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POSTUP PRIPRAVY LATENTNIHO ANTITROMBINU III
POSTUP PRIPRAVY

Oblast techniky

P¥edkladany vyndlez souvisi s postupem pro p¥ipravu

latentniho antitrombinu IITI.

Dosavadni stav techniky

Antitrombin III (AT) Jje plasmaticky glykoprotein
s celkovou molekulovou hmotnostib58,1 kDa.(Lebing a kol.,
Vox Sang. 67, 117-124, 1994), ktery inhibuje serinove
proteasy v koagulaéni kaskddé& a proto hraje hlavni roli
v regulaci srdZeni krve. Antitrombin III je inhibitor
Faktord IXa, Xa, XI a XIIa, stejné jako trombinu. AT tedy
reguluje tvorbu sraZeniny v ruznych stédiich koagulacni.
kaskddy. Maly pokles obsahu AT v krvi je spojen se
zvySenym rizikem tromboembolismu. Konéentréty AT Jjsou
pouZivany p¥i prevenci a 1é&bé tromboembolickych poruch u
pacientt se ziskanym nebo dédiénym nedostatkem
antitrombinu. Kromé& toho, bylo publikovéno, Ze AT ma
funkci ‘v mnoha jinYch procesech v lidském té&le, napfiklad
b&hem angiogeneze a reakce na z&né&tlivé podnéty. Funkce
AT v té&chto fyziologicchh procesech neni plné
prozkouména.

. Konkrétni forma antitrombinu III, kterd byla poprvé
charakterizovana Wardellem a kol. (Biochemistry 36, 13133-
13142, 1997), ije znéma jéko latentni forma (L-AT). Bylo
ukdzano, e L-AT a selektivné Stépend varianta elastasy
maji silnou antiangiogenni aktivitu a také potlaluji rust
nadoru u my$i, které byla subkutdnn& injektovana lidska
_neuroblastomové buné&¢nad linie (O'Reilly a kol., Science
285, 1926—1928, 1999, a WO 00/20026) . Z téchto davoda

musi byt L-AT povaZovana za  potencidlni lidsky




protinddorovy 1ék. Klinické ov&feni tohoto potencialniho
1éku musi byt jesté provedeno.

Purifikace AT afinitni chromatografii byla
provedena pouZitim vy&¢isténého heparinu jako pevné
navidzaného ligandu, jak Je zndmo v oboru. Miller-
Andersson a kol. (Thrombosis Research 5, 439-452, 1974)
ukdzali pouZiti heparin-Sepharosy pro purifikaci lidského
AT. Tento chromatograficky systém je také uZitelny pro
oddéleni AT a L-AT, kde sniZend afinita heparinu pro L-AT
ve srovnani s AT umoZfiuje rozli$it tyto dvé sloZky, jJak
je popséno v Chang a Harper (Thrombosis and Haemostasis
77, 323-328, 1997). Hydrofobni chromatografie Dbyla
pouZita pro rozdé&leni nativni a latentni formy AT
(Karlsson, G & Winge, S. (2001) Protein Expr. Purif.
21:149-155).

Indukce latentni formy AT byla dfive provedena, jak
je popsého Wardellem a kol. (supra), kteri ziskali 50-60%
L-AT inkubaci AT v 0,25 M citratu, 10 mM Tris/HCl, pH
7,4, po 15 h p¥i 60°C.

Po inkubaci nativniho antitrombinu III pEi 60°C
v médiu nebo pouze v pufru se cCasto tvorily agregaty
polymerizovaného proteinu. Piitomnost té&chto agregatu
podkozuje vysoky vyté&Zek latentniho antitrombinu III a
mé&lo by se jim pokud moZno zabréanit. _

Predmé&tem predkléddaného vynalezu Jje tedy poskytnout
postup pro pfipravu latentniho antitrombinu III, L-AT
z roztoku nativniho antitrombinu III, AT, kde takovy
postup poskytuje vy33i vytéZek Zadaného produktu nez
pfedchozi postup, znamy v oboru.

Daldim ptredmé&tem vyndlezu je poskytnuti postupu pro
ptipravu L-AT z AT, kde tvorba agregdtl polymerd AT Je
minimdlni.

Dal8im predmétem Vynélezu je poskytnuti postupu pro

pfem&nu AT na L-AT, ve kterém jsou pouZity bé&zZné dostupné




¢inidla a roztoky pufrQ a které jsou provédény in vitro.
Jedté dalsdim predmétem vyndlezu Je poskytnuti
postupu - pro p¥ipravu L-AT =z AT, ktery Je snadno

roz3ifitelny pro primyslovou erobu-L—AT.

Popis vynalezu

Shora uvedené a Jjiné pFredméty vynalezu vyhovuji
postupu, ktery je definovdn né&roky. Proto je poskytnut
postup, ktery zahrnuje inkubaci  roztoku nativniho
antitrombinu III v pfitomnosti siranovych iontd a pufru
vybranych z Goodovych pufru obojetnych ionth. PEekvapivé
bylo zjisté&no, Ze tyto inkubacdni podminky, které se
vyhybaji moznym agregacnim problémim, umoZfiuji
znovuziskani L-AT =z postupu v takovych vytéZcich, které
jsou podstatné& vy33i neZ ty, které jsou ziskany zpusoby
ptednostniho oboru (zejména citrdtové podminky Wardella a

kol.).

Popisy k Obrazkum
Obrazek 1: Heparinova afinitni chromatografie

antitrombinu pouZitim gradientu chloridu sodného 0-2 M
(5-60 min). Nastfiknuté mnozstvi proteinu bylo 100 pg pro

vzorek A-B a 150 pg pro vzorek C-D. VSechny vzorky byly
inkubovany p¥i 60 °C po 16 h kromé referenc¢niho AT vzorku
A, ktery nebyl teplotné& upraven (vzorek 7 v ptikladu).
Vzorek B(vzorek 6 v prikladu) byl inkubovan podle
Wardella, tj. v 0,5 M citrdtu. Vzorek C (vzorek 2
v prikladu) byl inkubovén v 5 mM HEPES, pH 7,4 s 0,9 M
siranem amonnym a vzorek D (vzorek 1 v piikladu) byl
inkubovdn v 5 mM HEPES, pH 7,4 s 0,8 M siranem amonnym.
Integrace vrcholu vazajiciho se k heparinu s nizkou
~afinitou, eluovaného v 22 min, poskytla 44% celkové
integraéni plochy vzorku B, 71% celkové integracni plochy

vzorku C a 89% celkové integracni plochy vzorku D.




Nativni AT byl eluovan v 39 min.

Obrazek 2: Nativni elektroforesa vzorkl antitrombinu,
pouzitim 12,5% polyakrylamidu v homogennim gelu. MnoZstvi
vzorku bylo 0,5 pug proteinu/draha a gely byly po ukonceni
rozdéleni obarveny st¥ibrem. V3echny vzorky, krom& drahy
7, byly inkubovany p¥i 60°C po 16 h.

Draha 1) 5 mM HEPES, 0,8 M siran amonny, pH 7,4

Drdha 2) 5 mM HEPES, 0,9 M siran amonny, pH 7,4
Drédha 3) 5 mM HEPES, 1,1 M siran amonny, pH 7,4
Dré&ha 4) 5 mM HEPES, 1,4 M siran amonny, pH 7,4
Dréha 5) 5 mM HEPES, 2,0 M siran amonny, pH 7,4
Drédha 6) 10 mmol Tris/HCl, 0,5 M citrét trojsodny,

pH 7,4 (podle Wardell a kol. 1997)

Dréha 7) referenéni AT vzorek, bez tepelné Gpravy

Draha 8) 25 mM fosforeénan sodny, 100 mM chlorid sodny,
pH 7,4

Draha 9) 25 mM HEPES, 0,8 M siran amonny, pH 7,4

Drédha 10) 5 mM HEPES, 0,5 M siran amonny, pH 7,4
Drdha 11) 5 mM HEPES, 2,0 M siran amonny, pH 7,4
Draha 12) 5 mM HEPES, 0,8 M siran amonny, pH 7,0
VSechna ¢isla odpovidaji &islim  vzorkil uvedenych

v prikladu niZe.

Detailni popis vynalezu

| Vynalez poskytuje popis pro piipravu latentniho
antitrombinu III (oznaovaného jako L-AT), pocinaje od
roztoku antitrombinu IIT v jeho nativni formé
(ozna&ované jako AT). AT mGZe byt izolovédn z krevni
plasmy chromatografii na heparin-Sepharose, jak bylo
popsano. Podle vynalezu je AT poté inkubovan
v ptitomnosti siranovych iontd a pufrt. Teplota a trvani
inkubace mohou byt snadno stanoveny osobou, orientovanou
v oboru, ale bylo =zjisté&no, Ze normdlni pasteracni

podminky, jako teplota p¥ibliZn& 60°C po dobu p¥ibliZné




16 hodin také poskytuji dobré vysledky.

Siranové ionty Jjsou prednostné poskytnuty ve formé
soli siranu. Zde je pfednostni pouziti siranu
alkalickych =zemin, siranu alkalickych kovh nebo siranu
amonného. Obzvlasté pftednosti je pouziti siranu
amonného. Vhodn& koncentrace iontd siranu v postupu
podle vynadlezu lezi v rozmezi od 0,5 do 2,0 M, vyhodnéji
od 0,7 do 1 M a nejpfednostné&jsi koncentrace je mezi 0,8
a 0,9 M.

Dalsi slofkou v inkubacé¢ni smé&si Je pufr, vybrany =z
Goodovych pufr& obojetnych  iontd (Good a kol.,
Biochemistry 5, 467-477, 1966). Vybér pouziti jednoho z
ukdzanych pufr@ miZe byt stanoven bez toho, Ze by se
provdd&l experiment, s tim, Ze Jje treba mit na paméti,
e by pufr m&l splilovat v&tSinu nebo vSechny
z nasledujicich poiadavk&: mé&l by vykazovat hodnotu pKj
mezi pribliZné& 6 a p¥ibliZné 9, maximalni rozpustnost ve
vodé a minim&lni rozpustnost v jinych rozpoustédlech,
vytvaFet minimum solnych 0&inkd, byt stabilni za
pouzitych experimehtélnich podminek a neabsorbovat
svétlo ve viditelné nebo ultrafialové spektrdlni oblasti
(a  tak neinterferovat se spektrofotometrickymi
m&¥enimi). Goodovy pufry obojetnych iontl, vcCetné pufru
jako jsou HEPES, MES a PIPES, vétSinou vykazujili Zadané
charakteristiky. PouZiti HEPES je zejména prednostni
v postupu podle vynadlezu. Hojn& rozSifeny Tris pufr je
nevhodny pro &ely vyndlezu. Prednostni koncentrace
pufr@i jsou ur&itym zpisobem zavislé na vybraném pufru,
ale vét8inou le?i v rozmezi od 1 do 25 mM, vyhodnéji od
2.5 do 10 mM a nejvyhodndji od 4 do 6 mM.

Jak je nazna&eno vySe, mélo by pH inkubaléni reakce
lefet mezi pH 6 a pH 9, vyhodn& mezi pH 7 a pH 8 a
nejvyhodnéji mezi pH 7,4 a pH 7,6.

Nasledné po inkubaci AT za podminek ukdzanych vyse, je




oddé&leni takto ziskaného L-AT od zbyvajiciho AT
provedeno pomoci afinitni chromatografie na heparinu. L-
AT, ktery vykazuje niZ3i vazebnou afinitu k heparinu,
ney AT, se eluuje podstatn& rychleji a umoZhuje snadné
oddé&leni té&chto dvou forem antitrombinu III.

Prepardt takto ziskaného L-AT Jje vyhodné vystaven
Gpravé pro inaktivaci nebo odstranéni patogent, zejména
ve form& vird a priond. Toto mhZe byt provedeno
v jakémkoliv stupni postupu pouZitim jednoho z nékolika
zplisobt inaktivace nebo odstran&ni zndmych v oboru nebo
kombinaci takovych zpasobl. PEiklady takovych zplsobu
zahrnuji chemickou inaktivaci, tepelnou inaktivaci,
inaktivéci sv&tlem, mikrovlnou inaktivaci a odstranénim
pomoci filtrovani ptes nanometricke filtry. Filtrace
s pri&nym tokem s vysokym obsahem soli, podobné jak je
popsédno v W096/00237, je zejména pfednostni, samotna
nebo v kombinaci s jinymi postupy. Odstranéni a
inaktivace patogenti mohou Dbyt provedeny, kdyZ Jsou
molekuly antitrombinu III v nativnim stavu, pred
pfeménou na L-AT.

Vyndlez je dale doloZen nasledujicim, neomezujicim

ptikladem.

PRIKLAD

Laboratorni vzorek AT o &istoté& > 95% byl ziskan z
Plasma Products, Pharmacia, Stockholm, Svédsko. Tento
vzorek byl pFfipraven podle zndmych zpusobu (Miller-
Andersson a kol., supra) a pouZit pro indukci latentni

formy antitrombinu.

P¥iprava L-AT

Laboratorni vzorek AT byl pfeveden do nasledujicich

roztokt:

Vzorek 1) 5 mM HEPES, 0,8 M siran amonny, pH 7,4




Vzorek 2) 5 mM HEPES, 0,9 M siran amonny, pH 7,4
Vzorek 3) 5 mM HEPES, 1,1 M siran amonny, pH 7,4
Vzorek 4) 5 mM HEPES, 1,4 M siran amonny, pH 7,4
Vzorek 5) 5 mM HEPES, 2,0 M siran amonny, pH 7,4
Vzorek 6) 10 mmol Tris/HCl, 0,5 M citrdt trojsodny,

pH 7,4 (podle Wardell a kol.1997)
Vzorek 7-8) 25 mM fosforednan sodny, 100 mM chlorid
sodny, pH 7.4

Vzorek 9) 25 mM HEPES, 0,8 M siran amonny, pH 7,4
Vzorek 10) 5 mM HEPES, 0,5 M siran amonny, pH 7,4
Vzorek 11) 5 mM HEPES, 2,0 M siran amonny, pH 7,4
Vzorek 12) 5 mM HEPES, 0,8 M siran amonny, pH 7,0
Vzorek 13) 5 mM HEPES, 0,8 M siran amonny, pH 7,8

Vééchny pufry uvedené shora Dbyly upraveny na
pofadované pH p¥i laboratorni teploté&; 1 M HCl byla
pou?ita pro Gpravu Vzorku 6, zatimco pro Gpravu pH
v3ech ostatnich vzork® byl pouzit 1 M hydroxid sodny.

AT ve findlni koncentraci 6 mg/ml byl inkubovéan
v roztocich (Vzorky 1-13) ve sklenénych trubickach po
16 h pri 60°C (krom& Vzorku 1, ktery Dbyl udrZovan
v lednidce pfi p¥ibliZn& 8°C) a preneseny do roztoku
obsahujiciho 50 mM Tris/HCl, 50 mM chlorid sodny, PpH
7,4, pouZitim malych kolon pro gelovou filtraci (NAP-5
Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Svédsko).

Vytvofeni  L-AT ve vzorcich' bylo analyzovéano
afinitni chromatografii na heparinu a pEitomnost

agregatt byla analyzovéna nativni elektroforézou.

Afinitni chromatografie na heparinu

Tento zpusob byl proveden podle Changa a Harpera
(supra). Bylo pouZito HPLC vybavené TSK Heparin®
kolonou (Tosohaas, Stuttgart, Germany, 7,5 vnit¥ni
prom&r x 75 mm, 10 pm, 1000 A). Jako elu¢ni pufry byly
pouzity 20 mM Tris/HCl pufr, pH 7,4 (pufr A) a 2 M




chlorid sodny ve 20 mM Tris/HC1 pufru, pH 7,4 (pufr
B). Byl pouZit linedrni gradient (0-5 min 0% B, 5-60
min 0-100% B, 60-90 min 0% B). Prutokovd rychlost byla
0,4 ml/min a detekce byla provedena mé&fenim absorbance

p¥i 280 nm.

Nativni elektroforeza v polyakrylamidovém gelu

Elektroforeza byla provedena pouzitim 12,5%
polyakrylamidového homogenniho Phast® gelu (Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Svédsko) za dodrZeni
doporudenych parametrt. Do kazdé drahy bylo naneseno
0,5 ug proteinu v 1 pl. Bylo provedeno barveni
diamino-st¥ibrem podle pfrirucky od Pharmacia & Upjohn
(Phast System™, Technical Note No 2, Two-dimensional
electrophoresis with PhastGel™ separation media,
Pharmacia LKB Biotechnology AB, Uppsala, Svédsko), s
vyjimkou, %e byl pouZit trochu silné&jsi fixalni
roztok, obsahujici 50% ethanol, 10% kyselinu octovou a

40% vodu.

Antitrombinovd aktivita

Vzorek 2 (inkubace v 0,9 M siranu amonném) byl
analyzovan na biologickou AT aktivitu s trombinovym
chromogennim peptidovym substratem (S-2238)
(Chromogenix, Molndal, Svédsko), podle Handelanda a
kol. (Scand J. Haematol. 31, 427-436, 1983). Testovaci
roztok sestdval 2z trombinu, heparinu, chromogenniho
substrdtu a vzorku, a po inkubaci Dbyla odezva

zaznamenana jako zména absorbance pfi 405 nm.

Vysledky

Afinitni chromatografie na heparinu poskytla eluci
nativniho AT v 39 min (pfibliZné& 0,9 M chlorid sodny)

a hlavni latentni vrchol byl eluovén v 22 min




(pfiblizné 0,3 M chlorid sodny ) (obrazek 1A-1B).
Integrace vrcholu, mé&lo vazajiciho se k heparinu,
ukdzala vytéZek  44% (obrazek  1B) pro  vzorek,
pr¥ipraveny podle Wardellova zpQsobu (Vzorek 6),

zatimco inkubace v 0,9 M siranu amonném (vzorek 2) a
0,8 M siranu amonném (vzorek 1) poskytla 71% pro
vzorek 2 a 89% pro vzorek 1 celkové integrované plochy
(obrézek 1C-1D). Tabulka 1 ukazuje, Ze procento
vytvoreného L-AT bse sniZuje pfi =zvySené koncentraci
siranu amonného/HEPES nebo pf¥i vy3si hodnoté pH.

Nativni elektroforeza AT,.inkubovaného p¥i 60°C ve
fosfore&nanu/NaCl (Vzorek 8), poskytla silnou tvorbu
agregdtu a péuze nepatrnd C¢ast proteinu zlstala
v monomerni formé& (obrazek 2, draha 8). AT inkubovany
podle Wardella (obrazek 2, drdha 6), stejné jako
neinkubovany AT (obrazek 2, draha 7), nevytvorily
74dné agregaty. Inkubace v 0,5 M siranu amonném
(Vzorek 10) indukovala silnou agregaci (obrazek 2,
dréha 10), =zatimco 0,8 M (Vzorek 1) poskytla pouze
nepatrnou &ast agregdtd (obrdzek 2, drdha 1). Siran
amonny o koncentraci 0,9 - 2,0 M (Vzorky 2-5) nevedl
k tvorb& viditelnych agregatl (obrazek 2, drahy 2-3).
Mnoho agregdt® bylo pozorovéno pfi pH 7,0 (obrazek 2,
dréha 12), =zatimco p¥i pH 7,8 vzniklo pouze malé
mnozstvi agregdtu (ﬁdaje nejsou ukizany) .

Test antitrombinové aktivity ve vzorku 2 (s 0,9 M
siranem amonnym) ukédzal, Ze 34% plvodni specifické
aktivity =zustava; to by mé&lo byt porovnano s 29%
ziskem AT vazajiciho se s vysokou afinitou k heparinu
po analyzach stejného vzorku afinitni chromatografii

(Tabulka 1).




Tabulka 1: Afinitni chromatografie na heparinu. Tvorba
L-AT v raznych vzorkovych pufrech po 16 h

inkubace p¥i 60°C.

% AT
Vzorek s nizkou
Inkubad&ni roztok &t afinitou

k. heparinu

10 mmol Tris/HCl, 0,5 M citréat, pH 7,4 6 44"
(Wardell)

5 mM Hepes, 0,5 M siran amonny, pH 7,4 10 99
5 mM Hepes, 0,8 M siran amonny, pH 7,4 1 89
5 mM Hepes, 0,9 M siran amonny, pH 7,4 2 717
5 mM Hepes, 1,1 M siran amonny, pH 7,4 3 56"
5 mM Hepes, 1,4 M siran amonny, pH 7,4 4 49"
5 mM Hepes, 2,0 M siran amonny, pH 7,4 5 48"
25 mM Hepes, 0,8 M siran amonny, pH7,4 9 70
5 mM Hepes, 0,8 M'siran amonny, pH 7,0 12 99
5 mM Hepes, 0,8 M siran amonny, pH 7,8 13 65

! podle p¥ikladu

Analyza nativni elektroforézou neukazala agregaty

(viz Obr.2)

Experimentdlni zavéry

Inkubaci AT v 5 mM HEPES, pH 7,4, obsahujici 0,8 M
siran amonny pfi 60°C po dobu 16h bylo pfeménéno
ptibliZiné 85-90% AT na latentni formu a inkubaci AT v
5 mM HEPES, pH 7,4, obsahujici 0,9 M siran amonny pifi
60°C po dobu 16h bylo na latentni formu AT pfeménéno
p¥iblizn& 70-75%. Nativni elektroforeza ukdzala maly
podil agregdtd v 0,8 M siranu amonném a Zadné agregaty
nebyly pozorovany v 0,9 M. Purifikacénim postupem mohou

byt takovd mald mnoZstvi agregdtu snadno odstranéna
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gelovou filtraci nebo podobnymi technikami.

Optimadlni koncentrace pro pfeménu AT na L-AT
pouzitim siranu . amonného je 0,8-0,9 M. Dobrych
vysledkd prem&ny bude také dosaZeno mezi 0,7 a 1 M, a
urditych vysledkd mezi 0,5 a 2,0 M. Pro tvorbu L—AT,
byl postup vyuZivajici 0,5-2,0 M siranu amonne€ho,
vyhodné 0,8-0,9 M, a aZ 25 mM HEPES, vyhodné& ne vice
ne? 10 mM, p¥i pH kolem 7,4 nalezen jako ten, ktery
poskytuje nejuspokojivéjsi vysledky. Procento
vytvofeného L-AT se bude sniZovat s vys3i koncentraci
siranu amonného/HEPES nebo p¥i vy$3i hodnoté pH. Kromeé
toho pro zabrané&ni tvorby agregdtl je nutné nepouzivat
ptilis nizkou koncentraci siranu amonného nebo prilis

nizkou hodnotu pH.
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PATENTOVE NAROKY

1. Postup pro pfipravu latentniho antitrombinu III,
zahrnujici inkubaci roztoku nativniho antitrombinu III
v pfitomnosti siranovych iontd a pufru, vybraného

z Goodovych pufr obojetnych iontd.

2. Postup podle naroku 1, kde reCené siranové ionty
jsou poskytnuty jako sul, vybran& ze siranu amonného,

siran® alkalickych kovl a siranG alkalickych zemin.

3. Postup podle naroku 2, kde Feleny siran je siran

amonny.

4, ©Postup podle jakéhokoliv z narokd 1-3, kde

koncentrace Ye&enych siranovych iontd je v rozmezi od

0,5 do 2,0 M.

5. 'Postup podle néroku 4, kde  koncentrace

siranového iontu je v rozmezi od 0,7 do 1 M.

6. Postup podle naroku 5, kde koncentrace

siranového iontu je v rozmezi od 0,8 do 0,9 M.

7. Postup podle jakéhokoliv z narokd 1-6, kde
Yeteny pufr zahrnuje HEPES pufr.

8. Postup podle Jjakéhokoliv z narokd 1-7, kde

koncentrace redeného pufru je v rozmezi od 1 do 25 mM.

9. Postup podle naroku 8, kde koncentrace pufru je

v rozmezi od 2,5 do 10 mM.

10. Postup podle naroku 9, kde koncentrace pufru je




v rozmezi od 4 do 6 mM.

11. Postup podle jakéhokoliv z naroku 1-10, kde

hodnota pH je v rozmezi od 6 do 9.

12. Postup podle naroku 11, kde hodnota pH Jje

v rozmezi od 7 do 8.

13. Postup podle néroku 12, kde hodnota pH Je

v rozmezi od 7,4 do 7,6.

14. Postup podle jakéhokoliv z narokd 1-13, dale
zahrnuje upravu inaktivace nebo odstranéni patogent,

zejména vird nebo prionu.

15. Postup podle naroku 1, kde nativni antitrombin
ITII byl upraven pro inaktivaci nebo odstranéni

patogent, zejména vird a prionu.

16. Postup podle na&roku 14 nebo 15, kde feCena
Gprava zahrnuje jeden z nebo kombinaci  zplsobu,
vybranych z chemickych inaktivaci, tepelnych
inaktivaci, inaktivaci svétlem, mikrovlnou inaktivaci

a odstran&ni pomoci filtrovani p¥es nanometrické

filtry.
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