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Sis isradimas skirtas i3 3Slapimo i3skirtam folikulus
stimuliuojan¢iam hormonui bei Jji turinc¢ioms yvaistineéms

kompozicijoms ir jo valymo budui.

Folikulus stimuliuojantis hormonas (FSH), kaip Zinoma,
naudojamas gydant nevaisingumg. S8i hormona turintys
preparatai naudojami iSsaugant nésStumg in vivo ir in
vitro. Zmogaus FSH i3skirtas i3 Zmogaus hipofizio ir i3
poklimaksinio periodo moters 3Slapimo. ‘Neseniai FSH

gautas panaudojant rekombinantines DNR metodikg.

Pirmo komercinio preparato, turincio FSH, sudetyje buvo
(pavyzdziui, Fergonal® Serono) Zmogaus menopauzes
gonadotropinas (ZMG), ekstrahuotas i3 poklimaksinio
Slapimo. Tai buvo FSH, liuteinizuojanc¢io hormono (LH)
bei kity 3Slapimo baltymy miSinys. Tiek moksliniams,
tiek ir terapiniams tikslams stengiamasi gauti
isvalytus FSH preparatus. Siuo metu parduodamas
produktas Metrodin® (Serono) yra 1is8 Slapimo iSskirtas
FSH preparatas, turintis ir kity $Slapimo baltymuy,
tac¢iau LH kiekis Jjame minimalus, ir 3jis naudojamas
gydant nevaisingumg. Sis produktas ypad& naudotinas tais
atvejais, kali nepageidautina drauge su FSH ijvesti ir
egzogenini LH, pavyzdziui, esant kiau8idziy

polikistozes sindromui (KPS).

Iki 8iol gydymo tikslais FSH buvo naudojamas injekcijuy
i raumenis pavidalu. Kadangi $ias injekcijas daro
gydytojai ar kiti profesionalids medikai, ligoniams
tenka lankytis reguliariai chirurgo kabinete ar
ligoninéje tam, kad gauty gydymg. Tai sudaro tam tikrus
sunkumus. Be to, ligoniai dazZnai iSreiskia
nepasitenkinimg rySium su tuo, kad gydymas uZsitesia
keletg savaiCiy ar net ménesiy ir visg ta laikotarpj

reikia gaisti laikag vaistiniy preparaty ivedimui.
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Poodinés injekcijos suteikty galimybe ligoniui paciam
susileisti vaistus ir jis pats labiau galéty dalyvauti

gydyme.

Zmogaus menopauzes gonadotropino (ZMG) poodinés
injekcijos jau apradytos (Nakamura ir kt., Vaisingumas
ir nevaisingumas, 46 (i), p-46-54, 1985) moters
nevaisingumo gydymo metu peristaltinio poodinio
siurbliuko pagalba pulsuojan&iai jvedant ZMG. Poodines
injekcijas gali 1lydéti vietines alergijos reakcijos,
sukeltos preparate esanc¢iy priemaisy, ir gali tekti

nutraukti gydyms.

P. Ruz ("Zmogaus folikulus stimuliuojantis hormonas",
Acta Endocrinologica Supplementum, 131, 1968) apraSée ir
apibiddino hipofizio ir Slapimo FSH idgrynintus
preparatus, isskirtus atitinkamai is uzdaldyty
hipofiziy ir poklimaksinio Slapimo koncentrato.
Hipofizio FSH biologinis aktyvumas buvo apie 14000
tarptautiniy vienety/l mg, o 8lapimo FSH - 780
tarptautiniy vienety / 1 mg. Tikimasi, kad daugumoje
aktyviuy hipofizio ir 3Slapimo preparaty LH priemaiSa
sudaro apytikriai 0,1 % masés. Preparato valymui
naudojama viena ar daugiau sekan&iuy metodiky, kaip
antai chromatografija dietilaminoetilceliuliozéje,
Sefadekso G-100 gel-filtracija, hidroksilapatitiné

chromatografija, elektroforeze poliakrilamido gelyje ir

pan.
Donini ir kt. ("Klimaksinio &lapimo FSH iSvalymas 1ir
dalinis fizikocheminis i8tyrimas" Gonadotropinai ir
kiausidziy vystymasis. Dviejuy darbiniy susitikimy

medZiaga, E. ir C. Livingston, Edinburgas ir Londonas,
1970) aprase vieng i3 labiausiai idvalyty FSH
preparaty, kuris turéjo 1255,6 tarptautiniy vienety / 1
mg biologini aktyvumg, o LH priemaiSa sudaré iki 3,2

tarptautiniy vienety / 1 mg. Siam atvejui pradine
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medZiaga pasitarnavo Zmogaus klimaksinis gonadotropinas
(ZKG) preparato Pergonal® pavidalu, kuris, kaip buvo
nurodyta auk&¢iau, yra FSH, LH bei kity élapiﬁo baltymy
misinys. Galutinis rezultatas buvo pasiektas
periodiskai valant pradini ZKG
dietilaminoetilceliuliozés kolonéléje, gel-filtruojant
Sefadekse G-100 ir paskutinéje stadijoje panaudojant

preparatyvine poliakrilamido gelioelektroforeze.

Dar didesnio efektyvumo pasieké H. wvan Hell ir Xkt.
("Zmogaus &lapimo FSH ir LH valymas ir kai kurie
ypatumai", Gonadotropinai, I tarptautinio simpoziumo
gonadotropiny klausimu medZiaga, 1971, Uili,
Intersaiens, Niujorkas) prie tradiciniy
chromatografinio valymo metody pridejes dar papildomas
imunochromatografijos ir gel-filtracijos stadijas.
Imunochromatografija atlikta panaudojant pririStus prie
Sefarozes antiktnus Zmogaus chorioniniam
gonadotropinui, tam, kad bity 1S dalinai isSvalyto FSH
padalintos LH. Labiausiai isSvalytos FSH frakcijos FSH
aktyvumas buvo 4720 tarptautiniy vienety / 1 mg, o LH
aktyvumas tesudaré tik 15 tarptautiniy vienety / 1 mg,

iSmatuojant radioimunoanalizés budu.

Donini ir kt. aprasSé imunochromatografini wvalymo budg
("FSH ir LH i8valymas ir iSskyrimas i§ ZKG", Acta
Endocrinologica, 52, p.186-198, 1966), kuomet dar 1966
m. gavo FSH preparatg, kurio aktyvumas buvo 329,7
tarptautiniai vienetai / 1 mg ir LH - 2,4 tarptautiniai
vienetai / 1 mg. Kadangi preparato, pasiZyméjusio FSH
aktyvumu 329,7 tarptautiniai vienetai / 1 mg, jokia
radioimuncanalize nebuvo daryta, todel galima prielaida
pagal analogijg su H. wvan Helo rezultatais (Zr.
auk3¢iau), kad galblit radioimunoanalizés (RIA) metu

bty galima aptikti pedsakinius LH kiekius.
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Donini ir kt. parodé net minimaliy LH priemaisy
fiziologini svarbumg ("Naujas liuteinizuojan&io hormono

biologinio nustatymo metodas", Acta Endocrinologica,
58, p.463-472, 1968), pasitle nauja kiekybini, LH
biologinio aktyvumo nustatymo bUda nesubrendusioms
intaktinéms ©peléms ijvedant pastovig fiziologiskai
Svaraus FSH preparato doze su vis didéjandia LH
priemaisa ir po to iSmatuojant gimdos mase, kaip atsakg
proporcingg LH aktyvumui. Pagal gautus duomenis
nustatyta, kad ivedus drauge su FSH 4,4 tarptautiniais
vienetais viso labo tik LH 0,068 tarptautinius

vienetus, pastaruyjy pakanka, kad padidéty gimdos masé.

IS Siy duomeny seka, kad pageidautina tureti

absoliuciai iSvalytg FSH preparatg, kuomet gydymui

reikalingas FSH aktyvumas ir visidkai nereikia LH.

Kaip aukS8¢iau paminéta, Siuo metu prekyboje esantis
produktas Metrodinas® (Serono) yra i3valytas FSH
preparatas, gautas metodu praktiSkai identidku tam,
kuris apraSytas Donini ir kt. auki€iau nurodytame darbe
(Acta Endocrinologica, 52, p.186-198, 1986). Kokybés
kontroles techniniai reikalavimai atitinkamai su
pateiktu nurodyto preparato biologiniu grynumu yra LH
0,7 tarptautinio vieneto /FSH 75 tarptautiniams
vienetams, tai yra beveik aktyvumo biologinio méginio
jautrumo riba. Taciau kai kurioms terapinéms priemonéms
pageidautina, kad absoliu¢iai nebity LH aktyvumo. Be
to, Metrodine® be Zmogaus FSH dar yra pakankamas kiekis
kity Slapimo baltymy, tai reiskia, kad tai ne chemidkai

grynas FSH preparatas.

DidZiosios Britanijos patento paraiskoje Nr. 2173803
sitlomas dar vienas hipofizio glikoproteininiy hormony,
tarp kuriy yra ir FSH, i3gryninimo buadas. Sis bidas
grindziamas hormono komplekso su imobilizuotais

antikiniais susidarymu ir po to sekandiu hormono
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iSplovimu tam tikslui panaudojant rug8ty vandenini
buferi, kurio pH nuo 3 iki 4. Gautas gerai  idvalytas
FSH turi tacdiau tam tikrg kieki priemaidy: 0,1 % masés
sudaro LH priemai3a ir 0,5 % mases -

tireostimuliuojantis hormonas (TSH) .

Apzvalginiame straipsnyje Skotas K. Capelas ir kt.
(Endokrininés apzvalgos, 4(2), p.179-211, 1983) aprase
FSH mikroheterogeniskumg ir FSH lydin¢iy molekuliy
angliavandeniniy daliy fiziologine reik&me. Galima
prielaida, kad kai kurios modifikacijos vyksta
metabolizmo metu iki pat Slapimo sekrecijos. Chemine-
fizine diferenciacija parodyta eksperimente, lyginant
labai i8valyta FSH, 1Sskirtg is Slapimo pagal §j
iSradimg, su labai isvalytu FSH preparatu, iSskirtu is§

hipofizio.

Tki- 1ir po- transliacineés modifikacijos, matyt, ir
sudaro FSH mikroheterogenigkumo pagrinda, FSH- tai
glikoproteidas, sudarytas is dviejy skirtingy
glikozilinty nekovalentisgkai sujungty polipeptidiniy
grandiniy, Zinomy kaip alfa ir beta subvienetai. Beta-
subvienetas sglygoja molekulés biologinij specifiskumg.

Be wvisa kita, &is straipsnis bando paaidkinti esminij
skirtumg, stebimg lyginant biologinj aktyvumg / mg
labai i3valyty FSH, isskirty i§ $lapimo ir is
hipofizio. Galima prielaida, ' kad tai salygoja
angliavandenineés dalys, o konkre&iai, sialo rugsSties

galineés liekanos.

Tenka paZyméti, kad, neZiarint to, kad tiek hipofizio
FSH, tiek ir Slapimo FSH vadinami "FSH", tadiau néra
tvirto irodymo, kad Sios molekulés, iSskirtos i3
skirtingy dviejuy Saltiniy yra cheminiu pozZitGriu

vienodos ir ekvivalenti3kos.
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I3radimo aprasSymas

%iuo metu Zinoma, kad 1§ poklimaksinio $lapimo
koncentrato galima i&skirti labai idvalyta Zmogaus
S§lapimo FSH, neturinti, net pédsakiniy kiekiy LH ar
kityx3lapimo baltymy. Be to, atlikus idskirto pagal 8j
isradimg 3Slapimo FSH aminorugsciy analize, netiketai
i%aiskintas naujas FSH beta- subvienetas, susidedantis
i 111 aminoriugiciy, vietoje 118 ar 108, kaip tai buvo
nurodyta anksc¢iau (Zr. pvz., Skotas ir kt. auksciau)
apibtdinant Zinomg FSH beta- subvieneta. Sis i8radimas

sifilo naujg FSH beta- subvieneto aminorugsCiy seka:

10
Asn Ser Cys Glu Leu Thr Asn Ile Thr Ile Ala Ile Glu
20
Lys Glu Glu Cys Arg Phe Cys Ile Ser Ile Asn Thr Thr
30
Trp Cys Ala Gly Tyr Cys Tyr Thr Arg Asp Leu Val Tyr
40 50
Lys Asp Pro Ala Arg Pro Lys Ile Gln Lys Thr Cys Thr
60
Phe Lys Glu Leu Val Tyr Glu Thr Val Arg Val Pro Gly
70
Cys Ala His His Ala Asp Ser Leu Tyr Thr Tyr Pro Val
80 90
Ala Thr Gln Cys His Cys Gly Lys Cys Asp Ser Asp Ser
100
Thr Asp Cys Thr Val Arg Gly Leu Gly Pro Ser Tyr Cys
110
Ser Phe Gly Glu Met Lys Glu

o taip pat nauja baltyma, turintj nauja gonadotropino

alfa-subvieneta ir beta-subvieneta, susidedanti is 111

auks&iau idvardinty aminorig3&iy. Baltymas pasiZymi
folikulus stimuliuojanc¢io hormono (FSH) biologiniu
aktyvumu. Jis daZniausiail sutinkamas glikozilintoje

formoje. Jo didZziausias privalumas, kad jis neturi
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liuteinizuojan&io hormono ir kity Slapimo baltymy

priemaisy pedsaku. .

Sio idradimo realizacijos kitas variantas yra farmacine
kompozicija turinti pagal idradimg iSvalyta baltymy ir
farmaciniu pozitGriu tinkamg uZpildg. Tinkamiausia jai
forma yra poodinés injekcijos. Po oda iSvirksti Sie
vaistai nesukelia alerginiy reakcijy, budingy vartojant

Zzinomus FSH preparatus.

Pagal 38io i8radimo kitg varianta sidlomas naujo ir
labai i8valyto FSH gavimo budas. Budas grindZiamas
imunovalymo stadijos ir atvirks§¢éiy faziy auk3to slégio
skysciy chromatografijos kombinacija. Imunovalymo
stadijoje naudojami imobilizuoti monokloniniai
antiktniai 1lygiai taip, kaip tai apraSyta auksciau
paminéto patento (DidZioji Britanija Nr. 21738033)
paraiskoje, su vieninteliu esminiu skirtumu, kad FSH i3
imunokomplekso eliuojamas esant aukStesnems pH

reiksSméms.

Pagal Siame i3radime pateikiamg bidg eliucijai patogu
naudoti vandenini tirpala, kurio pH apytikriai 10 ir
moliaringumas - apytikriai 0,5. Pateikejuy atlikti
eksperimentai parode, kad esant tokioms saglygoms,
imobilizuoti antikiniai neinaktyvuojami. Tai
priedtarauja auksS¢iau pamineétos patento paraiskos
(Didzioji Britanija) (1 psl., 36;37 eiluteés) doktrinai,
skelbian¢iai "Eliuenty, turinciy tokias auk3tas pH
reikSmes, panaudojimas praktikoje neimanomas, kadangi

tai sukelia greitg antikiniy inaktyvacija".

8i, skirtuma gali salygoti metodu, naudoty antikinio

suri$imui su polimeru, skirtumai.

Pagal 53 iSradimg eliuento geresnis pH auk3cCiau 11, o

geriausias yra intervale nuo 11,3 iki 11,7.
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Moliaringumo reikSmé geresné daugiau 0,8 ir geriausia

apie 1.

Pagal iSradimg tinkami  eliuentai yra amoniakas,
dietilaminas ir tokie buferiai kaip TRIS-buferis,

glicinas-NaOH ir pan.

Sekanti atvirksciy faziy auksto slegio skysciy
chromatografijos stadija leidZia paSalinti bet kuri i3
priemaisiniy baltymy. Imunovalymo stadijos vienos
nepakanka tokiam iSvalymui pasiekti, tai pripaZistama
ir DidZiosios Britanijos patento parai$kos tekste.
Panaudota papildoma auk3¢iau paminéta valymo stadija ne
tik efektyviai i8valo preparata nuo priemaisy pédsaky,
bet taip pat iSsaugo pilng FSH aktyvumg. Pastarasis
rezultatas yra visai netikétas P. Chalino ir S.A. Chano
straipsnio $viesoje (J. Liq. Chromat., 9/13, p, 2855-
2868/1986), kuriame skelbiama, kad jau¢io FSH ir
Zmogaus FSH (ZKG standartas) praranda biologinij
aktyvumg skys€iy chromatografijos su atvirk3&iomis
fazemis metu. Kita vertus, tame padiame straipsnyje
parodomas patenkinamas biologinio aktyvumo atstatymas,
taciau pasiekiamas tik dalinis isvalymas, kuomet
zmogaus Slapimo preparatas, turintis tiek FSH, tiek ir

LH, valomas auk3¢iau nurodytu badu.

Po atvirkscéiuy faziy auksto slegio skystinés
chromatografijos stadijos FSH atstatomas panaudojant
gradiento metodikas. Produkta galima liofilizuoti
saugojimo ir/arba manipuliavimo tikslu. Produkto
koncentracijai, stabilizacijai ar kitam apdorojimui

numatomos kitos tam tikslui tinkamos metodikos.

Be abejo, poklimaksinis Slapimas yra Zymiai
prieinamesné medZiaga negu Zmogaus hipofizis. Si

aplinkybé suteikia Siam iSradimui ry3ky privalumg.
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FSH-specifinius monokloninius antikanius, naudojamus
pagal 51 iSradimg gavimo btdui, galima gauti

panaudojant Zinomas metodikas.

Tipisku atveju hibridomos 9/14 linijos lastelés
skrininguojamos optimalaus afinidkumo FSH atzvilgiu
KembridZo Universitete. Lasteles kultivuojamos ir
monokloniniai antikinai produkuojami i supernatanto
terpe, 1S kurios jie idskiriami panaudojant 50% amonio
sulfatg (skaic¢iuojant svori tariui). Po to naudojama
atvirksc¢iy faziy Jjonine chromatografija ir auksto
slegio skystiné chromatografiné gel-filtracija ir

dializé.

Lasteliy 9/14 linijos produkuojami ir nurodytu auks$céiau
budu iSvalyti monokloniniai antikiiniai atitinka Siuos
techninius reikalavimus:

a) baltymo Svarumas ne mazZiau 90%;

b) imunoglobulino klasé: 1gG 1;

c) afiniskumo konstanta; 3,5 x 108 l.molﬂ;

d) specifidkumas:

Antigenas % kryiminés reakcijos

FSH 100

ChGH 1

ChGH-beta-subvienetas 1

LH 1

TSH 1

e) susijungimo su FSH geba tirpale: apie 1000

tarptautiniy vienety FSH 1 mg MoAK.
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FSH-specifiniai monokloniniai antiktniai chemiskai
surisami su Sefaroze 4B panaudojant divinilsulfong
pagal metoda, kuri apra$é Dz. Poratas "Methods in
Enzymology: 34, p.13-30, 1974.

Tipidkame pavyzdyje 1 litras Sefarozes 4B praplaunamas
porétame stikliniame 3viesofiltre i8 pradZiuy 5 litrais
distiliuoto vandens, o po to 5 litrais 1 M natrio
karbohidrato tirpalo, pH 11. Isplauta sefaroze
suspenduojama 1 litre 1 M natrio karbonato tirpalo

(pH 11). Nuolat mai3ant, laSais pridedama 200 ml
divinilsulfono. Reakcija pabaigiama per 70 min kambario
temperatiroje ir nutraukiama pridedant 1 N HCl tirpalo
(pH iki 7,0).

Aktyvuota smala suspenduojama 1 litre 0,25 M natrio
bikarbonato tirpalo (pH 9,0), turin¢io 2 g anti-FSH
monokloniniy antikidniy, gaunant didesnj negu 90%
antikiniy susirisimg su aktyvuota derva. Gauta

imunoderva saugoma 4°C temperatiroje.

1 pavyzdyje pateikiamos $io iSradimo dvi valymo budo
stadijos, tinkamos komerciniam ZKH, t. y. Pergonalo®

preparato (Serono) aktyviam ingradientui.

Reikia suprasti, kad nors ZKH yra geresné 1iSeitine
medZiaga 3io i8radimo badui, taciau visa tai tinka ir
kitoms maziau iSvalytoms medZiagoms tokioms = kaip
poklimaksinio &lapimo koncentratai ir panaSioms. Geri
rezultatai gauti naudojant kaip iSeitine medZiaga
§lapimo koncentratg, turinti tik 1 tarptautini vienetag

FSH / 1 mg.

Kiti Sio iSradimo variantai ir privalumai bus
akivaizdis susipazinus su sekancCiais pavyzdzZiais,

kuriais i8radimas neapsiriboja.
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1 pavyzdys: Labai i3valyto Slapimo FSH gavimas

1 stadija: Imunovalymas panaudojant anti-FSH MoAK-DVS-

Sefaroze.

ZKG naudojamas kaip iSeitineé medZiaga.

Imunoderva anti-FSH MoAK-DVS-Sefaroze inkubuojama su
0,1 M. Tris-HCl, 0,3 M NaCl buferyje, pH 7,54°C
temperatiroje. I kolonéle ivedama tam tikrg SH kiekj
tarptautiniais vienetais (RIA), atitinkanti 80-90%

bendros FSH riSancios gebos.

Laisvi Dbaltymai eliuojami buferiu tol, kol eliuato

optinis tankis apie 280 nm (oD 280) nebus maziau 0,02.

Absorbuotas $lapimo FSH eliuojamas 1§ imunodervos 1 M
amoniako tirpalu 4°C temperatliroje. Amoniakiniai
eliuatai, atitinkantys apytikriai 4- kartinij
imunodervos tidri, yra grupuojami, pH pasiekiamas iki
9,0 kaip galima greid&iau 4°C temperatiiroje pridedant
ledinés acto rigSties. Po to tirpalas ultrafiltruojamas
Amikon aparate (membrana C.0.10000 daltonuy) ir

koncentruojamas iki maZo ttGrio.

2 stadija. AtvirkSc¢iy faziy auksto slégio

chromatografija

Gauto tirpalo pH privedamas iki 5,6, po to jis ivedamas
i kolonele Cl8 su atvirksSCiomis fazemis (Pre Pak
waters), kuri prie§ tai buvo supusiausvyrinta 0,05 M
buferiniu amonio acetato tirpalu kambario
temperatiroje. Tirpiklio fronto judeéjimo greitis - 100

ml/min. Eliuatas matuojamas ties 280 nm.
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Valymui naudojamas aparatas Prep 500 A (Waters),
turintis UvV-detektoriy ir preparatyvaus gradiento

generatoriy.

Biologiskai aktyvus labai iSvalytas Slapimo FSH
eliuojamas izopropanolio gradientu iki 50 % Jjudrios
fazés. Frakcijos tikrinamos panaudojant analitine gel-

chromatografijgq ir radioimunoanalize.
Organinis tirpiklis paSalinamas distiliuojant vakuume
40°C temperatiiroje. Po to tirpalas wuZ3aldomas ir

liofilizuojamas.

2 pavyzdys: FSH tyrimas

Pagal §i iSradimg gautg labai i8valyta Slapimo FSH
preparata tiria keliais cheminiais-fiziniais,
biologiniais ir imunologiniais metodais tam, kad gauty
jo pilng charakteristikg. Kaip nurodyta Zemiau, dauguma
tyrimy atlikta lyginant su labai isvalytu FSH
preparatu, i8skirtu 18 hipofizio, gautu pagal Zemiau

apradSytg metods.

ISeitine medZiaga panaudotas neisvalytas Zmogaus
hipofizio ekstraktas, gautas kaip paSalinis produktas

ekstrahuojant Zmogaus augimo hormong.

Metodika susideda i3 sekanciy stadijuy:

1) Neisvalyto Zmogaus hipofizio ekstrakto pirminis
iSvalymas ekstrahuojant 40% etanoliu, turinciu 6%
amonio acetato, pH 5,6, precipituojant supernatanta 96%

Saltu etanoliu.

2) Tolimesnis valymas panaudojant jonine

chromatografijg dietilaminoetilceliulioczeéje su 0,15 M
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natrio acetato tirpalu, pH 7,0 kaip eliuentu, ir po to
precipituojant 96% Saltu etanoliu. )
3) FSH frakcijos tolimesnis wvalymas gel-filtracijos
Sefadekse S 100 badu, panaudojant kaip buferi 0,05 M

amonio bikarbonata.

4) FSH wvalymo paskutine stadija, panaudojant Jjonine
chromatografija koloneleje SP Sefadeksas S 50. Labai
iSvalytas hipofizio FSH eliuojamas 0,1 M fosfatiniu

buferiniu tirpalu pH 6,2 ir po to liofilizuojamas.

Kaip buvo nustatyta, hipofizio FSH biologinis
santykinis aktyvumas in vivo (Stilmano-Rolei testas;
tarptautinis vienetas antrojo IRP-NMS) sudaro 4770
tarptautiniy FSH vienety 1 mg liofilizuotuy milteliuy.
Siam nustatymui naudota metodika, apradyta Zemiau po

antraste "Biologinio aktyvumo kiekybinis nustatymas" .
Atliekami sekantys tyrimai:

Kontaminacija LH

Sis testas atliekamas panaudojant specifine LH

(liuteinizuojantis hormonas) radioimunoanalize su LH
1250

LH kaip <Zymétg atomg, naudojant trigubg KIT (kodas

standarto pagalba graduoto pagal antraji IRP-ZKH P

10204, pagamintg Biodata® kompanijos. Kaip antiserumas
naudotas ozZkos anti~-ChGH (zmogaus choriono,
gonadotropinas) antiserumas, kuri gavo parei3kéjas. Sis

antiserumas rodée 100 % kryzZmine reakcija su LH ir

maziau negu 0,1 % su FSH.

Radioimunoanalizés metodas Dbatinas patikrinant, ar
gautas pagal 1 pavyzdi labai iSvalytas 3lapimo FSH néra

uzterstas liuteinizuojanéiu hormonu.
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Auks&iau pateikti rezultatai patvirtinti panaudojant
kita Jjautresni metoda DELFIA (disociacija-pagerinta
lautanid-fluoro-imunoanalizé), kuriam iranga pateikia

firma LKB-Farmacija.

Elektroforeze poliakrilamido gelyje su natrio

dodecilsulfatu

Blokiné elektroforeze ploksCiame gelyje su natrio
dodecilsulfatu vykdoma redukcinémis salygomis 13,5 %
poliakrilamido gelyje, pH 8,8 pagal metoda aprasyta
Lemli >urnale Nature, 227, p.680-685 (1970).

Daoma briliantiniu Kumasi méliu R-250, 0,25 % 25 %

o)

metanolio /75 % acto rugSties.

Siuo metodu tiriamas tiek labai isvalyto FSH
preparatas, gautas pagal 8i isradimg, tiek ir 1labai
idvalytas hipofizio FSH, gautas kaip apraSyta auksciau.
Bandymo rezultatai parodyti Fig. 1, kur parodytos tiek
§lapimo, tiek hipofizio FSH preparaty juostos drauge su

molekulinés masés markeriais (M.M.).

Abiejuose FSH preparatuose pagrindine didZioji juosta,
bidinga glikoproteidams, sutinkama vienos ir tos pacios
molekulés maseés, apytikriai 20000 daltonuy, kas atitinka
literatdrinius duomenis. Del Zinomo glikoproteidy
elgesio $ios elektroforezes salygomis gautas dydis yra

Siek tiek didesnis nei i% tikruyju.

Mainy chromatografija

Labai i&valyti preparatai, i8skirti i§ $lapimo ir is
hipofizio, analizuojami koloneléje TKG 2000 SW
naudojant 0,1 M buferini fosfatinj tirpala, pH 6,8 +
0,2 M NaCl kaip eliuentg. Tirpiklio fronto judejimo

greitis 0,7 ml/min, matuojama ties 230 nm.



10

15

20

25

30

35

LT 4018 B
15

Fig. 2 pateikiami duomenys, kurie rodo iprastus
pagrindinius $lapimo ir hipofizio FSH pikus, kuriy

laikai panasts (atitinkamai 13,37 ir 13,35 min) .

Izoelektrofokusavimas

Izoelektrofokusavimas atliekamas 5 % plonasluoksniame
poliakrilamidiniame gelyje (Anfolin, LKB®, pH 3,5-9,5),
fiksuojama 11,5 % (masés) trichloracto radg&timi ir 3,5
% (masés) sulfosalicilo riugdtimi, dazZoma sidabru is$

BIO-RED? rinkinio.

Fig. 3 pateikti duomenys apie labai i8valytus FSH
preparatus, isskirtus is Slapimo ir hipofizio,
iskaitant ir izoelektrinio tasko markerius. Kaip matyti
i§ paveiksleélio, abu preparatali rodo keleta juosty,
tadiau ju piedinys skiriasi. $lapimo FSH pagrindines
juostos yra pH intervale maziau kaip 4,8, kai tuo tarpu
hipofizio FSH pagrindines juostos pasireiskia

aukdtesniame pH intervale.

3ie bandymai rodo, kad 3lapimo ir hipofizio FSH néra
identidkos molekulés ir kad Jju skirtumus salygoja
angliavandeniliy, o gal ir paéiy baltyminiy daliy

skirtumai.

Biologinio aktyvumo kiekybinis nustatymas

Labai isvalyto &lapimo FSH preparato biologini aktyvumg
in vivo nustato Stilmano- Rolej metodu
(Endokrinologija, 53, p.604-616, 1953) naudodami kaip

etalonag ZKH-Haus etalona pagal 2-aji Tarptautini
Etalonini Preparata ZKH, skirta biologinio aktyvumo
kiekybiniam nustatymuil. §ig analize priémé visos
pagrindines Farmakopéjos ir Tarptautiniy Vienety
nustatymo Sveikatos apsaugos Tarnybos FSH Dbiologinio

aktyvumo nustatymui.
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Nustatyta, kad labai idvalytas Slapimo FSH preparatas,
gautas pagal auk8Ciau pateikta pavyzdi, pasizZymi
santykiniu aktyvumu lygiu 6200 T.V. FSH / 1 mg
liofilizuoty milteliy, tai didZiausias kada nors

apradytas i3 Slapimo iSskirto FSH aktyvumas.

AminortgS¢&iy sekos nustatymas

a) Slapimo FSH subvienety idskyrimas

lapimo FSH subvienetai i&skiriami panaudojant auksto
slegio skyscCiy chromatografijos sistemag Waters,
turindia kolonéle Akvapor RP-300, 200 x 4,6 mm, 7 um

(Braunli Lebs) . Eliuentai sekantys: A=0,1 % TFA
(trifluoracto ruagstis, Iners), B=0,055% TFA
acetonitrile. Tirpiklio fronto Jjudéjimo greitis - 1
ml/min prie 35°C. Pradinis reZimas - 15 %. B per 20 min

gradientas padidinamas 40% B. UV-detektorius dirba ties
229 nm. Ivedama analiziné serija - 20 p 0,5 mg/ml FSH
tirpalo ir 0,5 % TFA. Pradiné inkubacija TFA tirpale
nebitina. Preparatyviai iSskiriama toje pacioje
kolonéleje. Gaunama gera skiriamoji geba, kuomet
ivedama 0,5 mg labai iSvalyto Zmogaus Slapimo FSH
(serija Nr. 032), istirpinto A buferyje. Frakcijos
renkamos rankiniu bidu ir dZiovinamos koncentratoriuje
Spid. Vak. Subvienetai iStirpinami vandenyje,
analizuojami aukdto slégio skysciy chromatografija ir

saugomi minus 20°C temperatiroje.

Beta-subvienetas eliuojamas apytikriai po 10,5 min kaip
platus pikas, alfa-subvienetas eliuojamas per 15 min
kaip smailus pikas. Kiekvienas pikas identifikuojamas
kaip alfa- ir beta-subvienetas radioimuninés analizes
pbadu. Paprastai redukuojama apie 50% subvieneto, kai

tuo tarpu alfa-subvieneto redukuojama daugiau kaip 90%.
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b) Alfa- ir beta-subvienety redukavimas ir
karboksimetilinimas .
IS8skirtuy, kaip aprasyta a) dalyje, subvienety

C

redukavimas atliekamas panaudojant 0,5 % Tris, 0,1 %
EDTA, 6 M guanidin-HC1, pH 8,5 2 wval begyje 37°C
temperatiroje pridéjus DTT (ditiotreitolio, Serva) 15-
karty didesniu moliaringumu negu cisteino. Po to i
reakcijos miSini pridedama natrio jodacetato (2,1
moliaringumo negu DTT) ir paliekama 30 min tamsoje.
Reakcija sustabdoma pridéjus 1% merkaptoetanolio ir
TFA. Karboksimetilintus subvienetus valo auk&to sleégio
skysciy chromatografija. Beta-karboksimetilintas
subvienetas blogai tirpsta vandenyje, todél galutine

iSeiga nereiksminga.

C) Beta-subvieneto redukavimas, piridiletilinimas ir

poveikis tripsinu.

ISsskirto kaip aprasdyta a) dalyje, Dbeta-subvieneto
redukavimas atliekamas kambario temperatidroje 2 wval
begyje Siuo budu: 0,1 mg beta-subvieneto inkubuojama su
0,5 ml 0,5 M Tris tirpalo, 0,1 % EDTA, 6 M guanidin-
HCl, pH 8,5, 2,7 mg ditiotreitolio. Piridiletilinama
pridéjus 0,02 ml 4-vinilpiridino prie auks¢iau paminéto
tirpalo. Reakcija vyksta 2 val kambario temperatiroje.
Pagaliau, reakcijos miSinys patalpinamas i S4-patrong
(Beiker), su 0,1 % TFA. Patronas praplaunamas 0,1 % TFA
ir piridiletilintas beta-subvienetas eliuojamas 40%
acetonitrilu, 0,1 % TFA. Eliuotas frakcijos dZiovinamos
ir valomos auksto sleégio skysCiy chromatografiija kaip
tai aprasSyta auk3&iau. ISvalytas piridiletilintas beta-

o)

subvienetas iStirpinamas 1 % NH4HCO3 tirpale, pH 8.

d) Alfa-subvieneto sekvenavimas
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Alfa-subvieneto, karboksimetilinto alfa-subvieneto arba
viso labai isvalyto Slapimo FSH sekvenavimas
(aminortugsc¢iy liekany sekos nustatymas) atliekamas

panaudojant 5 nmolius ar maziau i baltymini sekvenserj
(470 A, Eplaid Biosistem) ir panaudojant standartine
programg  O03PRTH, pateikta Eplaid Biosistem, arba
specialia programa, kurioje ciklai, skaldantys P o arba
Cly, pakeisti specialiu ciklu O03CPPO. Pradedant nuo
molekulés NH2 galo identifikuojama pirmos 45 liekanos,
Sie rezultatai patvirtina sekg,zZinomg 13 literatuaros
(J. Biol. Chem., 250, p. 6735/1975). Asn 52 padetyje ir
78 padétyje Zinomoje sekoje prasidedancioje Ala, ir yra
tos aminoriagstys, kur vyksta glikozilinimas. NH2 gale
visada yra nevienodumas ir jis visada toks pats visuose
sekvenuotuose meginiuose. Visa molekule (t.y.
prasidedanti Ala) bina 65 % grandiniy, molekule,
neturinti pirmujy dviejy aminortigsciy (t.y.
prasidedanti Asp), pasitaiko 5% molekuliy, o neturinti
pirmyju trijuy aminortgsciy (t.y. prasidedanti Val)

pasitaiko 30% atvejuy.

1 5
65% grandiniy Ala Pro Asp Val Glu..
5% grandiniy Asp Val Glu...
30% grandiniy Val Glu...

Alfa-subvieneto nevienodumas

e) Beta-subvieneto sekvenavimas

Atliekamos kelios sekvenavimo serijos, panaudojant
beta-subvienetus, karboksimetilintus beta-subvienetus,
visg labai idvalytag zZmogaus Slapimo FSH ir
piridiletilinto beta-subvieneto tripsinizuotus
peptidus. Meginiai sudedami i baltymy sekvenseri (470
A9 Eplaid Biosistem) ir panaudojama programa O3PPTH,

pateikta Eplaid Biosistem. Duomenys rodo kad S§is
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subvienetas turi 111 aminorugsc¢iy ilgi ir sekanc¢iag

seka: -
10

Asn Ser Cys Glu Leu Thr Asn Ile Thr Ile Ala Ile Glu

20
Lys Glu Glu Cys Arg Phe Cys Ile Ser Ile Asn Thr Thr
30
Trp Cys Ala Gly Tyr Cys Tyr Thr Arg Asp Leu Val Tyr
40 50

Lys Asp Pro Ala Arg Pro Lys Ile Gln Lys Thr Cys Thr
60

Phe Lys Glu Leu Val Tyr Glu Thr Vval Arg Vval Pro Gly

100
Thr Asp Cys Thr val Arg Gly Leu Gly Pro Ser Tyr Cys
110
Ser Phe Gly Glu Met Lys Glu

Asn 7 ir 24 padétyje, pradedant nuo Asn 1 padetyje, yra

tos aminoruigstys, kur vyksta glikozilinimas.

Beta-subvieneto NH?2 gale wvisada nevienodumas, kuris
vienodas visuose sekvenuotuose meginiuose. Pilna
molekulé (t.y. prasidedanti nuo Asn) pasitaiko 35%
grandiniy, molekulég, neturinti pirmos aminorug3ties
(t.y. prasidedanti Ser) pasitaiko 15%, o molekule,
neturinti pirmyjy dviejy aminorugsciy (t.y.
prasidedanti Cys) pasitaiko 50%.

1 2
35% grandiniy ., Asn  Ser Cys“* Glu “Teu..
3 grandiniy Ser Cys Glu Leu. ..
0% grandiniy Glu Leu. ..

Beta-subvieneto nevienodumas

3 pavyzdys: Vaistiniai preparatai
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Farmaciniy vaisto formy, turinciy labai isvalyta
Slapimo FSH, gautag pagal $i iSradimg, gavimas nesudaro
sunkumy. Kadangi medZiaga i38laiko savo Dbiologinj
aktyvumg po liofilizacijos, pastaroji talkina gaunant

formg, tinkamg injekuojamiems preparatams.

Liofilizuotas preparatas, turintis labai idvalytay
S$lapimo FSH, tirpinamas fiziologiniame tirpale ir/ar
kitokiame tinkamame skiediklyje ir gaunamas

SvirksS¢iamas tirpalas.

Kai kurie wuZpildai gali bati panaudoti kompozicijoje
kaip jos dalis, pavyzdZiui, manitas, laktoze, glicinas,
gliukozé, sacharozé ir Jjy misSiniai. Galima naudoti ir

kitus tradicinius uzZpildus ar jy mi3inius.

Bandymuose, atliktuose pagal iSradimg, &virkSciamiems

preparatams kaip uZpildas panaudota laktoze.

Gaminant injekcinius preparatus, pasirinktinai gali
keisti pH iki tam tikros reik3meés, pridedant
tradiciniy rigStiniy ar Sarminiy medZiagy. Kaip
rigstiné medZiaga gali biti naudojama acto rGgsStis ir
pan. I3 Sarminiy medzZiagy naudojamas natrio Sarmas ir

pan. Galima naudoti miSinius.

Sio iSradimo rémuose galima panaudoti viena ar daugiau

stabilizatoriy, pavyzdziui, albuming ir pan.

20000 ampuliy, kuriy kiekviena turi 75 tarptautiniuy
vienety FSH, partijos vaisty gamybos pavyzdys atrodo

sekanciai:

Liofilizuoty FSH milteliy paskaicdiuotas kiekis
(biologinio aktyvumo vienetais) iStirpinamas 700 ml
Salto apirogeninio vandens, skirto injekcijoms. Jeigu

reikalinga, pH pasiekiamas intervale nuo 6,2, iki 6,8
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tam tikslui panaudojant acto ragdti ar natrio Sarma. Po
to tirpalas sterilinamas filtruojant per filtra, kurio

poros 0,2 um dydZio.

200 g laktozés iStirpinama 2 litruose apirogeninio
vandens, skirto injekcijoms, sterilizuoja kaip aprasyta

auks&iau ir prideda prie FSH tirpalo.

Apirogeninis vanduo injekcijoms pridedamas tam, kad
buity pasiektas galutinis 15 litry tdris. Po to tirpalas

i3pilstomas i ampules (po 0,75 ml kiekviena) ir
liofilizuojama steriliame liofilizatoriuje. Gaunamos
ampulés, kuriy kiekviena turi po 75 tarptautinius

vienetus FSH ir 10 mg laktozes.

Geresniame variante kiekviena ampulé gali turéti 150

tarptautiniy vienety FSH ir 10 mg laktozés.

Pagal kitag vaistinio preparato pavyzdi gaunamos
ampulés, turincios be laktozés kaip uZpildo dar po 1 mg

albumino kaip stabilizatoriaus.

Nors Sis iSradimas iliustruojamas specifiniais
pavyzdZiais reikia suprasti, kad ivairis variantai gali
biti papildomai realizuoti 3io iSradimo apimties ir

esmés ribose.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Baltymas, turintis alfa- ir beta-subvienetus, kurio
alfa-subvienetas yra gonadotropino alfa-subvienetas ir
beta-subvienetas turi sekancig aminorugs$&iy seka:
10
Asn Ser Cys Glu Leu Thr Asn Ile Thr Ile Ala Ile Glu
20
Lys Glu Glu Cys Arg Phe Cys Ile Ser Ile Asn Thr Thr
30
Trp Cys Ala Gly Tyr Cys Tyr Thr Arg Asp Leu Val Tyr
40 50

Lys Asp Pro Ala Arg Pro Lys Ile Gln Lys Thr Cys Thr
60
Phe Lys Glu Leu Val Tyr Glu Thr Val Arg Val Pro Gly
70
Cys Ala His His Ala Asp Ser Leu Tyr Thr Tyr Pro Val
80 90
Ala Thr Gln Cys His Cys Gly Lys Cys Asp Ser Asp Ser
100
Thr Asp Cys Thr Val Arg Gly Leu Gly Pro Ser Tyr Cys
110
Ser Phe Gly Glu Met Lys Glu

2. Baltymas pagal 1 punktg, be s i s kiriantdis
tuo, kad turi Dbeta-subvieneta, susidedanti i3 110
aminorugs¢iy ir turinti Jjuy seka, nustatyta pagal 1
punktg, taciau be pradinio Asn (1 padeétis).

3. Baltymas pagal 2 punktga, be s i s kiriantdis
tuo, kad turi beta-subvienetga, susidedanti 13 109
aminorugsC¢iy ir turinti juy seka, nustatytg pagal 1
punktg, taciau be pradiniy Asn ir Ser (2 padeétis).
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4. Baltymas pagal 1 punkta, b e s i s kiriant i s
tuo, kad gonadotropino alfa-subvienetas turi sekancCig

aminortgsS&iy seka:

10
Ala Pro Asp Val Gln Asp Cys Pro Glu Cys Thr Leu Gln
20
Glu Asn Pro Phe Phe Ser Gln Pro Gly Ala Pro Ile Leu
30
Gln Cys Met Gly Cys Cys Phe Ser Arg Ala Tyr Pro Thr
40 50
Pro Ley Arg Ser Lys Lys Thr Met Leu Val Gln Lys Asn
60
Val Thr Ser Glu Ser Thr Cys Cys Val Ala Lys Ser Tyr
70
Asn Arg Val Thr Val Met Gly Gly Phe Lys Val Glu Asn
80 90
His Thr Ala Cys His Cys Ser Thr Cys Tyr Tyr His Lys

Ser Asp Cys Thr val Arg Gly Leu Gly Pro Ser Tyr Cys

5. Baltymas pagal bet kury i% 1-4 punkty, b e s i s-

k i r i a n t i s tuo, kad turi alfa-subvienetg,
susidedanti, i3 90 aminoriGgs$c¢iy ir turinti Jju seka,
nustatyta pagal 4 punkta, tac¢iau be pradiniy Ala ir Pro
(2 padetis).

6. Baltymas pagal bet kury is 1-5 punktuy, b e s i s-

k i r i a n t i s tuo, kad turi alfa-subvienetg,
susidedanti i8 89 aminortgsciy ir turinti Jjuy seka,
nustatyta ‘pagal “4“punkta, tadiau be pradiniy Ala ir Pro
(2 padétis) ir Asp (3 padétis).

7. Baltymas pagal bet kuri i§ 1-6 punkty, b e s i s-
kiriantdis tuo, kad yra glikozilintoje formoje.
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8. Baltymas pagal 7 punktg, be s i s ki r i a n t is
tuo, kad glikozilinami beta-subvieneto (beta-
subvienety) Asn 7 ir 24 padetyse ir alfa-subvieneto
(alfa-subvienety) Asn 52 ir 78 padetyse.

9. Baltymas pagal 7 punkta, be s i s k i r i antis
tuo, kad pasizymi folikulus stimuliuojandio hormono
(FSH) aktyvumu.

10. Baltymas pagal bet kuri id 1-6 punkty, b e s i s-
kiriantis tuo, kad neturi liuteinizuojancio

hormono ir kity $lapimo baltymy priemai3y pédsaky.

11. Baltymas pagal 10 punkta, be s i s k 1 r i a n-
t 1 s tuo, kad jji ekstrahuoja 13 Zmogaus klimaksinio

Slapimo.

12. Biologiskai aktyvus i3 Slapimo iSskirtas folikulus
stimuliuojantis hormonas, neturintis liuteinizuojancéio

hormono ir kity 3Slapimo baltymy priemaisy pédsaky.

13. Biologiskai aktyvus hormonas pagal 12 punkta, b e-
s iskiriantdis tuo, kad turi gonadotropino
alfa-subvienetg ir beta-subvienety, kurio aminorgsciy

seka apibréZta 1 punkte.

14. Baltymas pagal 9 ar 12 punktus, b e s i s k i-
riantis tuo, kad pasiZymi santykiniu aktyvumu,
ne mazesniu kaip 6200 tarptautiniy vienety FSH 1 mg
liofilizuoty milteliy.

15. Baltymo pagal bet kuri i& 1-14 punkty gavimo budas,
besiskiriantis tuo, kad poklimaksinio
Slapimo koncentrata valo imuniniu badu, panaudojant
specifinius FSH imobilizuotus monokloninius antikinus,

pPo to eliuoja FSH, i8 kurio i3valo bet kokius
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pédsakinius priemaisy kiekius tam tikslui panaudojant

atvirkd¢iy faziy auks$to slégio skys&iy chromatografijsg.

16. Badas pagal 15 punktg, b e s i s ki r iantis
tuo, kad iSeitine medZiaga panaudojamas Zmogaus

klimaksinis gonadotropinas.

17. Budas pagal 15 arba 16 punktg, b e s i s ki r i a-
n t i s tuo, kad i3 imunokomplekso eliminuojant FSH
kaip eliuenta panaudoja vandenini tirpala, kurio pH
aukStesnis negu 10, ir moliaringumas aukStesnis negu
0,5.

18. Budas pagal 17 punktg, b e s i s ki riantis
tuo, kad eliuento pH yra nuo 11,3 iki 11,7 ir

moliaringumas apie 1.

19. Bidas pagal 18 punkta, b e s i s kiriantdis

tuo, kad eliuentas yra 1M amoniakas.

20. Vaistinis preparatas, b e s i s ki r iant i s
tuo, kad turi baltymo pagal bet kuri i3 1-14 punkty
terapiskai efektyvy kieki.

21. Vaistinis preparatas pagal 20 punkta, b e s i s-
kiriantdis tuo, kad turi tinkamg uzpildsa.

22. Vaistinis preparatas pagal 21 punkta, b e s i s-
kiriantdis tuo, kad uZpildas yra laktozé.

23. Vailstinis preparatas pagal bet kuri i§ 20-22
punkty, b e s 1 s k i r i a n- t i s tuo, kad yra

liofilizuotoje injekcijoms skirtoje formoje.

24. Vaistinis preparatas pagal bet kuri i§ 20-23
punktuy, b e s i s ki r iantis tuo, kad skirtas

poodiniam iSvirkStimui.
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25. Vaistinis preparatas pagal 20 punkta, b e s i s-
k i r i a n t i s tuo, kad turi 75 tarptautinius

vienetus FSH ampuleje.

26. Vaistinis preparatas pagal 20 punkta, b e s i s-
k i r i ant i s tuo, kad turi 150 tarptautinius

vienetus FSH ampuléje.

27. Vaistinis preparatas pagal bet kuri 18 20-26
punkty, b e s i s Kk i r i ant i s tuo, kad turi

smogaus albuming kaip stabilizatoriy.

28. Baltymo pagal bet kuri 15 1-14 punkty panaudojimas
vaistinio preparato pagal 20 punkta gamybai.
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