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Zpisob ¢isténi inhibitoru a-1-proteinasy

Oblast technik
Tento vynalez se tykd zpisobu Cisténi inhibitoru a—l—proteinasy, ktery zahmuje jedine¢nou

kombinaci stupiiG ¢idténi umoZziiujici dosazeni vysokého vytézku a vysoké specifické aktivity o—
1-PI.

Dosavadni stav techniky

Inhibitor o—1-proteinasy (zde téZ a—1-PI), znamy rovnéz, jako a—antitrypsin, je sérovy gly-
koprotein o molekulové hmotnosti 52 (00. Tato latka je syntetizovana v jitrech a je obsaZena
v séru v mnozstvich mezi 150 az 350 mg/dl (cozZ je 30 az B0pM ekvivalentem) stanoveno pomoci
testovani plazmovymi standardy.

o—1-PI pisobi v plicich za G€elem inhibice neutrofilni elastasy, serinproteasy, jejiz pfitomnost ve
velkych mnoZzstvich milZe vést k destrukei alveolarnich stén. V normalnich plicich zajistuje o—1-
PI vice nez 90 % anti—neutrofilni ochrany elastasy v niz§im dychacim traktu.

Nedostatek o—I-PI je autosomalni, recesivni dédiéna porucha, ktera se projevuje celou fadou
allelickych variant a ktera je charakteristicka allelickym uspofadanim oznacovanym jako protea-
sovy inhibiéni systém (Pi). Tyto allely jsou seskupeny na bazi hladin o—1-PI, které jsou dosaho-
vany v séru riznych jedincii. Normalni jedinci maji normalni sérovou hladinu o—1-PI (normalni
Jedinci se oznacuji jako jedinci s PIMM fenotypem). Deficientni jednotlivci maji sérovou hladinu
o—1-PI niz$i nez odpovida 35 % prumérné normalni hladiny (tito jedinci se oznaduji jako jedinci
s PiZZ fenotypem). Nulovi jedinci maji nedetekovatelny obsah o—1-PI proteinu v séru (tito
Jjedinci se oznacuji jako jedinci s Pi(nula)(nula) fenotypem].

Nedostatek a—1-PI je charakterizovan nizkymi hladinami a—1-PI v séru (méné nez 35 % prii-
mémé normdélni hladiny) a v plicich. Tito deficientni jedinci jsou vystaveni vysokému riziku
vyvoje panacinarniho emfyzému. Tento emfyzém pievlada u jedincil s fenotypy PiZZ, PiZ(nula)
a PiZ{nula)(nula). Symptomy tohoto stavu se obvykle projevi u postizenych jedinc v tieti nebo
ctvrté dekadé jejich Zivota.

Emfyzém spojeny s nedostatkem o—1-PI se rozviji v disledku koncentraci o—1-PI v niZiich
¢astech dychaciho traktu, které jsou nedostateéné pro inhibici neutrofilni elastasy, coZ vede
k destrukci pletiva pojivové tkang plicniho parenchymu. Jedinci s nedostatkem a—1—PI jsou malo
chranéni proti neutrofilni elastase, uvoliiované neutrofily v niZ3i ¢asti dychaciho traktu. Tato
nerovnovaha proteasa:inhibitor proteasy u jedinct s nedostatkem a—I1-PI se projevi chronickym
pokozovanim a posléze i destrukei plicniho parenchymu a alveolarnich stén.

Jedinci s vaznym nedostatkem o—1-PI se vyznacuji typicky endogennimi sérovymi hladinami o—
1-PI pod 50 mg/dl, dle stanoveni standardizovanymi postupy. U jedinci s tak nizkymi sérovymi
hladinami a—1-PI existuje vice nez 80% riziko, Ze se u nich b&hem Zivota vyvine emfyzém.
Odhaduje se, Ze alespofi u 40 000 pacientit v USA, neboli u 2 % ze viech pacientil trpicich emfy-
zémem, je toto onemocnéni vysledkem poskozeni genu kédujiciho a—1-PIL. Nedostatek a—1-PI
pfedstavuje jednu z nejbéznéjsich dédiénych smrtelnych poruch u bélochd Zijicich ve Spojenych
statech a v Evropé.

Léceni pacientli s nedostatkem o—1-Pl je zamé&feno na ndhradu nebo zvyseni hladiny a—1-PI
v séru. Ocekava se, ze zvysi-li se hladina c—1-PI v séru, zvysi se v diisledku jeho koncentrace
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v plicich, &imZ se upravi nerovnovaha neutrofilni elastasa:a—1-Pl v plicich a zabrani se destrukci
plicni tkané, nebo se tento pochod zpomali. Studie normalni a a—1-PI deficientni populace vedly
k vysloveni nazoru, Ze minimdlni ochranna hladina o—1-PI v séru odpovida 80 mg/dl nebo
11 uM (pfiblizné 57 mg/dl; pfi pouziti ¢istych standardid). V disledku toho je vétSina terapii o—
1-PIdeficientnich pacientii zaméfena na zaji§t€éni minimalni ochranné hladiny a—1-PI v séru,
protoze sérovy a—1-PI je zdrojem alveolarniho a—1-PIL.

Ptipravky s obsahem a—1-PI pro terapeutické pouZiti jsou dostupné od 80. let 20. stoleti. Hlavni
vyuziti nachazeji pti terapii spoCivajici ve zvyieni (ndhrad®) vrozeného nedostatku o—1-PI.
Polocas lidského a~1-PI in vivo odpovida 4,38 dne se standardni odchylkou 1,27 dne. V soudas-
nosti doporuovana dévka 60 mg a—1-Pl/kg télesné hmotnosti tydn& upravi nizkou hladinu o—1—
PI v séru na hladinu pfekra¢ujici minimélni ochrannou hladinu 11pM nebo 80 mg/dl.

Dtive byl a—1-PI &istén riznymi zpiisoby. Jeden z téchto zpisobi kombinuje chromatografii na
aniontové—vyménném chromatografickém médiu s naslednym sraZenim pomoci PEG. Jiné zpii-
soby Cisténi vyuzivaji srazeni pomoci PEG s naslednou aniontové—vyménnou chromatografii,
nebo nékolikanasobné sraZeni pomoci PEG a naslednou aniontové-vyménnou chromatografii.
Dale byly pouzity kombinace sraZeni pomoci PEG, jednoho &i vice stupfii aniontové—vyménné
chromatografie a stupné chromatografie na bazi chelatii kovil.

Dalsi zptisoby vyuzivaji pro &isténi a—1-PI techniku dé&leni fazi. Pro piediiténi a-1-PI se uvadi
specifické aktivity 1,26 jedn./mg.

Podstata vynélezu

Pfedmétny vynalez se tyka zlepSeného zptsobu &isténi a—1—PI. Uvedeny zplsob zahrnuje opat-
feni znelisténé proteinové frakce, s vyhodou pastové Cohnovy frakce IV, + IV,, jeZ obsahuje o—
1-PIL. Tato zne<i3téna proteinova frakce se suspenduje ve studené vod& nebo v solném roztoku pii
pH pfiblizné 6, aby do3lo k rozpudténi rozpustnych proteini, vEetné albuminu, a—2—globulinu
(0—2-makroglobulinu a hatoglobulin) a B—globulinu (transferrinu). Suspenze se poté filtruje,
¢imz se ziskaji nerozpustné proteiny véetng o—1—PI, které se promyji vodou (nebo solnym rozto-
kem). Frakce promytych nerozpustnych proteinii se znovu suspenduje ve vodé (nebo v solném
roztoku), hodnota pH se upravi na pfiblizné 8,5 a pfidanim PEG se vysrazi a—2—globulin. Super-
natant se odlije a pFidanim chloridu zine€natého se vysrazi surovy a—1-PI. Tato surova latka se
znovu rozpusti v NaEDTA pufru a viry se deaktivuji pfidanim &inidla Tween 80 a tri-n—butylfos-
fatu (TNBP). S vyhodou se ptida ngktery ze sacharidi, jako je sacharosa, maltosa, glukosa apod.,
aby se stabitizoval a—1-PI v priib&éhu uvedené deaktivace virl a zvysil se tak jeho vytézek.

Takto zpracovany roztok se nanese na aniontové—vyménné médium za Gdelem oddéleni o—1-PI
od dalich zbyvajicich proteini. Frakce obsahujici a—1-PI se oddéli a vyhodné& se k nim pfidad
bentonit, aby se tak odstranily jakékoli apolipoproteiny, které jsou v této frakei pfitomné. Vznikly
piedistény roztok a—1-PI se izoluje a zahusti.

Timto zplsobem pfedistény a—~1-PI ma specifickou aktivitu v&tsi nez 1,0 jedn./OD;g. Timto pos-
tupem lze dosihnout vytézku vice nez pfiblizn¢ 1,0 jedn./g pasty, s vyhodou pak vice neZ pfib-
lizné 1,3 jedn./g pasty.

PouZitim zpiisobu podle tohoto vynilezu se zlepsi kvalita i vyt&Zek a—1-PI. Déle se timto zpiiso-
bem zkrati doba isténi ve srovnani s jinymi zpiisoby,

Zpisob podle tohoto vynalezu zahrnuje jedineénou kombinaci stupiit &isténi, kterou se dosahne
vysokého vytézku a vysoké specifické aktivity o—1-PI.
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Cisténi a—1-PI vychazi ze znetiiténé proteinové frakce. Touto znedisténou proteinovou frakei
miize byt plazma, dile a—1-PI ziskany rekombinantnimi metodami nebo jakykoli jiny zdroj
obsahujici a—1-PI protein. Ve vyhodném provedeni je znedifténou proteinovou frakci pastova
Cohnova frakce IV, + IV, jejiZ pFiprava je v daném oboru velmi dobfe znama.

Vychozi zpracovani pastové frakce IV, + 1V,

Pastova frakce [V, + IV, (nebo jina znetiSténa proteinova frakce) se suspenduje v 5 + 2 dilech
vody nebo solného roztoku, tj. od pfiblizn& 0,05 do pfiblizn& 0,15 M chloridu sodného na 1 dil
frakce, tedy IV, + IV,) pfi teploté ni28i neZ pfiblizn& 15 °C a pH pfibliZné 6,0 £ 0,2, a to alespoii
piiblizné jednu hodinu. Rozpustné proteiny, véetné albuminu, o—2—globulinu a B—globulinu, se
poté odd€l od nerozpustnych proteind, véetné inhibitoru a—1—proteinasy, a to pomoci filtradniho
lisu, odstfedéni apod. Zbytek se promyje pfi teploté niz¥i nez 15 °C vodou nebo solnym roztokem
pii pH 6 £ 0,2, ¢imZ se odstrani jakykoli dalsi rozpustny protein zachyceny fyzicky v nerozpustné
past&, pfi¢emZ objem vody nebo soln¢ho roztoku pouzitého k promyvani &ini pFiblizné pétinaso-
bek pavodniho objemu pasty.

Bylo zjist&no, Ze suspendovanim pastové frakce IV, + IV, ve vodé€ nebo solném roztoku pfi pH
6,0 = 0,2 s naslednym promyvanim se odstrani témé&f veskery albumin a vysraZzi se vétSina o—2—-a
B~proteini z frakci IV, + IV,.

SraZeni s pouzitim PEG

Nerozpustny proteinovy zbytek se znovu suspenduje v piiblizné 5 + 2 objemech vody na objem
zbytku, pti pH 8,5 £ 0,5, a to pfi teploté pfiblizn& 15 £ 5 °C, vyhodn& po dobu pfibliZzn& 6 hodin,
ackoliv se mohou vyuzit krat3i ¢i del§i ¢asy. Krat3i doby nejsou vyhodné, protoze vytéiek se
s prodluzujici se dobou suspendace zvysuje. Jako optimalni kombinace doby suspendace a vytez-
ku se v soudasnosti jevi doba 6 hodin. Poté se pfida pevny Tris do kone¢né 10 = 5uM koncentra-
ce, pevny chlorid sodny do kone¢né 150 + 20mM koncentrace a hodnota pH se upravi na 8,0.
Nasledné se pfida polyethylenglykol 3350 (PEG) do koneéné koncentrace 15+ 5 % hmotn. a
reakéni smés se micha pfiblizné hodinu pfi teplot& 15 = 5 °C. PEG se pfidava za G¢elem a—-2-
globulinu.

SraZenina, jeZ se vyloudi po pfidani PEG, se odstrani pomoci filtraéniho lisu. Filtraéni lis se pro-
myje pred filtraci i po filtraci roztokem obsahujicim 150 +£25 mM chloridu sodného a
5 % hmotn. PEG, pfi pH 8,0 = 0,5. Alternativné lze sraZeninu odstranit odstfedénim.

Srazeni chloridem zine¢natym

K PEG supernatantu se p¥ida chlorid zine¢naty (100 + 10mM) az do koneéné 6 + SmM koncen-
trace a pH roztoku se upravi na 7,5 £0,5. Roztok se ochladi na teplotu 5+ 5 °C a micha se
nejméné hodinu. Chlorid zine¢naty vysrdZi surovy o—1-PI. Surovy o—1-PI se oddéli filtraci,
s vyhodou pouzitim filtrace Prostak®, jak je popsina nap¥iklad v publikaci ,,Prostak Open-—
Channel Modules®, Millipore Corporation, jejiz obsah je zde zahrnut formou odkazu, nebo
odstiedénim a filtrdt se odstrani. Koncentrovanou suspenzi nebo srazeninu lze pro daldi upotie-
beni zmrazit,

Deaktivace virill zpracovanim bez pouZiti rozpoust¢dia

Surovy a—1-PI se znovu rozpusti v pfiblizné 50 mM roztoku NaEDTA s pouzitim filtrace Pros-
tak a recirkulace. Piidd se sacharid, s vyhodou sacharosa, a to v mnoZstvi pfiblizné 15+ 5%
hmotn. (nebo pfiblizné 0,25 £ 0,05 citranu sodného), které slouZi jako stabilizator béhem deakti-
vace viru. Roztok se micha pfi teploté 15 + 5 °C, dokud se sacharosa nerozpusti.
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Roztok obsahujici a—1-PI se zhlediska viru deaktivuje pfidanim rozpoustédla—detergentu.
K roztoku a—1-PI se pfida roztok 10 + 1 % hmotn./obj. polysorbatu 80 a 3 + 0,3 % hmotn. tri-n—
butylfosfatu, a to aZz do koneéné koncentrace 1,0+0,5 % hmotn./obj. polysorbatu-80 a
0,3 = 0,15 % hmotn. tri-n-butylfosfatu. Poté se roztok inkubuje pfi teploté 27 + 3 °C, pH 8 = 0,5
po dobu nejméné 6 hodin, ¢imZ se deaktivuji jakékoli viry, které mohou byt pfitomné v a—1-PI.

Bylo zji$téno, Ze pfitomnost sacharidu, napiiklad sacharosy, jakoZto stabilizitoru b&hem deakti-
vace viru pomoci pfidavku rozpoustédla—detergentu zvySuje vytézek o—1-PI v jednotkich ve
srovnani s kontrolnim pokusem, tj. s deaktivaci viru v roztoku o—1-PI pfidavkem rozpouitédla—
detergentu bez pouZiti sacharidu jakoZto stabilizatoru. Zvyseni vytéZku &ini s vyhodou nejméné
10 %, s vyhodou nejméné 20 % a nejvyhodnéji nejméné 30 %.

Po inkubaci se oSetfeny roztok o—1-PI ochladi na 0 az—10 °C, pH se potom upravi na 8,0 + 0,1.
Aniontové—vyménna chromatografie

Upraveny roztok se ziedi pfiblizné jednim objemem vody na objem upraveného roztoku. Ziedény
roztok se dale nanese na pfedem ekvilibrované chromatografické médium QAE nebo na jiné
podobné médium pro vyménu anionti, jez vaze o—1-PI, coz umoziiuje oddéleni této latky od
Jjinych proteinii. Lze pouZit bud’ vsadkovou chromatografii, nebo sloupcovou chromatografii. Jak-
mile se a—1-PI absorbuje na médium, promyje se toto pufrem obsahujicim 20 + 10 mM chloridu
sodné¢ho a 20+ 10 mM dihydrogenfosforeénanu sodného (NaH,PO,) pfi pH 8+ 1, &imZ se
odstrani nenavazané podily, v&etn& B—proteind. Poté se z chromatografického média pro vym&nu
anionti vymyje a—I1-PI, a to eluci promyvaci kapalinou, kterd obsahuje 100 £ 50 mM chloridu
sodného a 20 = 10 mM fosforeénanu sodného, pfi pH 8 £ 1. Eluat obsahujici a—1-PI se jima pro
dal$i zpracovavani.

Po odstranéni o—1-PI se médium pro vyménu aniontl vy¢isti postupnym promytim néasledujicimi
slozkami: vodnym roztokem obsahujicim 2 + 0,2 mM chloridu sodného a 20 + 10 mM fosfored-
nanu sodného, pH 8 + 1; vodou pro injekce (WFI); vodnym roztokem obsahujicim 500 mM hyd-
roxidu sodného; a potom znovu WFI. Chromatografické médium se potom uchovéva v roztoku
obsahujicim 2 + 0,2 M roztoku chloridu sodného, 20 £ 10 mM roztoku fosfore¢nanu sodného, pH
81,

Zpracovavani eluatu s obsahem o—1-P1

Eluat obsahujici a—1-PI se spoji a pFida se k nému 0,1 az 1,0 % (hmotn./hmotn.) bentonitu, a to
na pfibliZzn¢ 1 hodinu, ¢imz se sniZi mnoZstvi apolipoproteinii na méné& nez piiblizné 0,01 mg/ml
apolipoproteinu A a na méné nez £i‘ibliiné 0,01 mg/ml apolipoproteinu B. Bentonit se odfiltruje,
s vyhodou pouzitim filtrace Cuno™, napfiklad tak, jak je popsano v publikaci ,,Zeta Plus C Series
Filter Medium®, Cuno Inc., jejiZ obsah je formou odkazu zahrnut v tomto textu. Ziskany roztok
se zahustuje pomoci ultrafiltra¢ni membrany dokud aktivita a—1-PI neni alesponi 10 jedn./ml.
Koncentrovany produkt se dale filtruje pies filtr s pory o velikosti 0,45 pum, &imz se odstrani
Jakykoli Casticovity materidl. o—1-PlI se filtruje technologie ,,Planova®, ¢imz se odstrani virus,
sterilng se filtruje pies filtr s pory o velikosti 0,22 um, filtrat se rozdéli do Iékovek a pro usklad-
néni se lyofilizuje. a—1-PI se skladuje pfi teploté 2 + 8 °C.

Lyofilizovany o—1-PI se milze znovu rozpustit ve sterilni vodé za i€elem podani pacientovi.
Testy aktivity o—1-PI

Chromogenni test se mize vyuZit k detekci a—1-PI aktivity rekonstituovaného a—1—PI. Test vyu-
Ziva trypsin—sensitivni chromogenni substrét, ze kterého se v pFitomnosti trypsinu uvoliiuje p—
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nitroanilin (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri). Uvolnény p-nitroanilin se detekuje pii
vinové délce 405 nm. a—~1-PI inhibuje uvoliiovéni p-nitroanilinu ze substratu. Aktivita a—1-PI
v produktu se stanovi porovnanim s kalibraéni kfivkou aktivity a—1-PL. Pfi chromogennim testu
rekonstituovaného lyofilizovaného a—1-Pl, pfipraveného vy$e popsanym zpisobem, je vykazo-
véna specificka aktivita alespoii pfiblizng 1,0 jedn./OD-g.

Podavani

Pacientovi 1ze podavat a—1-PI infuzemi rychlosti pfiblizné 0,08 ml/kg télesné hmotnosti za
minutu po dobu prvnich 10 minut. Pokud si pacient na nic nestézuje, lze rychlost podavani zvysit
na tolerovanou miru. Pokud je toto podavani tolerovano, lze nasledné infuze témuZ pacientovi
podavat zvySenou rychlosti. Dojde-li k opaku, snizi se rychlost podavani nebo se infuze pferusi
do vymizeni symptomil. Poté lze infuzi obnovit, a to rychlosti, jeZ je pacientem tolerovana. Maji-
li se podavat vysoké davky, pak lze nékolik ampuli a—1-PI spojit s pouZitim aseptické techniky
do prazdného, sterilniho i.v. infuzniho zasobniku.

e ] ] 1

Piiklady provedeni vynalczu

Piiklad 1

600 g pastové frakce IV, + IV, z Cohnova frakciona¢niho schématu se suspenduje pfi teploté
5 °C a pH 6,0 v 1800 ml vody, bez jakekoli titrace po dobu jedné hodiny. Po skonéeni suspenda-
ce se suspenze filtruje pfi tlaku 10 CP pfes filtr (Cuno). Filtrat se izoluje, testuje a zmé&i se speci-
fick4 aktivita (S. A.) a—1-PI (A1PI) a opticka hustota pfi 280 nm (ODg). Pasta zbyla ve filtrag-
nim lisu se promyje 600 ml vody o teploté 5 °C, filtrat se jim4 a tento postup se opakuje Etytikrat.
V3iechny filtraty se spoji, testuji a méfi se specificka aktivita (S. A.) a opticka hustota (ODagonm)-
Hmotnost vysledné pasty: 350 g. Specificka aktivita a opticka hustota vzorka ziskanych timto
postupem je popsana v nasledujici tabulce 1.

Tabulka 1

Aktivita A1PI a O.D. 280 nm frakei vymytych vodou

Calkovy
Vzorek Cbjem AlPI AlPI 0.D. 280 8.A.
(ml) (jedn./ml) nm (jedn./OD}
(jadn.)
Promyti 0 1450 0,06 87 22,2 0,003
Promyti 1 600 0,1 60 29,9 0,003
Promyti 2 600 0,08 48 25,5 0,003
Promyti 3 600 0,04 24 13,0 0,003
Promyti 4 600 0 0 4,8 0
Promyti 5 600 0 0 3,0 0
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Priklad 2

350 g vysledné pasty z pfikladu | se resuspenduje v 1050 ml vody pfi pH 8,5 a teploté 18 °C po
dobu 6 hodin. Pfid4 se pevny Tris do koncové 10mM koncentrace a pevny chlorid sodny do kon-
cové 150mM koncentrace, pH se upravi na hodnotu 8,0. Dale se pfidd polyethylenglykol
(PEG 3350) do koncové koncentrace 15 % (hmotn.) a vysledna smés se micha jednu hodinu pfi
18 °C. Vznikla srazenina se odstrani pomoci filtraéntho lisu s 10 CP filtrem, &imZ se ziska super-
natant. Pasta ve filtra¢nim lisu se ndsledné promyva roztokem s obsahem 15 % (hmotn.) poly-
ethylenglykolu PEG-3350, 10 mM Tris a 150 mM chloridu sodného. Filtrat a filtrat z nasledného
promyvani se spoji. Vysledky jsou shrnuty v tabuice 2.

Tabulka 2

PEG-3350 srazeni

Celkovy
Objem Al1PI AlPI S.A.
Vzorak Q.Db. 280 nm
(ml) (jedn. /ml) (jedn. /OD)
{jadn.)
Resusp. 1400 1,063 1488 13,32 06,0798
PEG~
2465 0,513 1265 2,16 00,2375
filtrat
Ptiklad 3

K ziskanému filtratu PEG-3350 z piikladu 2 se pfidava chlorid zine¢naty do koncové 2mM kon-
centrace, hodnota pH se upravi na 7,5 a teplota se snizi na 5 °C, ¢imZ dojde k vysraZeni surového
ATlPI Po jedné hodiné michani se surovy A1PI odfiltruje pomoci filtrace Prostak a ziskana sus-
penze se znovu rozpusti v roztoku NaEDTA. Vysledky jsou uvedeny v tabulee 3.

Tabulka 3

SraZeni chloridem zine€natym

Celkovy
Objen AlPI AlPI 0.D. 280 S.A.
Vzorek )
{ml) (jedn./ml) nm (jedn. /OD)
{jedn.)
Prostak
2200 00,0159 35 0,15 0,106
filtrat
NaEDTA
264 4,305 1065 13,72 0,3138
resusp.
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Pfiklad 4

Sacharosa v mnoZstvi 16,7% (hmotn.) se pfidd k rekonstituovanému NaEDTA roztoku
z ptikladu 3 a vysledna smés se micha pfi teploté 18 °C az do uplného rozpusténi sacharosy.
K tomuto roztoku se pFidi polysorbat—80 do konedné koncentrace 1,0 % a tri-n—butylfosfat do
koneéné koncentrace 0,3 %. Roztok se dale inkubuje pfi teploté 27,5 °C po dobu alespoii 6 hodin,
aby doslo k deaktivaci mozného kontaminujiciho lipidem obaleného viru. Po skonéeni inkubace
se roztok ochladi na 5 °C a hodnota pH se upravi na 8,0. Pro kontrolu se vye uvedeny postup
opakuje bez pfidani sacharosy. Stabilita A1PI béhem piisobeni rozpoustédla—detergentu (SD)
v pfitomnosti 16,7 % sacharosy a bez sacharosy (kontrolni pokus) je vyjadiena v nasledujici
tabulce 4.

Tabulka 4

Stabilita A1PI béhem Gpravy pomoci rozpoustédla—detergentu v piitomnosti sacharosy

Caelkovy AlPI
Objem AlPI % AIPI =
Vzorek
(ml) (jedn./ml) . NaEDTA
(jedn.)
SD-A1PI 311 3,35 1042 97,8
Keontrola 293 2,13 624 58,6
Piiklad 5

K ziskanému SD A1PI roztoku z pfikladu 4 se ptida 311 g destilované vody, aby se sniZila ionto-
va sila pfed nanesenim na QAE kolonu. Roztok se nanese na 300 ml pfedem ekvilibrované QAE
kolony pro vyménu iontd s pritokem 12 ml/min. Kolona se promyje s pouZitim 6 ml solného
fosfatového pufru (20mM NaCl, 20mM NaH,PQ,, pH 8,0). Déle se A1PI eluuje pomoci 1,81
solného fosfatového pufru (100mM chlorid sodny, 20mM NaH,PO,, pH 8,0).

Iontoméni¢ové médium se postupné promyje: 2M NaCl, 20mM NaH,PO,, pH 8,0, 500mM
NaOH a destilovanou vodou. Chromatografické médium se uchovavi v 2M roztoku chloridu
sodného, 20mM NaH,PO;, pH 8,0. Spojené frakce s obsahem A1PI se testuji a vysledky jsou
shrnuty v nasledujici tabulce 5.

Tabulka 5

QAE-iontova chromatografie

Celkovy
Cbjem AlPI AlPI 0.D. 280 8.A.
Vzorek
(ml) (jedn./ml) nm (jedn./OD)
(jedn.)
Eluat 1500 0,62 930 0,58 1,058
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Piiklad 6

Ke spojenému eluatu z ptikladu 5 se piidaji 3,0 g depyrogenovaného bentonitu a vznikla smés se
micha jednu hodinu pfi 20 °C. Bentonit se odstrani filtraci (Cuno). Filtrat se zahusti ultrafiltraci.
Koncentrat se filtruje (Planova) a dale se sterilné filtruje v sériich. Filtrat se rozdéli do lékovek a
lyofilizuje se za ufelem skladovani. Viechny procesni vzorky byly testovany a vysledky jsou
shrnuty v tabulce 6:

Tabutka 6
Calkovy
Objem AlPI AlPY 0. D, 280 S. A,
Vzorek . .
(ml) (jedn./ml) nm (jedn. /oD)
(jedn.)
Filtrat
1710 0,52 885 0,385 1,351
{Cuno)
Koncentrat 15 11,6 870 8,092 1,434
Koneé&ny .
92 0,4 865 6,225 1,510
vzorek

Vynalez neni jakkoli omezen na popsané konkrétni piiklady provedeni. Odbornikovi je zfejmé,
Ze ve vySe popsanych vyhodnych provedenich lze provést zmény materiali, stupiiti a procesnich
parametrii, aniZ by doilo k vybodeni z rozsahu tohoto vynilezu. V souladu s tim neni rozsah
pfedmétného vyndlezu omezen na vySe popsané ptiklady. Naopak, rozsah vynalezu je definovén
nasledujicimi patentovymi naroky.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob isténi inhibitoru a—1-proteinasy, neboli a—1-PLLvyznaéujici se tim, Ze
zahrnuje nasledujici stupné:
— opatieni zne¢idténé proteinoveé frakce obsahujici o—1-PI;

— suspendaci uvedené znedisténé proteinové frakce, ktera obsahuje a—1-Pl, ve vodném roztoku
pfi pH 6 £ 0,2 po dobu, ktera postatuje k tomu, aby doslo k rozpusténi rozpustnych proteini;

— filtraci suspenze a izolaci nerozpustnych proteini;

— resuspendaci nerozpustného proteinu ve vodném roztoku pii pH 8,5 £ 0,5;

— pridani PEG k resuspendovanému nerozpustnému proteinu za G&elem vysrdZeni a—2—globu-
linu;

— izolaci supernatantu po srazeni pomoci PEG, pfi¢emzZ tento supernatant obsahuje o—1-PI;

~ pridani ZnCl; k supernatantu za icelem vysraZeni surového a—1--PI;

— izolaci surového a—1-PI;

— rozpusténi izolovaného surového a—1-PI;

— naneseni rozpuiténého surového a—1-PI na médium pro vyménu anionti; a

— izolaci frakce obsahujici piedi§tény a—1-PI z média pro vyménu anionti.
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2. Zpisob podle ndroku 1, vyznadujici se tim, Ze uvedena znedisténa proteinové
frakce obsahujici a—1-PI se suspenduje ve 3 aZz 7 objemech vodného roztoku na kazdy dil zne-
¢isténé proteinové frakce obsahujici a—1-PI.

3. Zpusob podle naroku I,vyznaédujici se tim, Ze uvedeny vodny roztok jak pfi sus-
pendaci, tak pfi resuspendaci je vybrany ze souboru sestdvajiciho z vody a roztokd obsahujicich
NaCl v koncentraci od 0,05 do 0,15M.

4. Zpusob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze PEG se pfidava do dosazeni kon-
centrace 10 az 20 % hmotn.

5. Zpusob podle ndroku I, vyznadujici se tim, Ze pH supernatantu ze sraZeni pomoci
PEG se upravi na hodnotu 7,5  0,5.

6. Zpusob podle ndroku l,vyznadujici se tim, Ze ZnCl, se pfidava do dosaZeni 1 az
11mM koncentrace.

7. Zphsob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze dale zahrnuje Gpravu surového a—
1-PI izolovaného po sraZeni pomoci ZnCl, za G&elem deaktivace jakychkoli virovych kontami-
nantd.

8. Zpusob podle niroku 7, vyznadujici se tim, Ze na uvedeny surovy a—1-PI se
plisobi rozpoustédlem a detergentem.

9. Zplsob podle naroku 8, vyznacdujici se tim, Ze na uvedeny surovy a-1-PI se
plisobi tri-n-butylfosfitem a polysorbatem 80.

10. Zpisob podle naroku 8, vyznaéujici se tim, Ze na uvedeny surovy o~1-PI se
pusobi tri-n—butylfosfatem ¢ koncentraci 0,15 aZ% 0,45 g/100 ml roztoku a polysorbatem 80 o
koncentraci 0,5 aZ 1,5 g/100 m] roztoku.

11, Zpusob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze dile zahrnuje pridavani bentonitu
k eluentu, jenz obsahuje inhibitor a—1—proteinasy.

12. Zpisob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze pfeCistény a—1-PI ma specifickou
aktivitu ve vy§i 1,0 jednotka/ODsyg.

13. Zplsob podle naroku 1, vyznacéujici se tim, Ze vytéiek o—1-PI je alespoii 1 jed-
notka na gram pasty obsahujici frakci IV, + IV,.

14. Zpisob &isténi o—~1-PI podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze zahrnuje nasledu-
jic stupné:
— opatfeni znedi§t&né proteinové frakce obsahujici a—1-PI;

— suspendaci uvedené znetisténé proteinové frakce, ktera obsahuje a—1—PI, ve vodném roztoku
pfi pH 6 £ 0,2 po dobu, ktera postaluje k tomu, aby doslo k rozpusténi rozpustnych proteini;

— filtraci suspenze a izolaci nerozpustnych protein, které obsahuji a~1-PI;
— resuspendaci proteinil ve vodném roztoku pfi pH 8,5 + 0,5;

— pfidavani PEG k vodnému roztoku obsahujicimu resuspendovany nerozpustny protein do
dosazeni koncentrace 10 az 20 % hmotn., a to za (¢elem vysraZeni a—2—globulinu;

— izolaci supernatantu po srazeni pomoci PEG, pfi¢emz tento supernatant obsahuje a—1—PI;
— upravu pH uvedeného supernatantu na hodnotu 7,5 £ 0,5;
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— pfidani ZnCl; k supernatantu za ucelem vysraZeni surového o~-1-PI;
— izolaci surového o—1-PI pomoci filtrace Prostak a opétovné rozpusténi surového a—1-PI ve
vodném roztoku;

— pusobeni rozpoustédla a detergentu na rozpustény o—1-PI za G€elem deaktivace jakychkoli
virovych kontaminantu;

— naneseni surového a—1-PI upraveného rozpoustédlem a detergentem na médium pro vyménu
anionti;

- izolaci frakce obsahujici pre€istény a—1-PI z média pro vyménu anionti;

— pfidani bentonitu k uvedené frakci obsahujici pFegiitény o--1-PI za ugelem adsorpce apolipo-
proteinu; a

— izolaci roztoku obsahujiciho a—1-PI.

15. Zpusob podle naroku 14, vyznadujici se tim, Ze dile zahrnuje dpravu izolované
frakce, ktera zahrnuje ultrafiltraci roztoku obsahujiciho pfegidt&ny a—1-PI.

16. Zpisob podle naroku 15, vyznaéujici se tim, Ze dale zahrnuje lyofilizaci ultra-
filtrovaného roztoku obsahujiciho pte&istény a—1-PL.

17. Zpisob podle naroku 14, vyznaéujici se tim, Ze pfedidtény a—1-PI ma specific-
kou aktivitu ve vygi 1,0 jednotka/OD;gp.

18. Zpusob podle naroku 14, vyznacdujici se tim, Ze vytdzek a—1-PI je alespoii 1 jed-
notka na gram pasty obsahujici frakei IV, + 1V,

19. Zpiisob ¢isténi a—1-PI podle néroku 1, vyznaéujici se tim, Ze zahrnuje nasledu-

jici stupné:

— opatfeni znetiténé proteinové frakce obsahujici a—1-PI;

- suspendaci uvedené znedi$téné proteinové frakce ve vodném roztoku pii pH 6 a teplotg, jez
umoZiiuje rozpusténi albuminu, a—2-proteinu a B—proteint aniz by doslo k rozpusténi a—1—
P1;

— separaci nerozpustnych proteini, véetng a—1-PI, od rozpusténych proteinii;

— resuspendaci nerozpustnych proteinii ve vodném roztoku a pfidani PEG, pti¢emz koncentrace
PEG se pohybuje v rozmezi od 10 do 20 % hmotnostnich a teplota a pH roztoku jsou zvoleny
tak, aby doslo k vysrazeni «—2—proteinid bez vysrazeni o—1-PI,

—~ izolaci supernatantu ze srazeni pomoci PEG a pfidéni ZnCl,, pficéemz pH roztoku je v rozmezi
od 7 do 8, koncentrace ZnCl, je v rozmezi od 1 do 11mM a teplota je zvolena tak, aby doslo
k vysrazeni surového a—1-PI;

— izolaci vysrazeného surového a—1-PI a rozpudtdni uvedeného surového o—1-PI ve vodném
roztoku;

- naneseni vodného roztoku surového o—1-PI na médium pro vyménu aniont(i; a

— izolaci frakce obsahujici prei§tény a—1-Pl z média pro vyménu anionti.

Konec dokumentu
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