CESKOSLOVENSKA

SOCIALISTICKA

REPUBLIKA
(19)

" URAD PRO VYNALEZY

A OBJEVY

POPIS VYNALEZU

K AUTORSKEMU OSVEDCENIU

(61)

(23) Vystavna priorita
(22) Prihlisené 24 11 82
(21) PV 8397-82

(40) Zverejnené 25 11 83
(45) Vydané 01 05 86

230 114

11) (B1)

(51) Int. C°
A 61 K 45/02

(75)
Autor vynélezu

FUCHSBERGER NORBERT RNDr.CSc.,

BORECKY IADISLAV MUDr.DrSc. &len koreﬁpondent 3SAV a SAV

BRATISLAVA

(54)

230 114
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vyndlez sa tyka spésobu pripravy Yudského leukocytového
interferbuu, »

Doteraj${ stav techniky: cantell a Hirvonen pripravili in-
terferbn purifikovany selektivnym zrafanim /L, cantell, s, Hirvo-
" nen: . Gen, vivrol, 39, 541, (1078/, ktory obsahuje neZiaduce
primesi, ktoré sa pri zraZani dostami zo zdroja do findlneho
" prepardtu, Tento méZe mat potom neZiaduce uéinky, wnapr. vyvolavanie
vysokych horu&ok, M. Rubinstein a kol, vyuZitim zloZitych sepa=
ra&inych metdd pripravili interferédn vo velmi malych mnoZstvach
s pouZitim 3pecidlnych zariadent /M, Rubinstein, s, Rubinstein,

p, C, Familietti, m. S, Gross, R, 3, Miller, A, A. waldman,
S. pestka; Science 202, 1289, (1978/. SirSiemu vyuZitiu interferbnu
brani nedostatok vhodnych postupov mna ziskanie poZadovaného
mno2stva kvalitného prepardtu interferbnu, '

uvedené nevyhody v podstatnej miere odstrasiuje vyndilez, kto-
rého podstata spoéiva v tom, Ze leukocytdrny komncentrdit ziskany
z transfuznej stanice sa podrobi dvojndasobnej erytrolyze chlori-
dom ambénnym, leukocyty sa premyju vo fosfatmi tlmenom fyziologickom
roztoku a suspendujn sa v kultivaénom médiu, potom sa infikujn
s virusom Newcastelskej choroby a inkubujit sa 8 az 24 h pri 37 %,
" &im sa ziska surovy Pudsky leukocytovy interferbn, z ktorého sa
tuhé nedistoty odcentrifugujn, okyseli sa kyselinou chlorovodiko=
vou na pH 2 na dobu 48 aZ 72 h, potom sa koncentruje dvojnisobnym
zrdZanim s vodanidom draselnym, zvy3ky rodanidu sa oddialyzujn
a napokon sa purifikuje gélovou filtrdciou cez modifikovany sieto-
vany dextran, pridom frakcia v rozpdti hodndt elucénych konsdtant
K_. 0,119 aZ 0,65 sa znovu zrdZa s rodanidom draselwnym, dialyzuje

av
sa a po testovani aktivity sa zlyofilizuje,
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vyhodou navrhovamého spdsobu pripravy leukocytového inter=-
ferbuu oproti doterajsim postupom je to, Ze vhodnym sklbenim
precipitadnej a separadvej techniky sa da pripravit Ztandardny
prepardat vysokej kvality, ktory je areaktivmny a apyreticky,
pridom md vysoku ¥pecificku aktivitu, vdédiu ako milién jednotiek
na miligram bielkoviny wneobsahuje znedisteniny o relativnej mo-
lekulovej hmotwosti vidsej ako 45 000 daltonov, prigom cely postup
nie je natolko zlofity, Ze by sa nedal robit vo velkych mmoZstvach,
takZe je ekonomicky nendro&ny. vyhodou je tieZ, ze tento liek vy=
uziva prirodzeny ochramny mechanizmus tym, Ze ovplyvni bunky vV or=-
ganizme tak, Ze su na virusy necitlivé, Balsou vyhodou Je, Ze
semipurifikowmy preparat sa da skladovat pri teplote -40 % po
dobu 1 voka, takZe sa da nahromadit a dal¥iu purifikdciu robit
naraz s vi&sim mnoZstvom, | ' |

rriklad 1
spracovanie 10 leukocytovych koncentratov:

Leukocytové koncentraty sa zmie3aju, ziska sa 300 ml zmesi, ktora
sa vmie$a do 3000 ml 0,83 % roztoku chloridu ambumeho, vychladené=-
ho na 4 %-. po dobu 10 min. sa zmes centrifuguje 20 min. pri |
1000 ot, min~!, Tekutina nad usadkom sa odsaje a bumky sa resus-
pendujn v 1000 ml 0,83 % roztoku chloridu ambnneho, Po 10 min.

sa bunky scentrifugujn 20 min pri 1000 ot. min~!, Tekutina nad
usadkom sa odsaje a bunky sa resuspendujn v 1000 ml fosfatmi

t Imenom fyziologickom roztoku ma pH 7,2, Suspenzia sa scentrifugu-
je 20 min. pri 1000 ot, min", tekutina nad nisadkom sa odsaje

a bunky sa suspenduju v 100 ml kultiva&ného média, ktoré ma
zloZenie /g.l'l/g :

L=arginin hydrochlorid 0,021 00, L=cystin 0,012 00, L~-tyrozin
0,018 00, L-histidin 0,008 00, L=izoleucin 0,026 00, L~leucin
0,026 00, L=lyzin 0,029 00, L-metionin 0,007 50, L-fenylalanin
0,016 50, L=treonin 0,024 00, L-tryptofdn 0,004 00, L-valin
0,023 50, L=glutamin 0,292 00, chlorid vapenaty 0,200 00,
fenolova &ervei 0,010 00, /+/ Biotin 0,001 00, kyselina listové
0,001 00, cholinchlorid 0,001 00, nikot {namid 0,001 00,
D-pantotendt vdoenaty 0,001 00, yrtdoxal hydrahlorid 0,001 00,
i-inozitol 0,001 80, riboflavin 0,00010, glukbza 1,000 00,
chlorid sodny na tkanivové. kultury 6,800 00, chlorid draselny
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na tkanivové kultury 0,400 00, kysly fosforeénan sodny

kry§tqlicky s 2 vodami 0,125 00, siran horeénaty kry&talicky

so ¥ vodami 0,200 00, penicilin c-draselnd sol 40 jednotiek,

siran streptomycim 40 mikrogramov a 4 objemové percentd agamma-

séra, to je Tudské sérum zbavené globulinov precipitdciou siranom

ambvnym,

Bunky sa spoditaju, zisti sa, %e sa ziskalo 4 500 miliénov leuko-
cytov, K suspenzii sa prida eSte 350 ml média, &im sa ziska
‘koncentracia 107 leukocytov v 1 ml, Suspenzia sa umiestni do dvoj-
litrovej kultivacinej flaSe a infikuje sa so 40 000 hemaglutinaé-
‘mych jedvotiek virusu nNewcastelskej choroby. Fla3a sa dé do ter-
mostatu do otddavého bubmna s horizontdlmnou rovimou otdéania

a kultivuje sa 8 h pri 37 °c. potom sa suspenzia schladi na 4 oc,
scentrifuguje sa 20 min pri 2000 ot, min'l, Tekutina nad nusadkom
predstavuje surovy interferbn, v tomto sa na 48 h upravi pH 2
pomocou kyseliny chlorovodikovej, zneutralizuje sa hydroxidom
draselnym, K 460 ml surového interferbnu sa prida 46 ml 5 mol

na liter rodanidu draselného, pH sa upravi kyselinou chlorovodi=-
kovou na 3,5, Po 60 min sa zmes scentrifuguje 20 min pri 2000

ot, min'l. Tekutina nad nisadkom sa odsaje, nisadok sa rozmie3a

v 46 ml. fyziologického roztoku, pomocou hydroxidu sodného sa
zneutralizuje, &im sa i precipitat rozpusti, zvysky rodawnidu sa
odstrdania dialyzou, Tento koncentrdt sa méZze skladovat pri tep-
lote =40 % cely rok bez straty aktivity, v priebehu purifikdcie
~sa materidal koncentruje a dal%ie kroky sa robia naraz s vd&3im
mnozstvom, K 320 ml semipurifikovaného prepardtu sa pridd 32 ml
"5 mol na liter roztoku rodanidu draselného pri pH 3,5. Zmes sa
scentrifuguje 20 min pri 2000 ot, min'l, tekut ina nad nusadkom

sa odsaje a usadok sa rozmieSa v 32 ml fyziologidk ého roztoku

a potom sa zneutralizuje, Koncentrdat sa potom aplikuje na koldénu
napluermn sietovym dextranom /sephadex G=75/ s vysSkou stlpca

32 om a priemerom 10 cm, Elncia sa robi fosfatmi tlmenym fyziolo-
gickym roztokom s pridavkom 0,02 % azidu sodného, hydrostatickym
tlakom vysky 38 cm, pre tuto koldmu sut hodnoty Ky, 02110 az

0,65 zodpovedné eluduému objemu 1180 aZ 1806 ml, To znamend,

5e sa ziska 620 ml purifikatu, g tomutc sa prida 62 ml 5 mol
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na liter rodanidu draselmného, okyselif sa na pH 3,5 a scentrifuguje
sa po dobu 20 min ﬁri_zooo otd¢kach za min Tekutina nad usadkom
sa odsaje, usadok sa rozmie3a v 60 ml fyziologického roztoku,
prefiltruje sa cez bakteriologicky filter, po odstrdneni zbytkov
rodanidu dialyzou sa zlyofilizuje,

Priklad 2

Postupuje sa ako v priklade 1 s tym rozdielom, Ze ziskané
leukocyty sa kultivujn 24 h,

priklad 3

postupuje sa ako v priklade 1 s tym rozdielom, Ze v surovom
interferbne sa upravi pH 2 na 72 h,

Priklad 4
postupuje sa ako v priklade 2 s tym vozdielom, Ze v surovom

interferbne sa upravi pH 2 na 72 h,

Ludsky interferdn méze ndjst $iroké uplatnenie v medicine
ako liek pri $irokej 3kdle virusovych i nddorovych ochorent,
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spbésob pripravy lenkocytdarneho interferbnu vyznadujuci sa
tym, Ze leukocytdrne koncentrdty sa podrobia dvojndsobnej erytrolyze
chloridom ambnnym, ziskané leukocyty sa premyju fyziologickym
‘roztokom a suspendujiu v kultivadnom médiu, potom sa imfikuju
virusom Newcastelskej choroby a inkubuju 8 az 24 h pri 37 %%,
&im sa ziska surovy interferbdn, z ktorého sa tuhé nedistoty
odcentrifugujin, na dobu 48 az 72 h sa okyseli kyselivou chloro=-
vodikovou na pH2, potom sa komucetruje dvojnasobnym zraZzanim
rodanidom draselnym a napokon sa purifikuje gélovou filtrdaciou.
cez modifikovany sietovany dextran, pri&om frakcia elu&nych
konstant Koy 00110 az 0,65 sa znovu skoncentruje rodanidom dra-
selnym, zvy$ky rodanidu sa oddialyzujnu a preparat sa zlyofilizuje,
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