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(54) Zplsob pripravy roztoku sérového elbuminu s nizkym obsahem nfzkomolekulérnich

sloudenin

. Vynélez re3{ zplisob p¥ipravy roztoku
sérového elbuminu s nfzkym obsshem nizko-
molekulédrnfch slouZenin. Uvedené sloudeni-
ny, doprovézejici izolovenpu albuminovou
frakci, se vyznaduji vlastnostmi, které

v nékterych prfpedech kontraindikujf mo%-
nost aplikcce a nemejf terapeutické Géinkg

Podstatou vyndlezu je odstrandni
shora uvedenych sloudenin, p¥{tomnych
v neomezené koncentraci, diafiltrac{ ne
definovanych membréndch tubulédrntho nebo
plodného typu, urdenych pro zshusfovéni
roztokd biomekromolekul. Izolované albu-
minové frakce ve vodném roztoku Jje dia~
filtrovane pri vychoz{ koncentraci 2 s%
20%hmot. bflkovin proti vod& pro injekci,
pridévené plynule za konstentnfho objemu
nebo v urenych objemech. Zpisob se vyzna-
Cuje nizkou spot¥ebou vody & tim i nizkou
energetickou spotrebou a vysokou Udinnos-
t{ & rychlostf, které sniZuje riziko
konteminsce. )
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Vyndlez #e3i zplsob p¥ipravy roztoku sérového albuminu

s nizkym obsahem nizkomolekuldrnich sloudenin..

V soulasné dobé poufivané zpisoby izolace sérového albu-
minu pro terapeutické nebo jiné ulely, jako je vyroba kosme-
tickych a dietetickych p¥ipravkl, ziskdvaji preparét,’kterj
je doprovdzen nizkomolekuldrnimi sloudeninami. V p¥ipad&, Ze
md byt prepardt pouZit pro terapeutické ucely, je jeho u&in-
nost pritomnosti uvedenych l4tek sniZovdna, v n&kterych pri-
padech je aplikace dokonce konfraindikovéna. Z tohoto divodu
nékteri vyrobei za¥azuji za izoladni postup purifikadni kroky,
kterymi obsah nizkomolekuldrnich podfld p#ed konednym koncen-
trovdnim albuminové frakce a farmaceutickym zprecovdnim sniZuji.

Potreba ogstrangtni nizkomolekuldrnich pod{ld vznikd u
viech dosud znémych zplsobl izolace albuminové frakce, a¥ u?
se jednd o nizkomolekulérni sloucdeniny, pochdzejici z vycho-"
ziho materidlu plasmatickych bilkovin - plasmy dércd, géra,
suSené plasmy nebo t.zv. nédhradnich sufovin, t.je. retropla-
centdrniho séra, nesterilnich zbytkﬂ plasmy, erytrocytdrnich
mes a K-plasmy, nebo o nizkomolekuldrni sloudeniny, pouZité
pFi nékterém z ddle uvedenych zpﬁsébﬁ izolace:

Izoladni techniky lze rozddlit do nékolika skupin:
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postupy zaloZené na gelektivni precipitaci, ionexové chro-
matografii, gelové chrdmafografii, afinitn{ chromatografii
e na selektivni tepelné denaturaci, nebo na kombinaci téch=-
to postupt. Nejdast8ji pouZivené metodiky izolace albuninu
sréééhim etenolem za nizkjch teplot vychdzi z plivodni préce
Gohn E.J., Strong L.E., Hughes W.L., Mulford D.J., Ashworth
JoNo, Melin M. and Taylor H.L.: J.Amer.Chem.80c. 68,459-475,
1946, z xteré vychdzi i isolaéni metoda po&iité pro ddle uve=-
dené p¥ikledy provedeni podle A.O. 194957 - Pokorny M,, Foukal
Z., Pardon J.: Zplsob isolace lidského sérového albuminu. Potre-
ba odstranéni nizkomolekuldrnich sloudenin je aktudlni i u dal-
§ich metod, kdy je jako srdZeciho &inidla pouZito siranu a-
monného  (Schultze H., Schonenberger M., Matheka H.D.: Beh-
ringwerkw Mitt. 26,21,1952), rivanolu (Hofejsi J., Smetena R.:
Acta Med.Scend. 155,65-68, 1956), kyseliny kaprylové (Chanu-
%tin A., Curnish R.R.: Arch.Biochem.Biophys. 89, 218-220, 1960),
polyethylenglykolu (Polson A., Potgieter G.M., Largier J.F.,

- Mears G;E.F., Joubert FoJ.: Biochim. Biophys. Acta 82, 463~
475;'1964). Sré¥eni polyethylenglykolem kombinuje s ilonexovou
chromatografii Curling (Curling J.NM., Bergl3f Jey Lindquist L.O.,
Erikssén S.: Vox Sang 33, 97-107, 1977), pouZiti afinitni
chromatografie pro pfipravu'éistého elbuminu popisuje Harvey
(Curling J.M. (ed.): Methods of plasma protein fractionation,
Acedemic Prqss, 1 9@0),Pauiw'f,/ o/ éu/fonove’meméraﬁvy pro
fra/;clonafl popiswe DEO ao'lv AE3: ) o,
Spolednym znakem uvedenych postupl je sice selektivni od-
déleni albuminu od ostatnich bilkovin krevni plasmy, ale zéro-

veh zvyseni nizkomolekuldrni sloZky o dalSi anorganické nebo
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brganické sloudeniny, zejména chlorid sodny, octen éodnj a
nizkomolekuldrni peptidy, vzniklé St&penim bilkovin bdhem frak-
cionace, nebo ébsaéené ve vychozi suroviné a doprovdzejici:
albumin aZ do findlniho Stadia farmaceutického zpracovdni. Ty-
to sloudeniny tvo¥i a¥ 4% nedistot konedného prepérétu»a jsou

. Fitomny ve volné formé nebo vdzané na molekulu albuminu. Je~
Jich pritomnost sniZuje osmotickou i transportni kapacitu pre-
pardtu. K odstranéni nizkomolekuldrnich podild z roztokd albu-
‘minu Se pouzivd metod zaloZenych na principu gelové chromato~
grafie na zesi%ovanjch dextranovych gelech (Friedli H., Fournier
E., Volk T., Kigtler P,: Vox Seng. 33,93-96,1977). St&pdnek I.
a Uhrik J. _ pouiivaji pro odstranéni nizkomoleku-
Larnich podild protiproudé dialyzy.. Preparadt byvd oznadovan
"gglt poor albumin" nebo albumin s nizkym obsahem nizkomoleku=- -
ldrnich ldtek.

Uyedené nedostatky odstrenuje navrhoveny zplisob odétrané-
ni etanolu & soli, vyuZivajici membrdnové systémy s definovanou
hrenici déleni molekul #e formé plochych membrdn nebo dutych
vldken, pouZivané ke koncentrovdni biopolymert. Podstata odstra-
novdni nizkomolekuldrnich podily, pochézejicich z vychozich
materidli, a fraekcionadénich technik,'pouéitich k isolaci albu-
minu, spociva podle predloZeného vyndlezu v tom, Ze roztok pu-
rifikovaného albuminu v redestilovgné vodé se po filtraci Pedi
vodou pro injekei we skocich nebo plynule za konsténtniho obje~
mu a diéfiltruje na ultrafiltraéni jednotce, osazené membrédnou
ve form& ploché membrény (Flat membranes) nebo soustavou du =

tych vlédken (Hollow fibres) s definovanou hranici déleni mole-
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kul menSich neZ 1O4D. Proces problha za aseptickych podminek
pPi teplotdch v rozmezich 0 - 45 C, gim¥ 1ze ovlivnovat jeho
rychlost vzhledem ke zmdném rheologickych vlastnosti roztoku
albuminu, v rozmezi xoncentraci 2 - 20% hmot., s vyhodou v roz-
mezi 8 ¥ 2% hmot. P¥i pouZiti vychoziho roztoku, ktery obsa-
huje 5 - 10% hmot. albuminu a 5 = 10% obj.efanolu, poklesne
koncentrace etanolu ped hranici O, 5% obj.etanolu a obsah sodi-
ku pod 174 mmol/l pPi spot¥ebé vody pro injekeci odpovidajici
pétindsobku vychoziho objemu.

Z uvedeného vyplyvéléasové i ndkladovd efektivnost proti
shora uvedenym zptisobim, které vyﬁaduj; ndkladné materidly pro
gelovou chromatografii, resp. 200'nésobné mnoZstvi redestilo-
vené vody k dialyze. Ziskeny diafiltrét lze zahustit na koncen-
-t:aéi obvyklymi postupy, teJj. lyofilizaci nebo odpatenim nebo
1ze s vyhodou pouZit téhoZ za¥izeni pro ultrafiltraci, na kte-
. rém se obsah albumlnu zvysi na koncemtraci vyééi neZ 20%, & po

“sterilnl flltraci a doplnéni stabilizdtord je obvyklym zpisobem

preveden do aplikedni formy, teje do roztoku obaahujiciho 5 ne-

bo 20% hmot. albuminu.

PRIKLADY PROVEDENT
P¥iklad &.1.
Sedimeat frakce V vifobni Sar¥e o celkové hmotnosti 23 kg
byl suspendovan Vv redestilévané vodd o teploté +4°C v poméru
2 1 vody ne 1 kg sedimentu. Rozoffk po p¥iddni aktivnfho uhli
v mnoZstvi 50 g na 1 kg sedimentu frakce V a promichéni byl

Zfiltrovan pfes 'asbestocelulozové filtradéni vrstvy Seitz K5 a
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EKSZ.'68 1 filtrdtu o pH 6,40 obsshovalo 8,3% obj.etanoclu a

8% hmot.biikovin, z toho 93% albuminu. Roztok byl diafiltro-

vén na aparatube Alfa Laval UFP osazené ultrefiltradni patro-
nou typu dutych vldken HF 26.5-43-PM10 firmy Romicon o celkové
plose 2,5 m2, délici molekuly do 104D, objem byl doplnovdn vidy
po ddvkdch 8 1 apyrogenni vody pro‘injekci, celkovd spot¥eba 138 1
vody. Po diafiltraci byl roztok zahuitén ultrafiltreci na objem
24,5 1 o koncentraci 17,5% albuminu. P¥iddnim 500 g lyofilizo-
vaného albuminu byle koncentrace uprevena na 20% a roztok byl
po pridani stabilizdtoru (0,02M kaprylan sodny & 0,02M N-acetyl-
d,l1-tryptofan) béénjm\zpﬁsobem‘pasteurizovén, sterilné zfiltro-

vén, rozplnén a podroben piedepsanym chemickym, biologickym a

klinickym zkouSkdm, ne zdkladd kterych byl propustén a expedovdn.

¢istota elfo 98,7 % hmot.

bilkoviny 19,1 % hmot.

pH ~ 7,03

vzhled 11, 13, 19 nef.jednotek
tepe.stabilita 11, 14, 25 nef,.jednotek
obsah hemu 0,045 mg/1g albuminu
obsah Na 52,2 mmol/1l

sterilni

neskodny

apy-ogenni 0,6 9,8 1,000

bez reakei pFi klinické zkousSce
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‘ Roztok albuminu, pfipravenj‘analogickim zpisobem ja-
 ko.v p¥{kled® &.1, obsahoval 7,6% hmot.bilkovin, z foho 91,8%
nmot.albuminu, & 8,1% obj. &tanolu v 70 1. K diafiltraci bylo
pouZito zabizeni Pellicon fy Millipore osazené 10 kasetami '
plochych membrdn typu PTGC o celkové plode 46 m , d8lici mo-
lekuly do 104D, objem byl doplnovén vodou pro 1njekci v pé-~

ti ddvkdch po 35 1l. Po diafiltraci byl roztok zahustén na
22,15 1 o koncentraci 23,4% hmot.albuminu na étejném zatizeni.
Po ipravé koncentrace na 20% hmot. a p¥idéni stabilizdtoru
byl roztok béZnym zpisobem pasteurizovén, sterilné zfiltrovén,,
rozplnén a podroben predepsanﬁm chemickym, biologickym a kli-
nickym zkouském, na zdkladé kterych byl propustén a expedovén.

istota elfo 97,9% hmot.

‘bilkoviny 19,7% hmot.

pH 6,68

vzhled 12, 14, 17 nef.jednotek
tep. stebilite 11, 12, 13 nef. jednotek
obsah hemu , 0,047 mg/1g albuminu
obséh baleni 100 ml

obsah Na 56,55 mmal/l

gterilnd

neskodny

apyrogenni ‘0,4 0,2 0,6°C

bez reakci pFi klinické zkousce



Prikled &.3.

Roztok albuminu p¥ipraveny analogickym zpﬁéobem Jako

v p¥ikladé &.1 obaahoval 7,8% obj.etanolu a 8,3% hmot. bil-

kovin, z toho 92,3% albuminu, v 87 1. K diafiltraci bylo po-

uzZito zarizeni Pellicon fy Millipore osazené 10 kasetami plo-

chych membrdm typu PTGC o celkové plosSe 46 m2, délici moleku-

ly do 104D, objem byl doplnovdn vodou pro injekci v pé&ti ddv-
kdch po 43 1. Po diafiltraci byl roztok lyofilizovén. 6640 g

lyofilizéfm bylo rozpusténo na 33 1 20%niho roztoku a po p¥i-

déni stabilizdtoru byl roztok b&%nym zplisobem pasteurizovdn,

sterilné zfiltrovdn, rozplnén a podroben predepsenym chemickym,

biologickym a klinickym zkouSkdm, na zdkladé kterych byl pro-

- pustén a expedovédn.
éistota elfo |
bilkoviny

pH

vzhled
tep.stabilita
obsah hemu

obsah baleni
obsah Na

stérilni

neskodny

apyrogenni

97,7% hmot.

19,7% hmot.,

6,71

10, 12, 15 nef. jednotek
18, 22, 24 nef. jednotek

0,055 mmol/1
102 ml

56,55 mmoi/l

0,4 0,3 0,1°%

bez reakci p¥id klinické zkousce



PREDMET VYNALEZU

Zpﬁéob pi¥ipravy roztoku sérového albumihu s nizkym obse-
hem nizkomolekuldrnich sloudenin vyjéddfenym obsahem sodiku,
ktery je mendi neZ 174 mmol/l pro 20% hmot. roztok albuminu,
vyznadujici se tim, Ze vodny rozfok purifikovaného albuminu se
po filtraci z¥ed{ roztokem s obsehem godiku niZsim neZ 174 mmol/l
a podrobi se diafiltraci na plochych membréndch nebo ultra-
filtradnfch patrondch s hranici d¥leni 10% af 10°D proti dené-
mu roztoku nejménd StyFndsobnym vybedénim a takto ziskeny roz-

tok se zshusti na poZadovanou koncentraci 5 ai.’ 20% hmot. albuminu.
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