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Sposób wytwarzania wysokoaktywnych preparatów hormonu adrenokertikotropo-
węgo z przedniego piata przysadki mózgowej

Patent trwa od dnia 3 lipca 1956 r.

Wynalazek dotyczy sposobu otrzymywania wy-
sokoaktywjięgo preparatu hormonu adrenokor-
tikotropowego z przedniego płata przysadki móz-

Wiadomo, że z przedniego płata ffflzy&adki
mózgowej można izolować bosman Emulujący
-korę nadnercza. Hojaaon ten znany pod nazwą
ACTH, nabrał w ostatofah (latach dużego zna¬
czenia w terapii i .diągnwt^ce.

^atazympHanfe preparatów j&CTH o wysokiej
-czystości według jznaayoja sraetod jest uciążliwe
i związane z wysokimi jkosetstmi. Oprócz togo
przy izolawaniu i procesie oczyszczania ACTH
jaastejmją znaczne straty, które obniżają wydaj¬
ność produktukońcowego.

Sposób wytwarzania tego hormonu opiera się
na nowoczesnych metodach frakcjonowania bia¬
łek. Według tych metod materiał wyjściowy,
mianowicie przysadki mózgowe świń, owiec,
wielorybów lub bydła, ekstrahuje się kilkakrot¬
nie za pomocą silnie zakwaszonych wodnych

■*) Właściciel patentu oświadczył, że twórcą wyna¬
lazku jest dr Gerhard Schafer.

coe&woEÓw acetonu. Z połączonych ekstraktów
otrzymuje «*ę następnie przez zwiększenie stę¬
żenia acetonu fragcję zawierającą ACTH. Tak
otrzymany surowy hormon o przeciętnej mocy
■OyS lE/mg eswobadza się od pozostałych hormo¬
nów przedniego płata przez przesunięcie pH albo
przez frakcjonowane wysalanie. Z oczyszczonego
i dializowanego ekstraktu strąca się acetonem
ACTH o czystości około 2 JE/mg. Zawiera on
jednak jeszcze znaczne ilości hormonów tytaęgo
piata przysadki mózgowej oraz małe ilości hor¬
monu wzrostu, laktacji i gonadotoopowego. Za-
meczyszc^enia inafctywuje się za pomocą kwa¬
ków i podwyższonej temperatury. Piscedura ta
jest jednak niewskazana, gdyż następuje jedno¬
cześnie inaktywacja pewnej ilości ACTH.

Wiadomo, że dalsze wzbogacenie produktu w
ACTH można przeprowadzić różnymi sposobami,
na przykład przez adsorbcję na wymieniaczach
kationów albo przez hydrolizę ACTH kwasem
lub pepsyną i następującą po tym chromato¬
grafią. I



Poza tym wiadoma, że specjalnie dogodny jest
sposób wzbogacania produktu w ACTH przez
adsoybcję na oksycelulozie. Zastosowanie; tego
sposobu *po procesie oczyszczania daje,, w rezul¬

tacie produkt o tak wysokim stopniu czystości/
źe może on być bez szkody zastosowany nawet
dożylnie.

Celem wynalazku było opracowanie takiego;
sposobu otrzymywania ACTH^ który zezwoliłby
na podwyższenie wydajności czystego, hormonu.

Stwierdzono, że metoda adsorbcji na oksyce-
lulozie nadaje się do otrzymywania , wysoko-
aktywnych preparatów ACTH, nie zawierających
zanieczyszczeń innych hormonów przysadki móz¬
gowej, bezpośrednio z surowego hormonu bez
zastosowania procesów oczyszczania. Metoda ta
jest szczególnie dogodna dlatego, ponieważ nor¬
malnie odizolowanie ACTH od poszczególnych
hormonów tylnego płata przysadki mózgowej
przebiega bardzo trudno. Znane sposoby odizo-
lowywania ACTH od innych hormonów są bar¬
dzo skomplikowane (frakcjonowanie) i prowadzą
do otrzymania ACTH z małą wydajnością.

Sposobem według wynalazku można izolować
dalsze hormony przysadki mózgowej z pozosta¬
łości, nie zaadsorbowanej na oksycelulozie i zu¬
żytkować je do celów terapeutycznych, podczas
gdy według dotychczasowych metod hormony
te ulegały zniszczeniu działaniem kwasów i tem¬
peratury (jak już wyżej wspomniano), przy czym
również ulegała inaktywacji znaczna część
ACTH.

Przykład. 0,5 kg świeżych zamrożonych
przysadek mózgowych miażdży się jak najdokład¬
niej I zalewa dwoma litrami mieszaniny składają¬
cej się z 21 acetonu, 0,251 wody i 50 ml stężonego
kwasu solnego. Do tak otrzymanej zawiesiny
wprowadza się dwutlenek węgla w postaci sta¬
łej, w celu obniżenia temperatury do —«20«
—250C. Następnie mieszaninę doprowadzoną w
ciągu 20 minut do temperatury + 200C miesza
się intensywnie w ciągu godziny. Powstały osad
odsącza się i ekstrahuje jeszcze raz 1 litrem
80%>-ego acetonu. Połączone ekstrakty wlewa

się do 15 1 acetonu ochłodzonego do —5*C, a wy¬
trącony osad przemywa dokładnie acetonem
i suszy, w próżni. Otrzymany surowy ACTH w
ilości około 16 g, o wartości 0,5 IE/mg, rozpusz¬
cza się w 500 ml 0,1 molowegfr kwasu octowego
o pH = 3-^4. Do roztworu dodaje się 1,5 g oksy-
celulozy (zawartość karboksylu 11—12P/t), uprzed¬
nio przemytej 0,1 molowym kwasem solnym,
wodą i 0,1 molowym kwasem octowym. Miesza¬
ninę pozostawia się w ciągu 24 godzin w tempe¬
raturze pokojowej, stale mieszając. Następnie
odsącza się oksycelulozę i przemywa dokładnie
najpierw 0,1 molowym kwasem octowym, potem
wodą destylowaną. Roztwór powtórnie zadaje
się 0,8 g oksycelulozy, mieszając przez 12 godzin,
następnie odsącza się oksycelulozę i przemywać
jak wyżej kwasem octowym i wodą.

Następnie oksycelulozę zawiesza się w 250 ml
0,1 molowego kwasu solnego i ekstrahuje przez
12 godzin przy silnym mieszaniu. Z kolei mie¬
szaninę odsącza się, a przesącz wlewa się do
12-krotnej ilości acetonu, ochłodzonego uprzed¬
nio do —50C. Aceton zlewa się z nad powstałego
osadu, a osad uwalnia od resztek acetonu przez
odwirowanie. Otrzymany hormon kilkakrotnie
przemywa się absolutnym acetonem, odwirowuje

' i suszy w próżni. Otrzymuje się 0,29 g ACTH
o mocy 25 IE/mg (w sumie 7250 IE). Opisanym
sposobem otrzymano z surowego produktu 90,6Vt
hormonu wysokoaktywnego.

Zastrzeżenie patentowe

Sposób wytwarzania wysokoaktywnych prepa¬
ratów hormonu adrenokortikotropowego (ACTH)
z przedniego płata przysadki mózgowej, przy
czym jako produkt wyjściowy stosuje się surowy
hormon adrenokortikotropowy, znamienny tym,
że hormon adsorbuje się na oksycelulozie, a na¬
stępnie eluuje kwasem solnym, po czym z kwaś*
nego roztworu wytrąca się go acetonem w po¬
staci czystej, wysoko aktywnej.
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