napfiklad
diethylaminoethyl, trimethylaminoethyl nebo
trimethylaminopropyl). Povrchovd skupina mbZe byt spojena s
nosnou matrici (nosicem) pomoci jakékoliv v oboru pouZivané
spojovaci skupiny. Mezi vhodné spojovaci skupiny v kontextu
tohoto vyndlezu pat¥i ty, které Jsou na bézi akrylovych
polymeru. Nosna matriée maZe byt tvofena jakymkoliv vhodnym
materidlem. Pfednostné se pro nosné matrice pouziva
materidlu, zaloZeném na konceptu "m&kky gel v rigidni
schrance." Tato "gelem plnénd" chromatografickd pryskyfice
spojuje vyhodu vysoké kapacity meékkych gelﬁ, napriklad
agarézy, a rigidity pevnych materiélﬁ pfi vysokych
pritokovych rychlostech a Jjejich zvySené 'ddolnosti proti
stladovani, smrstovdni se a bobtndni, coZ jsou vlastnosti
b&Zné u mékkych geld. Tyto "gelem plnéné" chromatografické
pryskyfrice jsou velmi roz3ifené a jsou popsany napriklad v,
patentech U. S. &. 5,268,097 a 5,672,276.

V kontextu tohoto vyndlezu je pro predseparaci zadouci
chromatografickou pryskyfici ménici anionty Q@ Ceramic
HyperD™F, . ktera je komeréné dbstupné od BioSepra,
Villeneuve-La-Garenne, Francie. Q Ceramic HyperD™F e
sloZena 2z vysoce poréznich keramickych kulic¢ek naplnénych
flexibilnim hydrofilnim gelem s funkénimi skupinami. Primé&rna
velikost kulic¢ky ¢&ini 50 pum (rozmezi velikosti castic je 25
a? 75 pm). Q Ceramic HyperD™F m& dynamickou kapacitu
pfinejmendim 85 mg/ml hovéziho sérového albuminu (BSA) pfi
200 cm/h s 50% prOrazem (breakthrough) a pfinejmensSim 80
mg/ml hov&ziho sérového albuminu (BSA) pfi 600 cm/h s 50%
prirazem. Kvali gelem-plnéné povaze vykazuje néapln Q Ceramic
HyperD™F vé&t8i povrchovou plochu dostupnou pro vazani ve

srovnani s klasickymi poréznimi médii u kterych je obvykle
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nejméné 50% wvnéjsdku déastice tvoreno vstupy do pdrha, kde
nedoch&zi k navazani. V diasledku toho 100 % celkové vné&jsi
plochy Q Ceramic HyperD™F ptrispivd k vAazani. Diky tomuto
rysu je tato chromatografickd pryskyfice pro pred&idtovani
uprednostiiovana.

Alternativou je  pred&isténi  bunécéného lyzadtu na
expandovanych kulickéch adsorpéniho ménice aniontd. Napfiklad
miZe byt pouZita chromatografickd pryskyfice ménici anionty
na expandovanych adsorpcnich kuli&kdch s vazebnymi ¢&é&stmi
derivatizovanymi kvartérnim aminem (naptriklad
trimethylaminomethyl nebo DEAE) . Pro expandované
chromatografické néplné s pryskyficemi ménicimi anionty je
charakteristicky vét3i primér kulicek, naptiklad vétsi nez 30
pm, ale obvykle neprekracujici 500 pm. Diky znacné velikosti
kuli¢ek mohou velké fragmenty buné&cnych zbytkdl a celé
(nelyiované) bunky protékat volné chromatografickou
prysky¥ici (a fritou ji p¥izplsobené velikosti). Mezi vhodné
adsorpéni chromatografické pryskyfice s expandovanou néplni
pat¥i Streamline Ox1® (Pharmacia, Uppsala, Svédsko) a DEAE
Cellthru-Big Beads™ (Sterogene, Cérlsbad, CA, nebo
ekvivalent od UpFront Chromatography, Kodan, Dansko).

Bunécny lyzat Jje eluovan z chromatografické pryskyFice
ménici anionty jakymkoliv vhodnym eluentem (napfiklad 600 mM
NaCl). Pokud je to treba, je roztok vhodné zfedén na nizZsi
koncentraci eluc¢niho ¢inidla, nebo jinych éinidél v elunim
pufru. Potom miZe byt poloprecCisdtény a koncentrovany bunéény
lyzat nanesen na vhodnou chromatografickou pryskyfici ménici
anionty a purifikovan.

Jak vyplyvd z vySe zminéného, nabizi tento vynalez
metodu umozZifiujici zvy3it koncentraci adenoviru v roztoku.
Metoda zahrnuje (i) ziskadni smésného roztoku obsahujiciho
adenovirus a nejméné Jjeden nezadouci typ Dbiomolekuly;
(ii) naneseni tohoto smésného roztoku na chromatografickou
pryskyfici ménici anionty; a (iii) eluovani adenoviru =z

chromatografické pryskyfice pomoci takového eluentu, aby byl
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ziskan roztok obohaceny o adenovirus. Navic miZe byt smé&sny
roztok adenoviru pfipadné klarifikovan (vy&ifen) pomoci
filtrace s tangencidlnim tokem. Dale miZe byt vy&ifeny roztok
pripadné predseparovdn pomoci chromatografie na mé&nidich
aniontu.

V  tomto ohledu nabizi tento vyndlez také metodu
umoznujici  purifikovat  adenovirus z bunék  adenovirem
infikovanych. Tato metoda =zahrnuje 1lyzi bunék infikovanych
adenovirem, aplikaci 1lyzdtu na jedinou chromatografickou
pryskyfici, kterd navdZe adenovirus, eluci adenoviru =z
chromatografické pryskyfice a Jjimdni frakce obsahujici
adenovirus. Adenovirus ve frakci je v podstaté& tak &isty,
jako adenovirus po trojndsobné purifikaci v hustotnim
gradientu CsCl.

Jakékoliv vhodn&d chromatografickd pryskyfice mlZe byt
pouZita pro purifikaci adenoviru =z bun&&ného lyzatu.
Jakakoliv vhodné& chromatografickd pryskyfice ménici anionty a
majici povrchové skupiny vybrané ze skupiny zahrnujici
dimethylaminopropyl, dimethylaminobutyl,
dimethylaminoisobutyl a dimethylaminopentyl mGZe byt pouZita
k purifikaci adenoviru =ze smésného roztoku obsahujiciho
adenovirus a nejméné jeden nezZddouci typ biomolekuly. Jako
povrchova skupina byvéa pfednostné pouZivan
dimethylaminopropyl. Povrchovd skupina mGZe byt pFipojena k
nosic¢i pomoci jakékoliv pouzZivané vhodné spojovaci skupiny. V
kontextu tohoto vyndlezu pat¥i mezi vhodné sulfonamidové a
akrylatové spojovaci skupiny. Nosi¢ matrice mlZe byt tvoren
jakymkoliv vhodnym materidlem; je v3ak vyhodné pokud Ie
tvoren takovou perfizni chromatografickou pryskyfici ménici
anionty, aby byl optimalizovadn transport do vnitFku &astic
nadplné.

Typické perftzni chromatografické pryskyfice maji na
povrchu &astic velké (napfiklad 6000 az 8000 A) péry. Sit
mensSich pért, omezujici délku difuznich drah, zvét3suje

povrchovou plochu pérl s velkymi primé&ry. Diky této bimodalni
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distribuci velikosti pdérl vyuZiva mobilni faze s adenovirem,
které vstupuje a protéka ¢asticemi chromatografické
pryskyfice, jak konvektivniho, tak diftzniho transportu.
Takovato perfuzni chromatografickd pryskyfice je dobfe znama
a podrobnéji ji popisuje Afeyan a spol. (J. Chromatogr. 519:
1-29 (1990)) a U.S. patenty 5,384,042; 5,228,989; 5,605,623;
a 5,019,270). »

v kontextu tohoto wvyndlezu je vhodnou perfazni
chromatografickou prysky¥fici ménici anionty POROS® 50D,
ktera Jje komercné dostupnd od PerSeptive Biosystems,
Framingham, Massachusetts. POROS® 50D je chromatograficka
pryskyrice na bézi kopolymeru styren-divinylbenzen, kterd ma
dynamickou kapacitu pfinejmens$im 100 mg/ml hové&ziho sérového
albuminu (BSA) pfi 100 cm/h s 50% prlGrazem (breakthrough) a
pfinejmen$im 80mg/ml BSA pf¥i 1000 cm/h s 5% prlrazem. POROS
50D vykazuje sniZeni tlaku méné neZ 3 bary pfi 1000 cm/h v 10
cm  vrstvé chromatografické pryskyfice a p¥i Jmenovité.
velikosti c¢astice chromatografické pryskyfice kolem 50 pm
(tj. prumé&rnd velikost C&stice se pohybuje v rozmezi (25 aZ
100 pm).

Chromatografickd pryskyfice ménici anionty miZe byt
pouzita bud vsadkové (batch), nebo vyhodn&ji v prato&ném
(flow-through) uspotrddédni, prednostné na koloné (kolona
naplnénad chromatografickou pryskyfici), zejména pokud se e
jednd o perfuzni chromatografické pryskyfice. Krom& toho
nabizi predkladany vyndlez v kontrastu k dfive pouZivanym
metodam jednoduchou a rychlou chromatografickou purifikaci
adenoviru snadno preveditelnou do jiného mé&fitka.

Adenovirus purifikovany podle vynalezené metody nem&
nizsi pomér c¢éastice vzhledem k pfu (pu/pfu) neZ adenovirus
purifikovany v hustotnim gradientu (CsCl). TakzZe pu/pfu
purifikovaného adenoviru je pfinejmen3im 50 % ve srovnani s
adenovirem purifikovanym v hustotnim gradientu CsCl, vyhodné
pfinejmensim 85 % ve srovnadni s adenovirem purifikovanym v

hustotnim gradientu CsCl a zejména pfinejmendim 96 % ve
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srovnani s adenovirem purifikovanym trojnasobné& v hustotnim
gradientu CsCl. Kromé toho Cistota adenoviru po
chromatografii pfevySuje c&istotu stejného roztoku adenoviru,
ktery je analyticky nerozliSitelny od adenoviru
purifikovaného standartnim zplhsobem v hustotnim gradientu
CsCl (to Jje v podstaté tak <¢isty Jjako adenovirus

purifikovany trojnasobné v  hustotnim gradientu CsCl,

oe

napfiklad pfinejmen3im z 90 tak c¢isty, lépe prinejmendim

z 97 % tak <Cisty a jesté& lépe z 99 % tak <&isty jako
adenovirus purifikovany trojnadsobné v gradientu CsCl).

Podstatného a vhodného obohaceni adenoviru v roztoku je
dosazZeno jeho eluovanim pomoci vhodného eluentu z
chromatografické pryskyfice ménici anionty. Typické vhodné
eluenty jsou roztoky s velkou koncentraci iontd, takZe ionty
sout&Zi s adenovirem o vazbu na chromatografickou pryskyfici.
Pfednostné je na kolonu privadén gradient eluentu. Gradient
eluentu je bud diskontinudlni, tj. ve dvou nebo vice krocich,
nebo kontinu&lni. Takové gradienty mohou byt 1lineérni,
konkdvni nebo konvexni. Vhodnym eluentem je chlorid sodny v
pufrovaném roztoku. Nap¥fiklad adenovirus je eluovdn z
chromatografické pryskyfice Q Ceramic Hyper D®F v rozmezi
koncentraci chloridu sodného kolem 360 mM a? kolem 475 mM,
ptesnéji pfi zhruba 415 mM NaCl a =z chromatografické
pryskyfice POROS® 50D v rozmezi koncentraci chloridu sodného
kolem 360 mM aZ kolem 450 mM, pfesnéji pti zhruba 410 mM
NaCl.

Vzorky mohou byt S vyhodou davkovany na

chromatografickou pryskyfici ménici anionty p¥i vysokych

ow

koncentracich elu¢nich <¢&inidel (napf¥. nejméné pri 75
koncentrace nezbytné k eluovadni adenoviru z chromatografické
pryskyfice, vyhodnéji kolem 85 % aZ kolem 90 % koncentrace
nezbytné k eluovani adenoviru z chromatografické pryskyrice).
Davkovanim vzorku pf¥i vysokych koncentracich elu¢niho ¢inidla
na chromatografickou kolonu ménici anionty se docili toho, Ze

se urcité necistoty nenavadzi na pryskytici.
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Eluce obohaceného adenoviru miZe byt provadéna prfi
jakémkoliv vhodném prutoku. Typické prlitoky pro prfedseparace
na chromatografické pryskyfici ménici anionty se pohybuji od
zhruba 100 cm/h aZz do zhruba 1000 cm/h, prednostné od asi
200 cm/h do asi 500 cm/h. Typické prutoky  pro
chromatografické pryskyfice ménici anionty s vazebnymi
skupinami jako Jje demethylaminopropyl, dimethylaminobutyl,
dimethylaminoisobutyl a dimethyaminopentyl ¢&ini =zhruba 100
cm/h a? zhruba 1500 cm/h, prednostné od zhruba 500 cm/h do
zhruba 1250 cm/h.

Za U&elem spravné kvantifikace poctu adenovirovych
gastic ve vzorku roztoku adenoviru, takovém jako je roztok
ziskany =ze surového lyzatu bunék infikovanych adenovirem,
miZe byt roztok vzorku adenoviru pfipraven vySe popsanym
zpisobem. Vzorek roztoku adenoviru miZe byt potom obohacen a
purifikovan aplikaci na chromatografickou pryskyfici ménici
anionty a naslednou eluci roztoku adenoviru z této
pryskyfice vyS8e popsanym zplsobem. Potom je stanovena
absorbance vzorku adenoviru eluovaného =z chromatografické
pryskyfice. Pro srovnani je urcCovéna absorbance standardniho
roztoku adenoviru, t3j. roztoku o zndmé koncentraci. Ze
srovnani absorbance roztoku vzorku a absorbance standardniho
roztoku se ur&i koncentrace adenovirovych ¢&astic, tj. pocet
adenovirovych &astic v daném objemu v roztoku vzorku.

Standardni  absorbanci miZe byt jedind standardni
absorbance nebo série &i skupina standardnich absorbanci
ur&itého koncentradniho rozsahu adenoviru. Absorbance vzorku
a standardni absorbance mohou byt presentovéany v podobnych,
nebo rtznych (pfednostné podobnych) formatech, mé&fenich, nebo
jednotkach, pokud.véak miZe byt dosaZeno uZitecného srovnani.
Napfiklad vhodn& standardni absorbance miZe byt absorbance,
kterd byla stanovena ve standardnim roztoku adenoviru, ktery
byl ziskan stejnym zplsobem, jako vzorek roztoku adenoviru

podle metod popsanych v tomto vynalezu.
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Kvantifikace podétu adenovirovych castic Jje provadéna
srovnavanim absorbance vzorku se standardem jakymkoliv
vhodnym zplUsobem. Napfiklad mohou byt absorbance vzorku a
absorbance standardu srovnavany vypoctenim plochy piku
odpovidajiciho eluci viru z chromatografické pryskyfice; v
chromatogramu je vynesena absorbance proti casu. Absorbance
riznych zndmych koncentraci adenoviru miZe byt zakreslena do
grafu a tak vznikne standardni (kalibracéni) krivka.
Koncentrace vzorku miZe byt pak uréena pomoci lineérni
regrese.

Adenovirus obohaceny v roztoku nebo purifikovany z bunék
infikovanych adenovirem pomoci chromatografickych pryskyfic
mé&nicich anionty méZe byt =ziskdn v roztocich obsahujicich
vysoké koncentrace elu¢niho ¢inidla, napfiklad NaCl. SloZeni
pufru miZe byt snadno zménéno jakoukoliv vhodnou technikou na
jakykoliv poZadovany pufr, napfiklad sterilni isotonicky pufr
pro injekce savclm (nap¥iklad RingerGv roztok) obsahujici
vhodné stabilizdtory a  kryoprezervanty pro dlouhodobé
skladovani pufifikovaného adenoviru. Vhodné techniky pro
zménu sloZeni pufru zahrnuji dialyzu, diafiltraci a
chromatografii na molekulovych sitech (n&kdy tzv. gelova
permeadni chromatografie) a dal3i techniky. Mezi vhodné
matrice ©pro chromatografii na molekulovych sitech patri
Toyopearl HW-40C a Toyopearl HW40F (TosoHaas,
Montgomeryville, PA); Uniflow™, Superflow™ a Ultraflow™
(Sterogene, Carlsbad, CA): Shodex™ ( Thomson Instruments,
Chantilly, VA); a Bio-Sil™ a Bio-Gel™ (Bio-Rad, Hercules,
Ch) . Kazdéa z téchto chromatografickych pryskyfic mé&
dostatec¢né nizky potencial vazat proteiny.

Predkladany vynadlez je detailnéji popsan na
nidsledujicich pfikladech. Tyto priklady slouzi pouze k
objasnéni vyndlezu, ale v Zadném pripadé nemaji omezovat

rozsah vynalezu.
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Pfehled obrdzkd na vykresech

Obr. 1 ptedstavuje chromatogram bunééného 1lyzatu
infikovaného adenovirem, eluovaného Z chromatografické
pryskyfice se skupinou kvartérniho aminu (Q Ceramic

HyperD™F), kde osa vy pfedstavuje absorbanci (pfi 260 a 280
nm), osa X znazoriuje eluéni c¢as (min) a paralelni osa vy
(napravo) znazornuje vodivost elu&niho &inidla na koloné
(Cadrkovana cara, mS).

Obr. 2 predstavuje chromatogram lyzéatu bunék
infikovanych adenovirem, prec¢isténého pomoci filtrace s
tangencialnim tokem a inkubaci s DNasou/RNasou (Benzonase®) a
eluovaného VA chromatografické pryskyrice se skupinou
kvartérniho aminu (Q Ceramic HyperD™F), kde osa vy
predstavuje absorbanci (pfi 260 a 280 nm), osa x znazoriuje
elu¢ni ¢as (min) a paralelni osa y (napravo) znazorfuje
vodivost elu¢niho ¢inidla na koloné (&arkovanad &ara, mS).

Obr. 3 predstavuje chromatogram lyzatu bunék
infikovanych adenovirem, eluovaného z adsorbéni
chromatografické pryskyfice S expandovanymi ¢asticemi
(Streamline QXL®), kde osa y pfedstavuje absorbanci (pfi 260
a 280 nm), osa x znézorfuje eluni &as (min) a paralelni osa
y (napravo) zndzornuje vodivost eluéniho ¢&inidla na koloné&
(C&rkovana &ara, mS). ‘

Obr. 4 predstavuje chromatogram lyzatu bunék
infikovanych adenovirem, purifikovaného trojnédsobnou
centrifugaci v  gradientu CsCl a kvantifikovaného na
dimethylaminopropyl perfuzni (POROS®50D) analytické kolong,
kde osa y predstavuje absorbanci (pfi 260 a 280 nm), osa x

znadzornuje elud¢ni ¢as (min).

Obr. 5 pfedstavuje chromatogram lyzatu bunék
infikovanych adenovirem, eluovaného z adsorbéni
chromatografické pryskytice S expandovanymi Casticemi

(Streamline QXL®) a dvakrat z dimethylaminopropyl perfizni

(POROS®50D) chromatografické  pryskyfice, kde osa vy
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predstavuje absorbanci (pfi 260 a 280 nm), osa x zndzorhuje
eluéni cas (min).

Obr. 6 predstavuje chromatogram lyzatu bunék
infikovanych adenovirem, eluovaného =z dimethylaminopropyl
perfizni (POROS®50D) chromatografické pryskytice, kde osa vy
predstavuje absorbanci (pfi 260 a 280 nm), osa x zndzorfiuje

eluc¢ni cas (min).

Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1

Tento priklad demonstruje purifikaci adenoviru ze
surového bunécného lyzéatu. Purifikace byla provedena
pred¢isténim, tj. vycifenim bunécného 1lyzatu, nanesenim
lyzdtu na pryskyfici ménici anionty a néslednou eluci a
nakonec nanesenim bunéCného lyzadtu na chromatografickou
prysky¥ici ménici anionty s vazebnymi skupinami vybranymi ze
souboru zahrnujiciho dimethylaminopropyl,
dimethylaminopentyl, dimethylaminoisobutyl a
dimethylaminopentyl a naslednou eluci.

AdSEAP a AdVEGF;,;; jsou vektory adenoviru s deleci v El a
E3 regionech adenovirdlniho genomu obsahujiciho kazetu genové
exprese, Vv tomto p¥ipadé cytomegalovirdlni (CMV) promotor
operabilné pripojeny k cizimu genu (transgenu), napfriklad
sekretorni alkalické fosfatdzy (AdSEAP) nebo vaskularniho
endotelidlniho rtstového faktoru 121 (AdVEGFi,;) v El regionu
adenovirdlniho genomu. AdSEAP a AdVEGF;»;; byly propagovany v
odst¥edovacich bankach, véalcovych lahvich, t¥fepacich lahvich
nebo bioreaktorech obsahujicich kolem 10° aZ 10° 293 bun&k na
ml v pfitomnosti nebo v nepfitomnosti séra v rustovém médiu.

Pred chromatografickou separaci byly bunky a média
zpracovavany Jjednou 2z nasledujicich metod: (a) bunky byly
zakoncentrovany centrifugaci a resuspendovany ve vhodném
pufru (25 mM Tris, pH 7.8, 75 mM NaCl, 10 mM MgCl,;) pro

optimalni aktivitu DN&zy/RNazy, lyzovany v mikrofluidizéru




(Microfluidics, Newton, Massachusetts) podle pokyni vyrobce a
klarifikovany filtraci; nebo (b) bunky byly lyzovany pfimo v
mikrofluidizéru podle pokynua vyrobce, klarifikovény filtraci,
koncentrovdny a diafiltrovdny do vhodného vy3e popsaného
pufru pomoci filtrace s tangencidlnim tokem (TFF). P¥Fi
pouziti obou metod byl klarifikovany bunécny lyzat inkubovan
s DNazou/RNazou jako Jje Benzonase® (Nycomed Pharma A/S,
Denmark) podle pokynl vyrobce a rozpuStén ve vhodném pufru
pro chromatografickou pfedseparaci na ménicich aniont.

Bunéény lyzat byl potom nanesen na kolonu Q Ceramic
HyperD™F a eluovén krokovym gradientem 360 aZ 460 mM NaCl.
Obr. 1, ktery je chromatografii bunééného lyzatu infikovaného
adenovirem a eluovaného z chromatografické pryskyfice
modifikované kvartérnim aminem (kolona Q Ceramic HyperD™F),
zndzoriiuje eluci adenoviru z predseparacni kolony ménici
anionty (Q Ceramic HyperD™F) v ptipad& kdy nebyla provedena
inkubace S DN&zou/RNazou. Koncentrovany a Castecné
purifikovany vir&lni pik, ktery se eluuje kolem 415 mM NaCl
kdyZz je k eluci pouZit krokovy gradient 360, 450 a 1000 mM
NaCl, byl obsaZen v jedné frakci kolem 51 minut. Obr. 2 ktery
je chromatografii buné&ného lyzatu infikovaného adenovirem,
klarifikovaného pomoci filtrace s tangencialnim tokem a
inkubovaného s DN&zou/RNazou a eluovaného z chromatografické
prysky¥ice modifikované kvartérnim aminem, znazorniuje eluci
adenoviru p¥i pfedseparaci z kolony mé&nici anionty, Q Ceramic
HyperD™F, kdyZ byla pouZita DN&za/RNaza (Benzonase®). Bylo
pozorovéano vyznamné sniZeni velikosti piku nukleové kyseliny
eluujici se po viru.

Eluent z pfedchromatografie na ménic¢ich aniontd byl pak
z¥edé&n asi o 30 %, coZ je nezbytné z¥edéni elucniho cinidla,
v tomto pripadé NaCl, na koncentraci men3i, neZ je elucni
koncentrace pro perfazni chromatografickou kolonu se
skupinami dimethylaminopropylu (POROS® 50D), ktera byla
pouzita pro dokon&eni purifikace adenoviru ze surového

puné&ného 1lyzatu. Davkovadni na kolonu POROS® 50D bylo




provadé&no pri koncentraci 300 mM NaCl. Eluce z kolony byla
provadéna krokovym gradientem chloridu sodného (od 360 mM do
450 mM) .

Chromatogram buné&ného lyzatu infikovaného adenovirem
klarifikovaného filtraci s tangencidlnim tokem, inkubovaného
s DN&zou/RNazou a eluovaného =z chromatografické kolony s
kvartérnim aminem a perflizni chromatografické kolony s
dimethylaminopropylem, zndzornuje eluci adenoviru z kolony
POROS® 50D. V podstaté byl ziskdn pouze jediny ostry pik s
reten&nim ¢asem zhruba 35 minut. Analytickad charakterizace
purifikovaného adenoviru ukdzala, Ze Cistota adenoviru byla v
podstaté nerozliSitelna od adenoviru purifikovaného
trojnasobné v hustotnim gradientu CsCl. ‘

Proto byl adenovirus purifikovan ze surového bunécného
lyzatu filtraci bunécného 1lyzatu, predseparaci buné&cného
lyzatu na koloné s kvartérnim aminem ménici anionty a nakonec
nidst¥ikem  bunéc&ného lyzatu na kolonu se skupinami
dimethylaminopropylu ménici anionty a néslednou eluci z této

kolony..

P¥iklad 2

Tento pfiklad demonstruje purifikaci adenoviru ze
surového bunéé&ného lyzéatu. Purifikace Dbyla provedena
klarifikaci buné&ného lyzatu, predseparaci bunécného lyzatu
na koloné& s expandovanou adsorpéni ndplni ménici anionty a
nakonec separaci bunécného lysdtu na koloné& ménici anionty s
vazebnymi  skupinami vybranymi ze souboru zahrnujiciho
demethylaminopropyl, dimethylaminopentyl a
dimethylaminoisobutyl.

AdSEAP (adenoviralni vektor popsany v pfikiadu 1) byl
propagovan v odstfedovacich baiikdch obsahujicich 10° -10° 293
bunék na ml. Bufiky a médium byly lyzovany v mikrofluidizéru
podle pokyni vyrobce. Buné&ny 1lyzadt Dbyl davkovan na
predkolonu s expandovanou adsorpéni néaplni mé€niCe aniontu

Streamline QXL® (Pharmacia, Uppsala, Svédsko) (aby byly




odstranény velké =zbytky bunék a nelyzované buiky). Kolona
Streamline QXL® také slouzila k <C¢éastedné purifikaci a
zakoncentrovani adenoviru. Obr. 3, ktery Jje chromatogramem
bunéé¢ného lyzadtu infikovaného adenovirem eluovaného =z
expandované adsorpcéni chromatografické néplné, ukazuje eluci
adenoviru z kolony Streamline QXL®. Pik odpovidajici wviru
byl obsaZen ve frakci 14 (jedna frakce za minutu), kterd se
eluovala pri 600 mM NaCl. Eluent z kolony Streamline QXL®
byl nafedén asi 1:2. Toto na¥edéni bylo nezbytné, aby bylo
zfedéno eluéni ¢&inidlo, v tomto pfipadé NaCl, na koncentraci
nizsi neZ je eluéni koncentrace z kolony POROS® 50 D, kteréd

byla ndsledné pouZita.

Kolona POROS® 50 D byla pouZita k dokonCeni purifikace
adenoviru. D&vkovdni na POROS® 50 D bylo provadéno pri
koncentraci 300 mM NaCl. Eluce z kolony byla pak provadéna
linedrnim gradientem chloridu sodného (od 360 mM do 450 mM),
v némz se adenovirus eluuje 2z kolony POROS® 50 D.
Chromatogram ~ bun&&ného lyzéatu infikovaného adenovirem
eluovaného z adsorpéni chromatografické pryskyfice S
expandovanou naplni a dimethylaminopropyi—perfézni
chromatografické pryskyfice ukazuje v podstaté Jjen Jeden
ostry pik v pribliZné& 15 minutéch, kdyZ se eluuje linearnim
gradientem NaCl od 360 do 450 mM tak, Ze virus je eluovan pfti
zhruba 400 mM NaCl. Analytickd charakterizace purifikovaného
adenoviru prokazala, Ze <¢istota adenoviru byla v podstaté
nerozliditelnd od adenoviru purifikovaného trojndsobné v
hustotnim gradientu CsCl (viz obr. 4).

Z toho davodu byl adenovirus purifikovan ze surového
bunécného lyzadtu filtraci buné&ného 1lyzatu, nasttrikem
buné&&ného lyzadtu na predkolonu s expandovanou naplni ménici
anionty a naslednou eluci z této kolony a nakonec aplikaci
buné&&ného lyzatu na kolonu obsahujici skupiny
dimethylaminopropylu ménici anionty a naslednou eluci z této

kolony.
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Priklad 3
Tento p¥fiklad demonstruje - ve zFetelném protikladu k
dosavadnim metoddm - purifikaci adenoviru na jediné

chromatografické koloné ze surového buné&ného lyzatu, pfi niz
bylo purifikaci dosaZeno p¥inejmensSim 95% Cistoty adenoviru
purifikovaného v trojndsobném hustotnim gradientu CsCl. Navic
tato technika nabizi rychlou a pfesnou metodu kvantifikace
celkového pocCtu virovych Castic v surovém lyzatu.

Narast a lyze AdSEAP (adenoviralni vektor z prikladu 1)
byly provadény jako v prikladu 1, metoda (a). Bunécny lyzat
byl davkovén na POROS® 50 D v 360 mM NaCl. Eluce z kolony
byla provedena tak, jak je uvedeno v p¥ikladu 1 a byl ziskén
chromatogram absorbance (260 nm a 280 nm) proti c&asu (min),
zndzornény na obr. 6. Analyticka zkouSka frakce odpovidajici
piku prokazala, Zze purifikace byla nerozliSitelnd od
adenoviru purufikovaném trojndsobné v hustotnim gradientu
CsCl (obr. 5 a 6), kde horni horizontdlni ¢&ara predstavuje
mé&feni vodivosti, které indikuje aktudlni koncentraci NaCl.
Podstatné prekryti absorbance piku pfi 260 nm (vyS3i C&ra v
chromatogramu) a p¥i 280 nm (niZ$i &ara v chromatogramu), coZ
bylo 1,27 (1,25 * 0,08 byl empiricky stanoveny pomér ¢&istého
viru), ukazujici, Ze virus byl v podstaté cCisty.

Rlzné roztoky adenoviru zndmé koncentrace byly davkovany
na kolonu POROS® 50D v 360 mM NaCl. Eluce z kolony byla
provedena tak, jak je uvedeno v prikladu 1 a na chromatogramu
byla zaznamendna absorbance (260 a 280 nm) proti elucnimu
(retenénimu) <&asu. Plocha piku (pod pikem) odpovidajicimu
eluci adenoviru byla urdena pro ruzné koncentrace a-
zakreslena (vynesena) do grafu jako plocha proti koncentraci
adenoviru. Plocha pod kfivkou AdSEAP v chromatogramu na
obr. 5 odpovidajici eluci adenoviru byla vypociténa a
porovnadna se standardni k¥fivkou pomoci linearni regrese a
bylo ur&eno, Ze surovy lyzat obsahuje 4,64 x 10'° pu/ml.

Takto predstavuje predkladany vynalez Jjednokrokovou

metodu pro purifikaci adenoviru z lyzatu celych bunék. Proto
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byl adenovirus, ktery byl pfinejmen$im z 95% tak ¢isty jako
adenovirus po trojndsobné purifikaci v hustotnim gradientu
CsCl, purifikovadn ze surového buné&&ného 1lyzadtu na Jjediné
chromatografické koloné. Navic byl rychle a presné
kvantifikovdn celkovy pocet adenovird v surovém buné&éném

lyzatu.

Priklad 4

Tento pfriklad demonstruje, Ze sloZeni pufru s adenovirem
izolovanym z kolon ménicich anionty miZe byt snadno zm&néno
(napfiklad z vysoké koncentrace soli na nizkou koncentraci
soli).

Zhruba 0,1 objemu kolony (0,01 azZz asi 0,25 objemu
kolony) roztoku obsahujiciho adenovirus =z prikladu 1 bylo
ddvkovano na kolonu Toyopearl HW-40C, nebo na kolonu Uniflow
4 ekvilibrovanou vhodnym sterilnim izotonickym roztokem pro
injekce savcim (nap¥. RingerGv roztok) obsahujicim vhodné
stabilizAtory a kryoprezervanty pro dlouhodobé skladovéani
purifikovaného adenoviru. Chromatografickd frakce obsahujici
adenovirus byla identifikovdna spektroskopii (in-line) a
jimadna (sebréna). Purifikovany virus byl obsaZen v pufru
obsahujicim asi 10 mM Tris, pH 7,8, 75 mM NaCl a razné

stabilizéatory.

VSechny odkazy, které jsou zde citovany, véetné
prihl&d3ek vyndlezl a publikaci jsou zahrnuty v celém jejich
rozsahu odkazem.

Zatimcco tento vynalez Dbyl ©popsdn s dOrazem na
preferovand provedeni, bude té&m kteri ovladaji Dbézné
pouzZivané dovednosti z¥ejmé, Ze mohou byt pouZity varianty
preferovanych provedeni, a Ze je zamySleno, aby vynalez mohl
byt provadén i jinak, neZ je zde specificky popsano. Tudiz

tento vynalez zahrnuje vSechny modifikace zahrnuté v duchu a




ramci tohoto vyndlezu, tak jak Jje definovano nésledujicimi

patentovymi naroky.




PATENTOVE NAROKY

1. Zplisob obohacovani roztoku adenovirem,

vyznacujici s e t i m, Ze zahrnuje:

(i) ziskavani smé&sného roztoku obsahujiciho adenovirus a
nejméné jeden nezZddouci typ biomolekuly;

(ii) dévkovadni uvedené smé€si na chromatografickou
pryskyfici ménici anionty obsahujici vazebnou skupinu
vybranou ze souboru zahrnujiciho dimethylaminopropyl,
dimethylaminobutyl, dimethylaminoisobutyl a
dimethylaminopentyl, tak, Ze se adenovirus na uvedenou
chromatografickou pryskytici vazZe;

a

(1ii) eluovani uvedeného adenoviru z uvedené
chromatografické pryskyfice eluentem, tak, Ze Je ziskan

roztok obohaceny adenovirem.

2. ZpUsob podle naroku 1, vyzna<cuij ici s e
t im, Ze uvedenou vazebnou skupinou je
dimethylaminopropyl.

3. Zpusob podle kteréhokoli 2z narokG 1 nebo 2,
vyznadcuijilci S e t i m, Ze uvedenym eluentem

je eluent s kontinudlnim nebo diskontinudlnim gradientem.

4. Zplsob podle kteréhokoli z ndrokd 1 az 3,
vyznadcuijici s e t i m, Ze uvedenym eluentem

je gradientovy eluent zahrnujici gradient chloridu sodného.

5. Zpusob podle  kteréhokoli z ndrokdt 1 az 4,
vyznadcujici s e t im, Ze uvedenou
chromatografickou pryskyfici ménici anionty Jje perfazni

chromatograficka pryskyfice ménici anionty.




6. Zplsob podle kteréhokoli z narokd 1 az 35,
vyznacuijici s e t im, Ze uvedeny smésny
roztok zahrnujici adenovirus a pfinejmenSim jeden neZidouci
typ biomolekuly je =ziskdn mikrofluidizaci populace bunék

infikovanych adenovirem.

7. Zplisob podle kteréhokoli z ndrokd 1 a? &6,
vyznadcuijilcli s e t i m, Ze uvedeny zplsob dale
zahrnuje: (i) aplikaci uvedené smési obsahujici adenovirus a
pfinejmensSim jeden nezZiddouci typ biomolekuly na ptred-
pryskyfici ménici anionty a eluci uvedeného adenoviru =z
uvedené pred-pryskyfice a potom v kroku (ii) namisto aplikace
uvedeného smésného roztoku, aplikaci adenoviru eluovaného z
uvedené pfed-pryskyfice na uvedenou chromatografickou

prysky¥ici ménici anionty.

8. ZplUsob podle ndroku 7, vyznadcuijici s e
t 1 m, Ze uvedenou pred-pryskyfici ménici anionty je

pryskyfice s kvartérnim aminem.

9. Zplsob podle ndroku 8, vyznadcuijicdi s e
t im, Ze uvedenou pred-pryskyfici ménici anionty Je

adsorpcéni pryskyrice s plochou nebo expandovanou naplni.

10. ZplGsob podle kteréhokoli z narokd 1 az 9,
vyznadcuijicli s e t im, . Ze krok (ii) se
providdi v roztoku obsahujicim p¥inejmen3im 75 % koncentrace
eluéniho ¢inidla poZadovaného pro eluci uvedeného adenoviru z

uvedené chromatografické pryskyrice ménici anionty.

11. Zplsob podle kteréhokoli z naroka 1 az 10,
vyznacuijici s e tim, Ze uvedeny styk
uvedeného smésného roztoku s chromatografickou pryskyfici
ménici anionty se provadi v roztoku obsahujicim od asi 85 %

do asi 90 % koncentrace elu¢niho ¢inidla poZadovaného k eluci




uvedeného adenoviru z uvedené z chromatografické pryskyFice

ménici anionty.

12. Zpusob presné kvantifikace poc¢tu adenovirovych
castic v roztoku wvzorku, vyznadcuijicli s e
t i m, Ze zahrnuje:

(i) obohacovéani roztoku vzorku adenovirem zptsobem podle
kteréhokoli z naroktd 1 aZ 11;

(ii) wurcovani absorbance roztoku vzorku, ktery byl
obohacen zplsobem podle kteréhokoli =z nérokd 1 aZ 11 a
standardniho roztoku adenoviru;

(iii) srovndvani absorbance roztoku vzorku a
standardniho roztoku; a

(iv) kvantifikaci poc¢tu adenovirdlnich Castic v uvedeném
roztoku vzorku.

z

13. ZpGsob podle néaroku 12, vyznadcuijici

<

s e t im, Ze roztok vzorku Jje ptripraven ze surového

v v

buné&ného lyzatu adenovirem infikovan?ch bunék.

14. Zplsob purifikace adenoviru =z buné&k infikovanych
adenoviren, vyznadc¢cuijici s e t 1im, Ze
zahrnuje lyzovani uvedenych bunék, aplikaci lyz&tu na jedinou
chromatografickou pryskytici, tak, Ze se uvedeny adenovirus
vaZe na uvedenou chromatografickou pryskytici, eluci
uvedeného adenoviru z uvedené chromatografické pryskyrice a
jimani frakce obsahujici uvedeny adenovirus, p#idem? uvedeny
adenovirus je v podstaté tak C¢isty Jjako adenovirus

purifikovany trojndsobné v hustotnim gradientu CsCl.

15. ZplUsob presné kvantifikace poctu adenovirdlnich
astic v roztoku vzorku, vyznacuijici s e
t i m, Ze zahrnuje:

(i) purifikaci roztoku wvzorku adenoviru zplsobem podle

naroku 14;




(ii) urcovani absorbance roztoku vzorku, ktery byl
purifikovan zplsobem podle nAroku 14 a standardniho roztoku
adenoviru;

(1iii) porovnavani absorbance roztoku vzorku a
standardniho roztoku a

(iv) kvantifikaci poctu adenovirdlnich Gastic v uvedeném

roztoku vzorku.
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