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(54)  Zphsob odstranovani nizkomolekuldrnich sloulenin z roztoku krevniho albuminu

Poznani skute&nosti,%e albuminovd frakce krevnich bilkovin je zodpovédnd za udriovani
osmotické rovnovahy v organismu zplUsobilo,%e albuminovy roztok,upraveny do infusni formy
o koncentraci bilkovin 5 nebo 20% se stal jednim z nejlasté&ji uZivanych preparatl,vyrobenych
z krevni plazmy.AZ dosud se p#i vyrobé& albuminu kladl dlraz na jeho vyté3nost a na elektro-
foretickou &istotu.zadkladni podminkou pro klinickou efektivnost G&inku albuminového prepa-
rétu je co nejniz¥i obsah nizkomolekularnich anorganickych nebo organickych sloudenin,které
se do albuminového roztoku dostévaji v souvislosti s jeho technologickou formou separace.
Vynidlez Fed{ zplsob odstranovani téchto sloulenin z roztoku krevniho albuminu. »

Na precipitaci albuminu ze smési plasmatickych nebo sérovych krevnich bilkovin byl
pouzit siran amonny/Schultze H.,Sch8nenberger M,,Matheke H.D.:Behringwerke Mitt. 26,21,1952;
Dietzel E.,Geiger H.: Behringwerke Mitt., 43,129,1964/,polymetafosfat /Nitschman H.S,,RickLi
E.,Kistler P.: Vox Sang. 5,232,1960/,trichloroctové kyselina /Michel S.E.; Biochem.J. 82,
212,1962/,kaprylat /Hoch H,,Chanutin A.:Arch.Biochem.Biophys. 51,271,1954/,aceton/Schwert
G.W.: J.Amer.Chem.Soc. 79,139,1957 /,étér / Kekwitz R.A.,Mc Kay M.E.,Nance M.H.,Record
B.R.,:Biochem.J. 60,671,1955 /, etanot / Cohn E.J.,Strong L.E,, Hughes H.L.,Mulford D.da,
Ashworth J.N.,Melin M.,Taylor H.L.:J.Amer.Chem.Soc. 68,459,1946; Taylor H.L.,Bloom FaCo,

Mc Call K.B.,Hyndman L.A.:J.Amer,Chem.Soc., 78,1353,1956/,etanol spolu se Zn'H a Ba e
/ Cohn E.J.,Gurd F,N.R.,Surgener D,M.,Barnes B.A,,Brown R.K.,Derounaux G6.,6illespie J.M.,

Kahnt F.W.,Lewer W.F,,Liu C.H., Mittelman D.,Mouton R.F,.,Schmid K.,Uroma E.: J.Amer; Chem.
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Soc. 72,465,1950/ a ionty Zn** /Cohn E.J.,Tullis J.L.,Surgener D.M.,D’Hont M.: Science

116,479,1951/,

Soutasna technoLogfcks praxe viak na jedné strané sice odd&luje albumin od smési
jinych krevnich bitkovin,ale na druhé strané zand%t do albuminového roztoku nizkomoleku~
Larni anorganické nebo organické slouteniny.Technologicky postup miZe taktéz last nékterych
nizkomolekulédrnich sloutenin s-biochemickofyziologickou aktivitou v roztoku koncentralné
obohacovat vzhledem k jejich koncentraci ve vychozi suroving,ze které byl albumin
izotlovén.

PFitomnost netskavych anorganickych soli snituje v injek&nim roztoku albumfnu‘jeho
osmotickou kapacitu.PFitomnost net&kavych nizkomolekularnich organickych molekul v roztoku
albuminu vytvaii ptedpoklady pro vznik nezadoucich interakci téchto Latek s molekulami
albuminu,a to zejména pFi Lyofilizaci nebo pasteurizaci,popfipadé v prubzhu skladovani
v podobé terapeutického preparédtu.

Nedostatkem dosud uZivané technologie je skutelnost,6Ze takto pripravené Lyofilizované
preparaty obsahujé 2,5 + 0,5 % sodiku,ktery citeln sniZfuje klinicky efekt preparatu,
zejména pFi odlerpadvéni tekutin télesnych tkani za patologickych podminek.

U nové navrhované technologie se tyto potife nevyskytovaly v tak vyrazné intenzité,
coi Llze dokqmentovat Gdajem,%e 2z 10 pFipravenych experimentadlnich 3arii podle pFredloZeného
vynalezu bylo dosa%eno sniZeni sodiku u Lyofilizovaného preparédtu o 95 X ai 99,9 % ve
srovnani s tym: materidlem,ktery byl Llyofilizovan bez ptedchézejici separace nizkomoleku-
Larnich sloulenin.

Podstata odstranovéni nizkomolekuldrnich slouenin z roztoku krevniho albuminu
spotiva podle ptedloZeného vyndlezu v tom,%e bilkovinny materidl, obsahujici purifikovany
albumin se suspenduje za aseptickych podminek v tikovém mno¥stvi destilované apyrogenni
vody o teploté O % az +6 °c,aby hodnota koncentrace bilkovin se nachédzela v rozmezi 2 %
a2 15 % s optimem 8 %% 2 %,albuminovy roztok se vyleti napFiklad filtraci a separace
nizkomolekuldrnich sloutenin z albuminového roztoku se provadi elutni gelovou chromato~-
grafii s vylutovaci mezi gelu,vyjadFenou molekulovou hmotnosti nizkomolekularnich sloute-
nin do 10,000, pomoci eluce s destilovanou apyrogenni vodou anebo s roztokem chloridu
sodného v destilované apyrogenni vod& v koncentraci a%¢ 0,9 X, opfimem jen v destilované
apyrogenni vod& o teplotd O Oc a3 +6 °c s hodnotou pH v rozmezi 4,0 at 6,0 pfi priatoku

2 vytokové plochy gelové tasti kolony.

‘0,01 mt a¢ 3,0 ml za minutu na cm
Za optimdlni pratok je moZno povalovat objem v rozmezi od 0,05 mL do 1 mlL za minutu
na cmz,kdy vznikd nated&ni na tele a konci vytoku bitkoviny z kolony,pFi &emZ cca 80 %
nalofeného objemu roztoku bilkovin vytékd z kolony prakticky v té koncentraci,v jaké byl
roztok bilkovin na kolonu nasazen.Pritoky kolem 5 ml za minutu na cmleriedli H.,Kistler
.:Chimia 26,25,1972/ z2plsobuji natedéni roztoku vice neZ na dvojnésobny objem.
Z gelové chromatografické kolony vytekly albuminovy roztok se podrobi sterilizaci,
napfiklad filtraci nebo radiaini sterilizaci a potom dal8imu zpracovani,napfiktad Llyofili-

zaci nebo zakoncentrovani pomoci vakuové destilace,popFfipadé pomoct membrén.

Vynédlez je dale objasnZn ne ptikladech provedeni,jimiZ jeho obsah neni ani omezen,
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ani vyterpan.

Piiklad 1 .

Vychozt surovinou je pasta frakce V,izolovand podle Cohna.Bilkovinny albuminovy
materidl se rozpoudti v takovém mnoZstvi destilované apyrogenni vody o teplot& O %c a3
+6 °c,aby hodnota koncentrace bflkovin se nachizela v rozmezi 2 % a2 15 % s optimenm
8% 1+2 %.Rozpousténi se urychluje michanim.Po rozpudténi se albuminovy roztok vylefi,
naptiklad filtraci,

v technologick?ch pomérech jsou vy$e uvedené podminky zpravidla zachovdny tehdy,
kdyZ rozpustime 1 kg albuminové pasty ve 2 000 ml destilované apyrogenn: vody o teploté&
0 % a3 +¢6 °C.Hodnota takto vzniklého albuminového roztoku byvad zpravidla mezi pH 4,0 a2
6,0 a koncentrace bitkovin byvd v rozmezi 8 + 2 X.Takto ptipraveny roztok purifikovaného
albuminu se vyleii napiiklad filtract a nizkomolekuldrnt slouleniny se z albuminového
roztoku odstrand gelovou chromatografii,napfiklad na dextranovych gelech,pod komerinim
oznatenim Sephadex 6-25,6-50,na polyskrylovych gelech pod oznatenim Biogel P-2,P~4,P-6,
na metakryldtovych gelech,pod komerdnim oznatenim Spheron P-40,nebo na jinych materidlech,
jako jsou napFiklad domac4d vyvojové materidly na bazi Feté&zeného Skrobu s epichlorhydrinem
nebo na bazi perlové celulozy,s vyluovaci mez4 gelu,vyjadienou molekulovou hmotnosti
nizkomolekularnich sloulenin do 10 000,ptitemZ uvedeqé materiadly je nutno pouzivat
v optimadlnim zrnéni,zarudujicim pritok pro technologické podminky.

% a3

Nabobtnaly gel,promyty apyrogenni vodou,pfed tim pifedestilovanou o teplot& 0O
+6 % se plni do kolony.Za optimalni rozmé&ry technologickych gelové~chromatografickych
kolon se povafuji takové,kde prumér kruhové,ﬁebo uhloptitka &tvercové nebo obdélnikové
z4kladni plochy kolony k vy3ce kolony se pohybuje v poméru 1:5 az 1:10,

Do kolony nechame nasadvat albuminovy roztok takovou rychlosti,aby pritok spodni
plochou kolony se pohyboval mezi 0,01 ml a2 3,0 mlL za minutu na plochu 1 cmZ.Mnoistvi
albuminového roztoku,nasazeného na kolonu nemé pFekrodit 25 % a2 30 % objemu gelové Easti
chromatografické kolony.

Po nasazeni celého objemu albuminového roztoku se chromatograficka kolona promyva
s destilovanou apyrogenni vodou anebo s roztokem chloridu sodného v destilované apyrogennt

%

vodé& o koncentraci a% 0,9 %,s optimem jen s destilovanou apyrogenni vodou o teplotd O
a3 +6 %C pFi zachovani stejné prutokové rychlosti, _

Po vytoku albuminového roztoku,zbaveného nizkomolekuldrnich sloufenin se gelove
chromatografickd kolona promyvd rychlosti cca 0,3 mlL a2 0,6 mL za minutu na cm2 minimalné
10ti nasobkem objemu své gelové &asti s 1M roztokem chloridu sodného v apyrogenni destilo-
vané vodé&.Potom se chromatografickd kolona promyje minimaln& 15ti nasobkem objemu své

Oc az +6 %C,pti tem: lze oddilo-

gelové Casti s apyrogenni destilovanou vodou o teploté O
véani nizkomolekularnich sloulenin z albuminového roztoku opakovat.

V piipad&,2e bychom provadéli odsolovani vzhledem a2 k 0,9 %nimu roztoku chloridu
sodného v apyrogenni vod&,ekvilibrizujeme chromatografickou kolonu po promyti s destilo-

vanou vodou s 10tinadsobkem objemd gelové tasti se zvolenou koncentraci chtoridu sodného

a potom lze d&leni nizkomolekularnich sloulenin opakovat.
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Albuminovy roztok po eluci 2 gelové& chromatografické kolony se podrobi sterilizaci,

napfiklad filtraci nebo radialni sterilizaci a potom daldimu zpracovéni,napFiklad (yof1-
lizaci nebo zakoncentrovédni pomoci vakuové destilace,popfipad® pomoci membrén.
Numerické hodnoty,uvad&né jako optima,jsou vhodné pro technologické provedenti,které

bylo Usp&8né& odzkouleno,

PFfiktlad 2

Vychozt surovinou mGZe byt bilkovinna pasta albuminu,izolovand i pomoci siranu
amonného,polymetafosfatu,trichloroctové kyseliny,kaprylatu,acetonu,étéru,etanolu spolu
s Zn++a Ba ++,;nebo jenom pomoct Zn+*.81lkovinné pasta se zpracovavéd v daldim postupu jakec

v pitiklade 1.
PREDMET VYNALEZU

1. Zplsob odstranovdni nizkomolekularnich sloulenin z roztoku krevniho albuminu,
vyznaéujici se tim,%e bilkovinny materiadl,obsahujtct purifikovany albumin, se sdspenduja
za aseptickych podminek v takovém mnoZstvi apyrogenni vody pledtim destilované o teploté
0 %° az +6 oC,aby hodnota koncentrace bilkovin se nachdzela v rozmezi 2 % a3 15 %,albumi;
novy roztok se vyleili napliklad filtraci a separace nizkomolekulérnich sloutenin z albu-
minového roztoku se provddi elutni gelovou chromatografii s vylulovaci m;zi gelu,vyjédre~
nou molekulovou hmotnosty nizkomolekulérnich sloudenin do 10 000,pomoci eluce s aestilo-
vanou apyrogenni vodou nebo s roztokem chloridu sodného v destilované apyrogenni vod#

o koncentraci a2 0,9 %,0 teploté O %¢ az +6 %¢ s hodnotou pH v rozmezi 4,0 a% 6,0 pti
pratoku 0,01 mlL a% 3,0 ml za minutu na cm2 vytokové gelové 2asti kolony,prilem2 z gelove
chromatografické kolony vytekly albuminovy roztok se podrobi sterilizaci,naptiklad
filtraci nebo radiaini sterilizaci a potom daldimu zpracovéni,napfiklad tyofilizaci nebo

zakoncentrovdni pomoct vakuové destilace nebo pomoci membran,

2. ZplUscb podle bodu 1,vyznalujici se tim,%e vychozt bilkovinny materidl se suspen-

duje na hodnotu koncentrace bilkovin v rozsahu 6 a% 10 %,

Vytiskly Moravskeé tiskaiské zavody, Cena: 240 K¢s
provoz 12, Leninova 21, Olomouc '
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