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Sposob obohacovania roztoku adenovirusom je zaloZeny na
aplikécii zmesového roztoku obsahujiceho adenovirus a
prinajmenSom jeden neZiaduci typ biomolekuly na amé-
naktivnu chromatograficki Zivicu, ktord obsahuje véizbovi
skupinu zo stiboru zahffiajiceho dimetylaminopropyl, di- Virus
metylaminobutyl, dimetylaminoizobutyl a dimetylamino-
pentyl, a elicii adenovirusu z tejto chromatografickej Zivi-
ce. Je opisany tiez sposob purifikdcie adenovirusu z buniek
infikovanych adenovirusom, zahfilajlci lyzu takychto bu-
niek, aplikéciu lyzitu na jedini chromatografickd Zivicu,
eluovanie adenovirusu z chromatografickej Zivice a zbera-
nie frakcie obsahujiicej adenovirus, ktory je v podstate taky s § Niswrex

¢isty ako adenovirus purifikovany trojnésobne v hustotnom L J L ~
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gradiente CsCl. Predkladany sposob d'alej ponika spdsob 0
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ku adenovirusu, zahfiiajuci aplikéciu roztoku vzorky ade- Cas fmny

novirusu na aniénaktivu chromatograficka Zivicu a nasled-

nu eliciu z tejto kolény, porovnanie absorbancie roztoku

vzorky adenovirusu a absorbancie Standardného roztoku

adenovirusu a kvantifikdciu pottu adenovirusovych dastic

v roztoku vzorky.
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Uéinné &istenie adenovirusu

Oblast techniky

Vynalez sa tyka acinnej purifikacie adenovirusu.

Doteraj§i stav techniky

Castice adenovirusov boli obvykle izolované s vyuZitim protokolov na pu-
rifikaciu v hustotnom gradiente, napriklad s vyuZitim gradientu chloridu cézneho
(CsCl). Purifikdcia v hustotnom gradiente je vhodnia na preparicie v malom
mnoZstve, ale je €asovo naroéna a taZko pouZitelna vo viaéSom meradle. Ko-

meréne je preto vyuZitie tohto spdsobu &asto neziaduce.

Alternativnou metodou purifikacie adenovirusov je kolénova alebo vsadz-
kova chromatografia. Prvé pokusy o izolaciu virusovych &astic pomocou chro-
matografickych technik vyuZivajacich naplne na baze dietylaminoetylovanych
(DEAE) chromatografickych Zivic su uvedené v rokoch 1959 a7 1961. Haruna a
spol. (Virology 13: 246-267 (1961)) uvadzali vyuzitie DEAE chromatografie na
meni€och i6nov na purifikdciu adenovirusov typov 1, 3 a 8, zatial &o Klemperer
a Pereira (Virology 9: 536-545 (1959)) a Philipson (Virology 10: 459-465
(1960) uvadzali fazkosti pri pouZiti rovnakej metédy pre iné typy adenovirusov
PouZitie tychto technik nebolo do obdobia asi po roku 1965 prili§ rozSirené,
predovSetkym kvéli tomu, Ze chromatografické matrice mali tendenciu sa pri se-
paraciach ricat. Vzhladom na selektivitu vtedy dostupnych chromatografickych
Zivic boli chromatografické purifikacie virusov menej ufinné neZz purifika&né
techniky v hustotnom gradiente. Bigwood a spol. (EP 0213719) opisuje chro-
matografické zivice s funk&nymi skupinami polyaminov s 2 a¥ 4 aminoskupinami,
oddelenymi 2 aZz 4 metylénovymi skupinami. Bigwood a spol. v8ak neopisuju po-

uzitie takychto Zivic na &istenie virusov alebo iného biologického materialu.

/.



V poslednej dobe sa obnovil zaujem o purifikaciu virusov pomocou chro-
matografie. PouZitie chromatografickych Zivic na purifikaciu virusov ukazali na-
priklad Guillaume a spol. (WO 98/00524), Shabram a spol. (WO 96/27677) a
Huyghe a spol. (Human Gene Therapy 6: 1403-1416 (1995)). V poslednych pét-
nastich rokoch boli tiez vyvinuté novsie chromatografické naplne. Tieto naplne
mdzu byt rozdelené do Styroch skupin: (i) homogénne prekrizené polysacharidy
zahrnujace mikké gély (napriklad agarozu), ktoré maji dobru kapacitu, ale z}é
rozliSenie a tendenciu stlacat sa, (ii) makroporézne polyméry na baze syntetic-
kych polymérov, ku ktorym sa radia Zivice pre perfuznu chromatografiu umoz-
fiujice lepSiu difuzivitu a vy§iu a&innost, rychlost a rozlifenie, (iii) tykadlové
(tentakularne) sorbenty, majiuce "tykadla", ktoré boli navrhnuté na rychlej$iu
interakciu s proteinmi (napriklad fraktogél) a (iv) materialy, kde je makky gél u-
zavrety v rigidnej schranke a tak vyuZivaji vysoki kapacitu mikkych gélov aj
rigiditu pevnych materidlov (napriklad Ceramic Hyper D™F) (vid Boschetti, J.
Chromatogr. 658: 207 (1994), Rodriguez, J. Chromatogr. 699: 47-61 (1997)).

Je Ziaduce zvysit rychlost, jednoduchost a Géinnost purifikacii, a to pre-
dovietkym v pripade komer&nych purifikacii vykonavanych vo velkom meradle
pomocou tychto technik. Vynilez poskytuje taky proces na purifikaciu adenovi-
rusu. Tieto a iné vyhody predkladaného vynalezu a tiez d'aliie nové prvky budua

zrejmé z opisu vynalezu, ktory je tu predloZeny.

Podstata vynalezu

Vynilez poskytuje spdsob obohatenia roztoku adenovirusom. Tento spo-
sob zahrnuje: (i) ziskanie zmesového roztoku obsahujaceho adenovirus a prinaj-
men§om jeden neZiaduci typ biomolekuly, (ii) nanesenie takého zmesového roz-
toku na chromatograficki Zivicu schopni menit aniony (menié¢ aniénov) obsa-
hujace vdzobni &ast’ vybrani zo skupiny zahrnujicej dimetylaminopropyl, dime-
tylaminobutyl, dimetylaminoizobutyl a dimetylaminopentyl, a (iii) eluovanie ade-
novirusu z purifikaénej chromatografickej Zivice pomocou elu¢ného roztoku

Spésob mdZe dalej zahrnovat predseparaciu zmesového roztoku obsahujuceho



adenovirus a najmenej jeden typ neZiaducej biomolekuly na chromatograficke;j
Zivici meniacej aniény pred nanesenim adenovirusu na chromatograficki Zivicu

meniacu aniony.

Vynalez poskytuje tieZ sposob purifikacie adenovirusu z buniek, ktoré su
adenovirusom infikované. Tato metéda zahrnuje lyzu buniek infikovanych ade-
novirusom, nanesenie lyzatu na jeden typ chromatografickej Zivice, eluovanie a-
denovirusu z chromatografickej ivice' a zbieranie frakcii obsahujicich adenovi-
rus, kde adenovirus je preukazatelne tak &isty ako po trojnasobne;j purifikacii a-

denovirusu pomocou hustotného gradientu CsCl.

Vynilez tiez poskytuje spdsob presnej kvantifikacie mno¥stva &astic ade-
novirusu v roztoku adenovirusu, ako je roztok ziskany zo surového lyzitu bu-
niek infikovanych adenovirusom, zahrnujuci (i) nanesenie vzorky roztoku adeno-
virusu na chromatograficki Zivicu meniacu aniony a obsahujucu viazobnu &ast
vybrani zo skupiny zahrnujicej dimetylaminopropyl, dimetylaminobutyl, dime-
tylaminoizobutyl a dimetylaminopentyl a eliciu z tejto chromatografickej Zivice,
(i) stanovenie absorbancie roztoku vzorky adenovirusu eluovaného z chromato-
grafickej Zivice a absorbancie §tandardného roztoku adenovirusu, (iii) porovna-
nie absorbancie vzorkového roztoku adenovirusu eluovaného z chromatografic-
kej Zivice s absorbanciou $tandardného roztoku adenovirusu a kvantifikiciu

poctu &astic adenovirusu v roztoku vzorky.

Vynilez méze byt najlepiie pochopeny s odkazom na pripojené vykresy a

nasledujici podrobny opis vyhodnych uskuto&neni.

Vynalez je zamerany na spdsob obohatenia roztoku obsahujuceho adenovi-
rus. "Adenovirusom" je mysleny prirodzene sa vyskytujuci adenovirus a rekom-
binantny adenovirus. Pritom rekombinantny adenovirus méze byt infek&ny i ne-
infekény. Metoda zahrnuje ziskavanie zmesového roztoku obsahujuceho adenovi-
rusy a prinajmenSom jeden neZiaduci typ biomolekuly "Biomolekulou" je mysle-
na akdkol'vek makromolekula, napriklad akykol'vek protein, uhlovodik, lipid a-
lebo nukleova kyselina (napriklad DNA a RNA) apod. a tiez fragmenty takych

molekal. Pouzivané slovo "roztok" je tu vo vyzname, v akom je v odbore bezne



pouzivané a navySe je nim mysleny i bunkovy lyzat. Akykol'vek roztok obsahuju-
ci adenovirus méZe byt obohateny metédou predlozenou tymto vynalezom. Zme-
sovy roztok adenovirusu sa obvykle ziska infikovanim eukaryotickych buniek a-
denovirusom, ako je tu definovany, udrzovanim buniek po dostato&ne dlhé &aso-
vé obdobie, aby mohlo déjst k amplifikacii po&tu adenovirusovych &astic, zhro-

mazdenim infikovanych buniek a ich lyz (rozbitim) v pufrovanom roztoku.

/ Vyrazy "obohacovanie" a "purifikovanie" ‘a tak isto "obohateny" a "purifi-
kovany" su tu pouZité zamenitelne a znamenaji, e koncentricia adenovirusu sa
v danom objeme zvySuje alebo zvysila. Je Ziaduce, aby obohateny alebo purifi-
kovany roztok adenovirusu bol tak &isty ako adenovirus purifikovany trikrat v

hustotnom gradiente (CsCl).

Pokial' sa purifikuji virusy z infikovanych buniek (napriklad z eukaryotic-
kych buniek), je vyhodné nenechat infekciu prebiehat a% do $tadia, kedy samot-
né virusy sposobia lyzu buniek, pretoZe za tychto podmienok prebieha lyza jed-
notlivych buniek v podstatne odli§nych &asoch a degradativne enzymy uvolnené
lyzovanymi bunkami za&ni napadat uvolnené virusy. Navyie tesne pred bunko-
vou lyzou spdsobenou adenovirusmi mdZu dispozicie bunkového metabolizmu
zapriCinit' zniZenie presnosti virusovej replikicie. Preto sa odporuga lyzovat

bunky predtym, neZ déjde k ich lyze pdsobenim adenovirusov

Na lyzu mdze byt pouZita akikolvek vhodna metéda. Napriklad mbzu byt
bunky aj s Zivnym médiom odstredené a médium nahradené roztokom silnych
detergentov a d'alSich aditiv (napriklad Triton™X-100, Tween 20, Tween 80 a-
lebo deoxycholit) a po vhodne dlhej inkubacii mdze byt vzorka zhromazdena na
d'alSie spracovanie Alebo mdzu byt bunky zhromazdené Setrnou centrifugaciou,
tak aby sa sformovali do bunkovej pelety, a lyzované trojnasobnym zmrazenim a
rozmrazenim. Preferovanou alternativnou technikou je pouZitie francuzskeho lisu
alebo este lepsie mikrofluidizéru. Franctzske lisy a mikrofluidizéry uginne lyzuja
eukaryotické bunky pomocou striznych sil, ktoré rozrusuju bunkové membrany
Postup vyuzivajuci strizné sily je rychlejsi a reprodukovatelnejsi ne iné vhodné
metody na ziskanie roztoku obsahujuceho adenovirus z infek&nej bunkovej po-

pulacie (napriklad eukaryotickych buniek) V silade s tym moze byt zmesovy



roztok obsahujici adenovirus a prinajmenSom jeden neZiaduci typ biomolekuly
na purifikaciu alebo obohatenie podl'a metdd opisanych v tomto vynaleze ziskany

mikrofluidizaciou bunkovej populacie infikovanej adenovirusmi.

Roztok, z ktorého ma byt purifikovany adenovirus, moze byt pripadne
predCisteny. Pokial je poZadované, mdze byt také pred&istenie uskuto&nené
stredne Setrnou centrifugiciou, aby boli odstranené velké kusy zvyskov buniek a
vadsie nerdzrufené organely (pokial’ si pritomné). Bunko"vy lyzat méze byt tiez
predéisteny filtraciou. PredovSetkym mézZe byt pouzita filtracia s tangencialnym
tokom (TFF) v silade so znaimymi metédami. Roztok méZe byt pripadne inkubo-
vany s enzymami schopnymi rozkladat DNA a RNA (DNaza/RNaza), aby boli
odstranené vSetky DNA a RNA obsiahnuté v pred&isfovanych bunkach, ktoré nie

su obsiahnuté v &asticiach adenovirusov.

Potom, ako je bunkovy lyzat pred&isteny, moze byt pripadne predseparo-
vany na chromatografickej Zivici meniacej aniony pred vlastnou purifikiciou. Na
predseparaciu mdze byt pouzita akakol'vek vhodna chromatograficka Zivica me-
niaca anidny. Prednostne sa na predseparaciu pouZiva chromatograficka Zivica
meniaca aniény, ktora ma povrchové skupiny derivatizované terciarnym alebo
kvartérnym aminom (napriklad dietylaminoetyl, trimetylaminoetyl alebo trimety-
laminopropyl). Povrchova skupina méze byf spojena s nosnou matricou (nosi-
¢om) pomocou akejkolvek v odbore pouZivanej spojovacej skupiny. Medzi
vhodné spojovacie skupiny v kontexte tohto vynalezu patria tie, ktoré si na baze
akrylovych polymérov. Nosna matrica méZe byt tvorena akymkolvek vhodnym
materidlom. Prednostne sa na nosné matrice pouZiva material zaloZeny na kon-
cepte "makky gél v rigidnej schranke". Tato "gélom plnena" chromatograficka
Zivica spojuje vyhodu vysokej kapacity makkych gélov, napriklad agarézy, a ri-
gidity pevnych materialov pri vysokych prietokovych rychlostiach a ich zvysene;j
odolnosti proti stladovaniu, zmr§tovaniu a nadavaniu sa, o s vlastnosti besné
u mékkych gélov. Tieto "gélom plnené" chromatografické Zivice st vel'mi rozsi-

rené a su opisané napriklad v patentoch U. S. & 5,268.097 a 5,672,276.

V kontexte tohto vynalezu je na predseparaciu Ziaduca chromatograficka

Zivica meniaca aniény Q Ceramic HyperD"™F, ktora je komeréne dostupna od



BioSepra, Villeneuve-La-Garenne, Francie. Q Ceramic HyperD™F je zloZena z
vysoko poréznych keramickych guliek naplnenych flexibilnym hydrofilnym gélom
s funk&nymi skupinami. Priemerna velkost gulky je 50 pm (rozmedzie velkosti
Castic je 25 az 75 pm). Q Ceramic HyperD™F ma dynamicku kapacitu prinaj-
menSom 85 mg/ml hoviddzieho sérového albuminu (BSA) pri 200 cm/h s 50%
prierazom (breakthrough) a prinajmenSom 80 mg/ml hovidzieho sérového albu-
minu (BSA) pri 600 cm/h s 50% prierazom(prielomom). Kvéli gélom-plnenej po-
vahe vykazuje napli Q Ceramic HyperD™F vig&giu povrchovia plochu dostupna
na viazanie v porovnani s klasickymi poréznymi médiami, v ktorych je obvykle
najmenej 50% vonkajSku Castice tvorenych vstupmi do pérov, kde nedochadza k
naviazaniu. V ddsledku toho 100 % celkovej vonkaj$ej plochy Q Ceramic Hy-
perD™F prispieva k viazaniu. Vd'aka tomuto rysu je tato chromatograficka Zivi-

ca na predCistovanie uprednostiovana.

Alternativou je predCistenie bunkového lyzatu na expandovanych gulkéach
adsorpEného menia anidnov. Napriklad mdZe byf pouzita chromatograficka Zi-
vica meniaca aniény na expandovanych adsorp&nych gulkach s vizbovymi &as-
tami derivatizovanymi kvartérnym aminom (napriklad trimetylaminon;etyl alebo
DEAE). Pre expandované chromatografické naplne s Zivicami meniacimi aniony
je charakteristicky vic$i priemer guliek, napriklad vagsi nez 30 pum, ale obvykle
neprekradujuci 500 uym. Vd'aka zna&nej velkosti guliek moéZu velké fragmenty
bunkovych zvyskov a celé (nelyzované) bunky pretekat volne chromatografic-
kou Zivicou (a fritou jej prispdsobenej velkosti). Medzi vhodné adsorpéné chro-
matografické Zivice s expandovanou napliiou patri Streamline QXL® (Pharmacia,
Uppsala, Sve’dsko) a DEAE Cellthru-Big Beads™ (Sterogene, Carlsbad, CA, a-
lebo ekvivalent od UpFront Chromatography, Kodafi, Dansko).

Bunkovy lyzat je eluovany z chromatografickej Zivice meniacej aniony a-
kymkol'vek vhodnym eluentom (napriklad 600 mM NaCl). Pokial je to potrebné,
je roztok vhodne zriedeny na niZ$iu koncentraciu eluéného ¢inidla, alebo inych
Cinidiel v eluénom pufri. Potom méze byt polopreéisteny a koncentrovany bun-
kovy lyzat naneseny na vhodni chromatograficku Zivicu meniacu aniény a purifi-

kovany.



Ako vyplyva z vy§§ie uvedeného, poniika tento vynalez metodu umoziuju-
cu zvysit koncentriciu adenovirusu v roztoku. Metéoda zahrnuje (i) ziskanie
zmesového roztoku obsahujiceho adenovirus a najmenej jeden neziaduci typ
biomolekuly; (ii) nanesenie tohto zmesového roztoku na chromatografickd Zivicu
meniacu anidny; a (iii) eluovanie adenovirusu z chromatografickej Zivice pomo-
cou takého eluentu, aby bol ziskany roztok obohateny o adenovirus. NavySe ma-
Ze byt zmesovy roztok adenovirusu pripadne klarifikovany (vygireny) pomocou
filtracie s tangencialnym tokom. Dalej méze byf vylireny roztok pripadne pred-

separovany pomocou chromatografie na menicoch aniénov.

V tomto ohlade ponika tento vynalez tiez metédu umoZiiujicu purifiko-
vat adenovirus z buniek adenovirusom infikovanych. Tito metoda zahrnuje lyzu
buniek infikovanych adenovirusom, aplikaciu lyzatu na jedinu chromatograficku
Zivicu, ktora naviaZe adenovirus, eluciu adenovirusu z chromatografickej Zivice
a zbieranie frakcie obsahujicej adenovirus. Adenovirus vo frakcii je v podstate

tak C&isty, ako adenovirus po trojnasobnej purifikacii v hustotnom gradiente
CsCl.

Akakol'vek vhodna chromatograficka Zivica mdZe byt pouZita na purifika-
ciu adenovirusu z bunkového lyzatu. AkdkoPvek vhodna chromatograficka Zivica
meniaca anidny a majiica povrchové skupiny vybrané zo skupiny zahrnujucej di-
metylaminopropyl, dimetylaminobutyl, dimetylaminoizobutyl a dimetylamino-
pentyl méze byt pouZita na purifikaciu adenovirusu zo zmesového roztoku obsa-
hujiceho adenovirus a najmenej jeden neziaduci typ biomolekuly. Ako povrchova
skupina byva prednostne pouzivany dimetylaminopropyl. Povrchova skupina méo-
Ze byt pripojena k nosidu pomocou akejkolvek pouzivanej vhodnej spojovacej
skupiny. V kontexte tohto vynalezu patri medzi vhodné sulfonamidové a akryla-
tové spojovacie skupiny. Nosi¢ matrice mdze byt tvoreny akymkol'vek vhodnym
materialom; je viak vyhodné pokial je tvoreny takou perfuznou chromatografic-

kou Zivicou meniacou aniény, aby bol optimalizovany transport do vnatra &astic

naplne.

Typické perfuzne chromatografické Zivice majuo na povrchu castic velké

(napriklad 6000 az 8000 A) pory. Siet mensich porov, obmedzujuca dizku difiz-



nych drah, zva¢suje povrchovu plochu pérov s velkymi priemermi. Vdaka tejto
bimodalnej distribicii velkosti pérov vyuZiva mobilna fazu s adenovirusom, kto-
ra vstupuje a preteka Casticami chromatografickej Zivice, ako konvektivneho, tak
difuzneho transportu. Takato perfiizna chromatograficka Zivica je dobre znama a
podrobnejie ju opisuje 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 kontexte tohto vynalezu je vhodnou perfuznou chromatografickou Zivi-
cou meniacou aniony POROS® 50D, ktora je komer&ne dostupna od PerSeptive
Biosystems, Framingham, Massachusetts. POROS® 50D je chromatografické i-
vica na baze kopolyméru styrén-divinylbenzén, ktora ma dynamicku kapacitu
prinajmenSom 100 mg/ml hovadzieho sérového albuminu (BSA) pri 100 cm/h s
50% prierazom (breakthrough) a prinajmen§om 80mg/ml BSA pri 1000 cm/h s
5% prierazom. POROS 50D vykazuje zniZenie tlaku menej nez 3 bary pri 1000
cm/h v 10 cm vrstve chromatografickej Zivice a pri menovitej velkosti &astice
chromatografickej Zivice okolo 50 um (t. j. priemerna velkost &astice sa pohy-

buje v rozmedzi (25 az 100 pm)).

Chromatograficka Zivica meniaca aniény méze byt pouZita bud’ vsadzkovo
(batch), alebo vyhodnejie v prietokovom (flow-through) usporiadani, prednost-
ne na kolone (koléna naplnend chromatografickou Zivicou), predovSetkym po-
kial' ide o perfizne chromatografické Zivice. Okrem toho ponika predkladany
vynalez v kontraste k skor pouzivanym metédam jednoduchu a rychlu chromato-

grafickt purifikaciu adenovirusu lahko uskuto&nitelnti do iného meradla

Adenovirus purifikovany podla vynajdenej metody nema nizsi pomer Cas-
tice vzhladom na pfu (pu/pfu) nez adenovirus purifikovany v hustotnom gra-
diente (CsCl). TakZe pu/pfu purifikovaného adenovirusu je prinajmen§om 50 % v
porovnani s adenovirusom purifikovanym v hustotnom gradiente CsCl, vyhodne
prinajmenSom 85 % v porovnani s adenovirusom purifikovanym v hustotnom
gradiente CsCl a predovietkym prinajmen§om 96 % v porovnani s adenovirusom
purifikovanym trojndsobne v hustotnom gradiente CsCl. Okrem toho &istota ade-
novirusu po chromatografii prevySuje &istotu rovnakého roztoku adenovirusu,

ktory je analyticky nerozliSitelny od adenovirusu purifikovaného §tandardnym



sposobom v hustotnom gradiente CsCl (to je v podstate tak &isty ako adenovirus
purifikovany trojnasobne v hustotnom gradiente CsCl, napriklad prinajmen3om
z 90 % tak Cisty, vyhodne prinajmen§om z 97 % tak &isty a vyhodnej$ie z 99 %

tak &isty ako adenovirus purifikovany trojnasobne v gradiene CsCl).

Podstatné a vhodné obohatenie adenovirusu v roztoku je dosiahnuté jeho
eluovanim pomocou vhodného eluentu z chromatografickej Zivice meniacej anid-
ny. Typické vhodné eluenty su roztoky s vel'kou kéncentraciou ionov, takZe idny
sufaZia s adenovirusom o vizbu na chromatograficki Zivicu. Prednostne je na
kolonu privadzany gradient eluentu. Gradient eluentu je bud’ diskontinualny, t. j.
vo dvoch alebo viac krokoch, alebo kontinualny. Také gradienty mdZu byt line-
arne, konkavne alebo konvexné. Vhodnym eluentom je chlorid sodny v pufrova-
nom roztoku. Napriklad adenovirus je eluovany z chromatografickej Zivice Q
Ceramic Hyper D®F v rozmedzi koncentracii chloridu sodného okolo 360 mM a3
okolo 475 mM, presnej$ie pri zhruba 415 mM NaCl a z chromatografickej Zivice
POROS® 50D v rozmedzi koncentracii chloridu sodného okolo 360 mM a3 o-
kolo 450 mM, presnejie pri zhruba 410 mM NaCl.

Vzorky m6zu byt vyhodne davkované na chromatograficka Zivicu meniacu
aniony pri vysokych koncentraciach eluénych &inidiel (napr. najmenej pri 75 %
koncentracii nevyhnutnej na eluovanie adenovirusu z chromatografickej Zivice,
vyhodnejSie okolo 85 % aZ okolo 90 % koncentricie nevyhnutnej na eluovanie
adenovirusu z chromatografickej Zivice). Davkovanim vzorky pri vysokych kon-
centraciach elu¢ného &inidla na chromatograficki Zivicu meniacu aniony sa do-

cieli to, Ze sa ur&ité nedistoty nenaviaZu na Zivicu.

Elucia obohateného adenovirusu méze byt vykonavana pri akomkolvek
vhodnom prietoku. Typické prietoky pre predseparacie na chromatografickej Zi-
vici meniacej anidony sa pohybuju od zhruba 100 cm/h a# do zhruba 1000 cm/h,
prednostne od asi 200 cm/h do asi 500 cm/h. Typické prietoky pre chromatogra-
fické Zivice meniace aniény s vizbovymi skupinami, ako je demetylaminopropyl,
dimetylaminobutyl, dimetylaminoizobutyl a dimetylaminopentyl, st zhruba 100

cm/h aZz zhruba 1500 cm/h, prednostne od zhruba 500 cm/h do zhruba 1250
cm/h
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S cielom spravne kvantifikovat pocet adenovirusovych astic vo vzorke
roztoku adenovirusu, takom ako je roztok ziskany zo surového lyzatu buniek in-
fikovanych adenovirusom, mdZe byt roztok vzorky adenovirusu pripraveny vys-
§ie opisanym sp6sobom. Vzorka roztoku adenovirusu m6ze byt potom obohatena
a purifikovana aplikaciou na chromatografickd Zivicu meniacu aniony a nasled-
nou elliciou roztoku adenovirusu z tejto Zivice vy§Sie opisanym spdsobom. Po-
tom je stanovena absorbancia vzorky adenovirusu eluovanéh,o z chromatografic-
kej Zivice. Na porovnanie je uréovana absorbancia §tandardného roztoku adeno-
virusu, t. j. roztoku znamej koncentracie. Z porovnania absorbancie roztoku
vzorky a absorbancie §tandardného roztoku sa uréi koncentracia adenoviruso-
vych &astic, t. j. poCet adenovirusovych &astic v danom objeme v roztoku vzor-
ky.

Standardnou absorbanciou mdéze byt jedind Standardna absorbancia alebo
séria Ci skupina Standardnych absorbancii urcitého koncentraéného rozsahu ade-
novirusu. Absorbancia vzorky a §tandardna absorbancia m6zu byt prezentované
v podobnych, alebo réznych (prednostne podobnych) formatoch, meraniach, ale-
bo jednotkach, pokial’ vS§ak m6ze byt dosiahnuté uzito€né porovnanie. Napriklad
vhodna Standardna absorbancia moéze byt absorbancia, ktora bola stanovena v
§tandardnom roztoku adenovirusu, ktory bol ziskany rovnakym spdsobom, ako

vzorka roztoku adenovirusu podla met6d opisanych v tomto vynaleze.

Kvantifikacia poctu adenovirusovych Castic je vykonavana porovnavanim
absorbancie vzorky so §tandardom akymkolvek vhodnym spdsobom. Napriklad
mozu byt absorbancie vzorky a absorbancie §tandardu porovnavané vypocitanim
Standardnej krivky plochy pod vrcholom zodpovedajacej elucii virusu z chro-
matografickej Zivice; v chromatograme je vynesena absorbancia proti ¢asu. Ab-
sorbancia réznych znamych koncentracii adenovirusu méze byt zakreslena do
grafu a tak vznikne §tandardna (kalibra¢na) krivka. Koncentracia vzorky modze

byt potom uréend pomocou linearnej regresie

Adenovirus obohateny v roztoku alebo purifikovany z buniek infikovanych
adenovirusom pomocou chromatografickych Zivic meniacich aniony méze byt

ziskany v roztokoch obsahujucich vysoké koncentracie elué¢ného &inidla, napri-
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klad NaCl. Zlozenie pufru mdze byt lahko zmenené akoukolvek vhodnou tech-
nikou na akykolvek poZzadovany pufer, napriklad sterilny izotonicky pufer na
injekcie cicavcom (napriklad Ringerov roztok) obsahujici vhodné stabilizatory a
kryo konzervaéné latky na dlhodobé skladovanie purifikovaného adenovirusu
Vhodné techniky na zmenu zloZenia pufru zahrnujice dialyzu, diafiltraciu a
chromatografiu na molekulovych sitach (niekedy tzv. gélova permea&na chro-
matografia) a d'alSie tecl,hniky. Medzi vhodné matrice pre chromatograﬁu na mo-
lekulovych sitich patri Toyopearl HW-40C a Toyopearl HW40F (TosoHaas,
Montgomeryville, PA); Uniflow™, Superflow™ a Ultraflow™ (Sterogene, Ca-
rlsbad, CA); Shodex™ ( Thomson Instruments, Chantilly, VA); a Bio-Sil™ a
Bio-Gel™ (Bio-Rad, Hercules, CA). Kazda z tychto chromatografickych Zivic

ma dostatoCne nizky potencial viazat proteiny.

Predkladany vynilez je detailnejSie opisany na nasledujicich prikladoch.
Tieto priklady sliZia len na objasnenie vynalezu, ale v Ziadnom pripade nemajui

obmedzovat rozsah vynalezu.

Prehlad obrazkov na vvkresoch

Obr. | predstavuje chromatogram bunkového lyzatu infikovaného adenovi-
rusom, eluovaného z chromatografickej Zivice so skupinou kvartérneho aminu (Q
Ceramic HyperD™F), kde os y predstavuje absorbanciu (pri 260 a 280 nm), os x
znazorfiuje eluény &as (min) a paralelna os y (napravo) znazoriiuje vodivost' e-

lu€ného E&inidla na koléne (&iarkovana &iara, mS).

Obr. 2 predstavuje chromatogram lyzatu buniek infikovanych adenoviru-
som, preisteného pomocou filtracie s tangencialnym tokom a inkubaciou s DNa-
zou/RNazou (Benzonase™) a eluovaného z chromatografickej Zivice so skupinou
kvartérneho aminu (Q Ceramic HyperD™F), kde os y predstavuje absorbanciu
(pri 260 a 280 nm), os x znazorfiuje eludny &as (min) a paralelna os y (napravo)

znazoriuje vodivost' eluéného ¢&inidla na koléne (¢iarkovana &iara, mS).
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Obr. 3 predstavuje chromatogram lyzatu buniek infikovanych adenoviru-
som, eluovaného z adsorp&nej chromatografickej Zivice s expandovanymi &asti-
cami (Streamline QXL"), kde os y predstavuje absorbanciu (pri 260 a 280 nm),
0s x znazorfiuje eluény €as (min) a paralelna os y (napravo) znazoriiuje vodivost

eluéného ¢inidla na kolone (Siarkovana &iara, mS).

Obr. 4 predstavuje chromatogram lyzatu buniek infikovanych adenoviru-
som, purifikovaného trojnésobnou"centrifugéciou v gradiente CsCl a kvantifiko-/
vaného na dimetylaminopropyl perfuznej (POROS®50D) analytickej koléne, kde
0s y predstavuje absorbanciu (pri 260 a 280 nm), os x znazorfiuje eluény cas

(min).

Obr. 5 predstavuje chromatogram lyzatu buniek infikovanych adenoviru-
som, eluovaného z adsorp&nej chromatografickej Zivice s expandovanymi &asti-
cami (Streamline QXL®) a dvakrat z dimetylaminopropyl perfiznej (PO-
ROS®S0D) chromatografickej Zivice, kde os y predstavuje absorbanciu (pri 260 a

280 nm), os x znazoriiuje eluény &as (min).

Obr. 6 predstavuje chromatogram lyzatu buniek infikovanych adenoviru-
som, eluovaného z dimetylaminopropyl perfuznej (POROS®50D) chromatogra-
fickej zivice, kde os y predstavuje absorbanciu (pri 260 a 280 nm), os x znazor-

fiuje eluény &as (min).

Priklady uskuto&neni vynalezu

Priklad 1

Tento priklad demonstruje purifikaciu adenovirusu zo surového bunkové-
ho lyzatu. Purifikacia bola uskuto&nena pred&istenim, t j vytirenim bunkového
lyzatu, nanesenim lyzitu na Zivicu meniacu anidny a naslednou eliiciou a nako-
niec nanesenim bunkového lyzitu na chromatograficki Zivicu meniacu aniény s

vazbovymi skupinami vybranymi zo suboru zahrnujuceho dimetylaminopropyl,
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dimetylaminopentyl, dimetylaminoizobutyl a dimetylaminopentyl a naslednou e-

laciou

AdSEAP a AdVEGF,3; su vektory adenovirusu s deléciou v El a E3 regio-
noch adenovirusového gendmu obsahujiuceho kazetu génovej expresie, v tomto
pripade cytomegalovirusovy (CMV) prométor operabilne pripojeny k cudziemu
geénu (transgénu), napriklad sekreénej alkalickej fosfatdzy (AdSEAP) alebo vas-
kularneho endotelialneho rastového faktoru 121 (AdVEGF;21), v El regiéne ade-
novirusového genému. AdSEAP a AdVEGF,, boli propagované v odstredova-
cich bankach, valcovych fTasiach, trepacich flasiach alebo bioreaktoroch obsa-
hujicich okolo 10° az 10° 293 buniek na ml v pritomnosti alebo v nepritomnosti

séra v rastovom médiu.

Pred chromatografickou separaciou boli bunky a média spracovavané jed-
nou z nasledujucich metéd: (a) bunky boli zakoncentrované centrifugiciou a re-
suspendované vo vhodnom pufre (25 mM Tris, pH 7.8, 75 mM NaCl, 10 mM
MgCl;) pre optimalnu aktivitu DNazy/RNazy, lyzované v mikrofluidizére (Mic-
rofluidics, Newton, Massachusetts) podla pokynov vyrobcu a klarifikované fil-
traciou; alebo (b) bunky boli Iyzované priamo v mikrofluidizére podla pokynov
vyrobcu, klarifikované filtraciou, koncentrované a diafiltrované do vhodného
vysSie opisaného pufru pomocou filtracie s tangencidlnym tokom (TFF). Pri pou-
ziti oboch metéd bol klarifikovany bunkovy lyzat inkubovany s DNazou/RNazou
ako je Benzonase® (Nycomed Pharma A/S, Denmark) podl'a pokynov vyrobcu a
rozpusteny vo vhodnom pufre na chromatograficku predseparaciu na meni¢och

anidnov

Bunkovy lyzat bol potom naneseny na kolénu Q Ceramic HyperD™F a e-
luovany krokovym gradientom 360 az 460 mM NaCl. Obr. 1, ktory je chromato-
grafiou bunkového lyzatu infikovaného adenovirusom a eluovaného z chromato-
grafickej Zivice modifikovanej kvartérnym aminom (kolona Q Ceramic Hyper-
D™F), znazorfiuje eliciu adenovirusu z predsepara&nej kolony meniacej aniony
(Q Ceramic HyperD™F) v pripade, ked nebola uskuto&neni inkubacia s DNa-
zou/RNazou. Koncentrovany a &iasto&ne purifikovany virusovy pik, ktory sa e-

luuje okolo 415 mM NaCl, ked' je na eliciu pouZity krokovy gradient 360, 450 a
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1000 mM NaCl, bol obsiahnuty v jednej frakcii okolo 51 minat. Obr. 2, ktory je
chromatografiou bunkového lyzatu infikovaného adenovirusom, klarifikovaného
pomocou filtracie s tangencialnym tokom a inkubovaného s DNazou/RNazou a
eluovaného z chromatografickej Zivice modifikovanej kvartérnym aminom, zna-
zorfiuje eluciu adenovirusu pri predseparacii z kolony meniacej aniény, Q Cera-
mic HyperD™F, ked bola pouzita DNaza/RNaza (Benzonase®). Bolo pozorova-

né vyznamné zniZenie velkosti piku nukleovej kyseliny-eluujicej sa po viruse.

Eluent z predchromatografie na meni€och aniénov bol potom zriedeny asi
0 30 %, €o je nevyhnutné zriedenie elu&ného &inidla, v tomto pripade NaCl, na
koncentraciu mens$iu, nez je eluénd koncentracia na perfuznu chromatograficku
kolonu so skupinami dimetylaminopropylu (POROS® 50D), ktora bola pouZita
na dokon&enie purifikdcie adenovirusu zo surového bunkového lyzatu. Davkova-
nie na kolénu POROS® 50D bolo vykonavané pri koncentracii 300 mM NaCl.
Elucia z kolény bola vykonavana krokovym gradientom chloridu sodného (od

360 mM do 450 mM).

Chromatogram bunkového lyzatu infikovaného adenovirusom klarifikova-
ného filtraciou s tangencialnym tokom, inkubovaného s DNazou/RNazou a eluo-
vaného z chromatografickej kolony s kvartérnym aminom a perfiznej chromato-
grafickej kolony s dimetylaminopropylom, znazorfiuje eliciu adenovirusu z kolo-
ny POROS® 50D. V podstate bol ziskany len jediny ostry pik s retenénym ¢asom
zhruba 35 minGt. Analyticka charakterizacia purifikovaného adenovirusu ukaza-
la, Ze istota adenovirusu bola v podstate nerozlifitel'na od adenovirusu purifi-

kovaného trojnasobne v hustotnom gradiente CsCl.

Preto bol adenovirus purifikovany zo surového bunkového lyzatu filtra-
ciou bunkového lyzatu, predsepariciou bunkového lyzatu na koléne s kvartér-
nym aminom meniacej aniény a nakoniec nastrekom bunkového lyzatu na kolénu

so skupinami dimetylaminopropylu meniacu aniény a naslednou eliciou z tejto

kolony.
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Priklad 2

Tento priklad demonstruje purifikaciu adenovirusu zo surového bunkové-
ho lyzatu. Purifikacia bola uskuto&nena klarifikiciou bunkového lyzitu, predse-
paraciou bunkového lyzitu na koléne s expandovanou adsorpénou népliiou me-
niacej aniény a nakoniec separaciou bunkového lyzatu na koléne meniacej anidny
s vazbovymi skupinami vybranymi zo suboru zahrnujiceho deme;ylaminopropyl,

dimetylaminopentyl a dimetylaminoizobutyl.

AdSEAP (adenovirusovy vektor opisany v priklade 1) bol propagovany v
odstred'ovacich bankach obsahujucich 10° - 10°293 buniek na ml. Bunky a mé-
dium boli Iyzované v mikrofluidizére podla pokynov vyrobcu. Bunkovy lyzat bol
davkovany na predkoldnu s expandovanou adsorp&énou napliiou meniga anidnov
Streamline QXL® (Pharmacia, Uppsala, Svédsko) (aby boli odstranené velké
zvy$ky buniek a nelyzované bunky). Koléna Streamline QXL® tiez slaZila na
Ciasto&ni purifikiciu a zakoncentrovnie adenovirusu. Obr. 3, ktory je chromato-
gramom bunkového lyzétu infikovaného adenovirusom, eluovaného z expandova-
nej adsorpCnej chromatografickej niplne, ukazuje eluciu adenovirusu z kolony
Streamline QXL®. Pik zodpovedajuci virusu bol obsiahnuty vo frakcii 14 (jedna
frakcia za minGtu), ktora sa eluovala pri 600 mM NaCl. Eluent z kolony Stream-
line QXL® bol nariedeny asi 1.2. Toto nariedenie bolo nevyhnutné, aby bolo
zriedené elu¢né &inidlo, v tomto pripade NaCl, na koncentraciu niZsiu nez je e-

luéna koncentracia z koldény POROS® 50 D, ktora bola nasledne pouzita.

Kolona POROS® 50 D bola pouzita na dokon&enie purifikacie adenoviru-
su. Davkovanie na POROS® 50 D bolo vykonavané pri koncentracii 300 mM
NaCl. Elicia z kolény bola potom vykonavana linearnym gradientom chloridu
sodného (od 360 mM do 450 mM), v ktorom sa adenovirus eluuje z kolony PO-
ROS® 50 D Chromatogram bunkového lyzitu infikovaného adenovirusom, elu-
ovaného z adsorp&nej chromatografickej Zivice s expandovanou napliiou a di-
metylaminopropyl-perfiiznej chromatografickej Zivice ukazuje v podstate len je-
den ostry pik v pribliZzne 15 minutach, ked sa eluuje linearnym gradientom NaCl
od 360 do 450 mM tak, Ze virus je eluovany pri zhruba 400 mM NaCl Analytic-

ka charakterizacia purifikovaného adenovirusu preukéazala, e &istota adenoviru-
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su bola v podstate nerozliSitelna od adenovirusu purifikovaného trojnasobne v

hustotnom gradiente CsCl (vid’ obr. 4).

Z toho dovodu bol adenovirus purifikovany zo surového bunkového lyzatu
filtraciou bunkového lyzatu, nastrekom bunkového lyzatu na predkolonu s ex-
pandovanou naplfiou meniacu anidny a néaslednou eluciou z tejto kolony a nako-
niec aplikaciou bunkovéo lyzatu na kolénu obsahujucu skupiny dimetylam/inop-

ropylu meniacu aniény a naslednou eluciou z tejto kolény.

Priklad 3

Tento priklad demonStruje - v zretelnom protiklade k doteraj§im metédam
- purifikaciu adenovirusu na jedinej chromatografickej kolone zo surového bun-
kového lyzatu, pri ktorej bola purifikaciou dosiahnuta prinajmenSom 95% d&istota
adenovirusu purifikovaného v trojndsobnom hustotnom gradiente CsCl. Navyse
tato technika pontka rychlu a presni metédu kvantifikacie celkového poc&tu vi-

rusovych &astic v surovom lyzate.

Narast a lyza AdSEAP (adenovirusovy vektor z prikladu 1) boli vykona-
vané ako v priklade 1, metoda (a). Bunkovy lyzat bol davkovany na POROS® 50
D v 360 mM NaCl. Elicia z kolony bola uskuto&nena tak, ako je uvedené v pri-
klade 1 a bol ziskany chromatogram absorbancie (260 nm a 280 nm) proti ¢asu
(min), znazorneny na obr. 6. Analyticka skiska frakcie zodpovedajuca piku pre-
ukazala, Ze purifikacia bola nerozlifiteI'na od adenovirusu purufikovaného troj-
nasobne v hustotnom gradiente CsCl (obr. 5 a 6), kde horna horizontalna &iara
predstavuje meranie vodivosti, ktoré indikuje aktualnu koncentraciu NaCl. Pod-
statné prekrytie absorbancie piku pri 260 nm (vyiiia &iara v chromatograme) a
pri 280 nm (niZz8ia &iara v chromatograme), &o bolo 1,27 (1,25 + 0,08 bol empi-

ricky stanoveny pomer &istého virusu), ukazujice, %e virus bol v podstate isty.

Rozne roztoky adenovirusu znamej koncentracie boli divkované na kolénu
POROS® 50D v 360 mM NaCl Elacia z kolény bola uskuto&nena tak, ako je u-

vedené v priklade 1 a na chromatograme bola zaznamenana absorbancia (260 a
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280 nm) proti elu€nému (retenénému) asu. Plocha piku (pod pikom) zodpove-
dajuca elicii adenovirusu bola uréena pre rézne koncentracie a zakreslena (vy-
nesend) do grafu ako plocha proti koncentracii adenovirusu. Plocha pod krivkou
AdSEAP v chromatograme na obr. 5 zodpovedajuca ellcii adenovirusu bola vy-
pocitana a porovnana so Standardnou krivkou pomocou lineirnej regresie a bolo
ur&ené, Ze surovy lyzat obsahuje 4,64 x 10'° pu/ml.

i

Takto predstavuje predkladany vynilez jednokrokovi metddu na purifika-
ciu adenovirusu z lyzatu celych buniek. Preto bol adenovirus, ktory bol prinaj-
men§om z 95% tak €isty ako adenovirus po trojnasobnej purifikacii v hustotnom
gradiente CsCl, purifikovany zo surového bunkového lyzatu na jedinej chroma-
tografickej kolone. Navyse bol rychlo a presne kvantifikovany celkovy pocet a-

denovirusov v surovom bunkovom lyzite.

Priklad 4

Tento priklad demonStruje, Ze zloZenie pufru s adenovirusom izolovanym
z kolon meniacich aniony méze byt lahko zmenené (napriklad z vysokej kon-

centracie soli na nizku koncentréaciu soli).

Zhruba 0,1 objemu kolony (0,01 aZ asi 0,25 objemu kolony) roztoku obsa-
hujiceho adenovirus z prikladu 1 bolo davkované na kolénu Toyopearl HW-
40C, alebo na kolénu Uniflow 4 ekvilibrovana vhodnym sterilnym izotonickym
roztokom na injekcie cicavcom (napr. Ringerov roztok) a obsahujice vhodné
stabilizatory a kryo konzerva&né latky pre dlhodobé skladovanie purifikovaného
adenovirusu. Chromatograficka frakcia obsahujuca adenovirus bola identifikova-
na spektroskopiou (in-line) a zbierana. Purifikovany virus bol obsiahnuty v pufre

obsahujucom asi 10 mM Tris, pH 7,8, 75 mM NaCl a rozne stabilizatory.

VSetky odkazy, ktoré si tu citované, vratane prihla§ok vynalezov a publi-

kacii su zahrnuté v celom ich rozsahu odkazom.

Zatial' Co tento vynalez bol opisany s dérazom na preferované uskutoéne-

nia, bude kvalifikovanym v odbore zrejmé, ze mdzu byt pouzité varianty prefe-
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rovanych uskutogneni, a Ze je zamy$l'ané, aby vynilez mohol byt vykonavany aj
inak, neZ je tu Specificky opisané. Teda tento vynalez zahrnuje vietky modifika-
cie zahrnuté v duchu a ramci tohto vynilezu, tak ako je definované nasledujici-

mi patentovymi narokmi.
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PATENTOVE NAROKY

Spdsob obohacovania roztoku adenovirusom, vyznadujici sa tym, Ze za-

hrnuje:

(1) ziskavanie zmesového roztoku obsahujiceho adenovirus a najmenej je-
i

den neZiaduci typ biomolekuly,

(i) davkovanie uvedenej zmesi na chromatograficka Zivicu meniacu aniony
obsahujacu vidzbovu skupinu vybrani zo siiboru zahrnujiceho dimetylami-
nopropyl, dimetylaminobutyl, dimetylaminoizobutyl a dimetylaminopentyl,

tak, Ze sa adenovirus na uvedeni chromatograficku Zivicu viaze; a

(iii) eluovanie uvedeného adenovirusu z uvedenej chromatografickej Zivice

eluentom tak, Ze je ziskany roztok obohateny adenovirusom.

Sp6sob podla naroku 1, vyznadujici sa tym, Ze uvedenou vazbovou sku-

pinou je dimetylaminopropyl

Sposob podla ktoréhokolvek z narokov 1 alebo 2, vyznaéujuci sa tym,
ze uvedenym eluentom je eluent s kontinualnym alebo diskontinualnym

gradientom

Spdsob podla ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 3, vyznaéujici sa tym, Zze
uvedenym eluentom je gradientovy eluent zahrnujici gradient chloridu

sodného.
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Spbsob podla ktoréhokol'vek z nirokov 1 aZ 4, vyznacujilci sa tym, Ze
uvedenou chromatografickou Zivicou meniacou aniony je perfuzna chro-

matograficka Zivica meniaca anidny

Sposob podl'a ktoréhokol'vek z narokov 1 az 5, vyznadujici sa tym, ze
uvedeny zmesovy ‘Toztok zahrnujici adenovirus a prinajmens§om ‘jeden ne-
Ziaduci typ biomolekuly je ziskany mikrofluidizaciou populacie buniek in-

fikovanych adenovirusom.

Sposob podla ktoréhokol'vek z narokov 1 az 6, vyznacujuci sa tym, Ze
uvedeny sposob d’alej zahrnuje: (i') aplikaciu uvedenej zmesi obsahujlce;j
adenovirus a prinajmenSom jeden neZiaduci typ biomolekuly na pred-Zivicu
meniacu aniony a elaciu uvedeného adenovirusu z uvedenej pred-zivice a
potom v kroku (ii) namiesto aplikacie uvedeného zmesového roztoku, ap-
likaciu adenovirusu eluovaného z uvedenej pred-Zivice na uvedent chro-

matograficka Zzivicu meniacu anidny.

Sposob podl'a naroku 7, vyznadujici sa tym, Ze uvedenou pred-Zivicou

meniacou anidny je Zivica s kvartérnym aminom.

Sp6sob podla naroku 8, vyzna€ujiuci sa tym, Ze uvedenou pred-Zivicou
meniacou anidny je adsorp&na Zivica s plochou alebo expandovanou napl-

v

nou.

Spbésob podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 9, vyznadujici sa tym, Ze

krok (ii) sa uskutocfiuje v roztoku obsahujucom prinajmen§om 75 % kon-
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centracie eluéného €inidla poZadovaného na eliciu uvedeného adenovirusu

z uvedenej chromatografickej zivice meniacej aniony.

Sposob podla ktoréhokol'vek z narokov 1 az 10, vyznaéujici sa tym, Ze
uvedeny styk uvedeného zmesového roztoku s chromatografickou Zivicou
meniacou aniény sa uskutoéiiuje v roztoku obsahujicom od asi 85 % do a-
si 90 % koncentracie eluéného ¢inidla poZadovaného na eliciu uvedeného

adenovirusu z uvedenej chromatografickej Zivice meniacej aniony.

Sposob presnej kvantifikacie podtu adenovirusovych cCastic v roztoku

vzorky, vyznacujuci sa tym, Ze zahrnuje:

(1) obohacovanie roztoku vzorky adenovirusom spdsobom podl'a ktorého-

kol'vek z narokov 1 aZ 11;

(ii) urovanie absorbancie roztoku vzorky, ktory bol obohateny spésobom
podla ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 11 a $tandardného roztoku adenovi-

rusu;
(111) porovnavanie absorbancie roztoku vzorky a §tandardného roztoku; a

(iv) kvantifikaciu po€tu adenovirusovych &astic v uvedenom roztoku vzor-

ky.

Sposob podl'a naroku 12, vyznacujiici sa tym, Ze roztok vzorky je pripra-

veny zo surového bunkového lyzatu adenovirusom infikovanych buniek.

Sposob purifikacie adenovirusu z buniek infikovanych adenovirusom, vy-
znacujici sa tym, Ze zahrnuje lyzovanie uvedenych buniek, aplikaciu ly-

zatu na jedini chromatografickd Zivicu tak, ze sa uvedeny adenovirus via-



15,

22

Ze na uvedeni chromatograficki Zivicu, eliciu uvedeného adenovirusu z
uvedenej chromatografickej zZivice a zbieranie frakcie obsahujucej uvedeny
adenovirus, priCom uvedeny adenovirus je v podstate tak &isty, ako ade-

novirus purifikovany trojnasobne v hustotnom gradiente CsCl.

Spdsob presnej kvantifikacie poftu adenovirusovych ¢&astic v roztoku

vzorky, vyznacujiuci sa tym, Ze zahrnuje:
(1) purifikaciu roztoku vzorky adenovirusu spdsobom podl'a naroku 14;

(i) ur€ovanie absorbancie roztoku vzorky, ktory bol purifikovany spdso-

bom podl'a naroku 14 a §tandardného roztoku adenovirusu,
(ii1) porovnavanie absorbancie roztoku vzorky a §tandardného roztoku a

(iv) kvantifikaciu poétu adenovirusovych &astic v uvedenom roztoku vzor-

ky.
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