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(54) Iplsob pripravy lidského sérového albuminu ze séra,plasmy,nebo surovin,obsahujicich

hemoglcbin

Zplsob pFipravy Llidského sérového
albuminu ze séra,plasmy,nebo surovin,
obsahujich hemoglobin,0&elem vyndlezu je
umoin&ni jednoduché piipravy Eistého
lidského sérového albuminu z darcovské
plasmy nebo i z nahradnich surovin,
obsahujicich hemoglobin pFi zachovani
mo2nosti .vyroby gama globulinu.Toho je
dosaZeno tim,%e balastni bilkoviny,pfitom~
né v roztoku surového albuminu jsou
denaturovany kombinovanym plsobenim
zvydené teploty,chloroformu a kyseliny
kaprylové;denaturované batasty jsou
prevedeny do srateniny,kterd se z roztoku
tistého albuminu odstrani.
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Vynalez se tyka zplsobu plipravy lidského sérového albuminu ze séra,plasmy,nebo
surovin,ohsahujicich hemoglobin,

V poslednich létech je moino v literatufe pozorovat stoupajict snahu nahradit doposud
uéivany zplsob pFipravy sérovych albumini pomoci frakcionace ethanolem jinymi,levné&j¥imi
zplUsoby.Tak byl popsdn zplsob ptipravy &istych sérovych albumini,zalofeny na sréZent
balastnich bilkovin kombinovanym denatura&nim plsobenim tepla a chloroformu pki teplote

50 ©

C /Libich M,,&s.pat. 129 936/.Pozdé&ji byla popséna daldt denaturalni metoda,vyuZivajici
pouze zvyfené teploty.bez chloroformu, a to 68 °C;pii této vysoké teploté je uZ nezbytné
nutné chranit albumin pFed denaturaci kaprylatem /Schneider,Lefévre H,,Fiedler H,,Mc Carty
L.J.: Blut, 30,121,1975/.

Predmétem zminéného &s.patentu 129 936 je zplsob pFipravy Eistych sérovych albumind
z normadlnich i hemolyzovanych sér a plasem,vyznalujici se tim, %e se balastni bilkoviny
a barviva,obsaZend v roztoku surového sérového albuminu,pPevedou do sraZeniny kombinovanym
denaturainim pGsobenim z2vySené teploty a chloroformu a zplsob,vyznatujici se tim,3e se
5 a¥ 8 % roztok surového albuminu zahfeje spolu s 10 objemovymi X chloroformu pii pH
4,95 a%¢ 5,05 za stalého michani na teplotu 50 °c,naée2 se utvoteni sraZenina odstrani,
supernatant se sfiltruje a po Upravé& pH na hodnotu 6,5 a%¢ 7,0 Lyofilizuje,
Podle tohoto patentu je moZno vyradb¥t jak rlzné zviteci,tak i Llidsky albumin.
Ukdzalo se viak,%e vzhledem k rdznym specifickym fyzikdln& chemickym vlastnostem
jednotlivych druhl albuminu je vyhodné pFizplsobit reak&ni podminky,jako je teplota bEhem
denaturace,pH a pod.kazdému druhu albuminu zvlagt, ‘
PFi vyrobé& lidského albuminu z nahradnich surovin,obsahujicich hemoglobin / na p¥.
z retroplacentarniho séra nebo z erythromas/ podle zmin&ného patentu se objevila potii,
kterd branila velkoprovoznimu vyuliti,.Tyto suroviny obsahujt ielezo,vézané na sérovou
bilkovinu transferin.Navdzanim 2eleza se vlastnosti transferinu zm&ni natolik,%e tato
sérovd bilkovina b&hem pFipravy lidského sérového albuminu podle &s,pat, 129 936.nepfechézi
u? do srateniny balastl,ale zOstdvd v roztoku spolu s albuminem a snifuje tak &istotu
preparadtu pod pFipustnou mez.Ddle bylo zjisténo,%e kyselina kaprylovd v kombinaci s chloro~-
formem silné& podporujec pFfechod denaturovanych balastnich bilkovin do sraZeniny,je-1li
pfitomna v koncentraci kolem 0,5 hmot.%;bez chloroformu byl Géinek kyseliny kaprylové
zcela nedostalujict k tomu,aby za dané teploty S50 % bylo odsafeno potrebné miniméinid
¢istoty albuminu 96 %.Kyselina kaprylovd v kombinaci s chloroformem dovolila tak sniZit
potfebnou denaturadént teplotu o daldich 5 °c,tedy pribliZn& na pouhych 45 °C.Kyselina
kaprylovd tedy v tomto pFipad& nehraje roli tepelného stabilizdtoru - to vzhledem k nizké
denaturatni teploté& nenit zapotrebi - ale roli faktoru,podporujiciho v kombinaci s chloro-
formem pFechod balastly do sraZeniny; k tomu je nutno‘pou!it pfibliiné 10x vy$st
koncentrace kyseliny kaprylové,ne? by bylo tFfeba k tepelné stabilizaci albuminu,

Dal$im vyzkumem bylo zjidténo,Ze dokonalejsich vysledkd jak v dosafené &istoté
albuminu,tak i v jeho vytdiku,vietné (plného odstran&ni potiff pifi vyrob& albuminu ze
surovin,obsahujicich %elezo,védzané na transferin,lze docilit zpUsobem podle vyndlezu,

jehoZ podstata spolivd v tom,%e se balasstni bilkoviny ve vychozim roztoku sérovych



bilkovin,obsahujicim 1 a2 10 hmot.% albuminu denaturuji kombinovanym pisobenim teploty
35 aZ 55 °C,cﬁloroformu v mnoistvi 2 a% 10 hmot.% a kyseliny kaprylové v mnoZstvt 0,1 aiZ
2 hmot. %,pFi pH 5,3 a? 7,0,denautrované balasty se pfevedou do sraZeniny pFi pH 4,5 ai
5,5 a pFfi teplot& nejvySe 45 °C,naéei se sraZenina balastl odstrani.

Zejména je vyhodné pFipravovat lidsky abbumin tak,2e se vychozi roztok sérovych
bilkovin,obsahujici 4 a% 5 hmot., % albuminu denaturuje pii 45 % za pfitomnosti chloroformu
v mno¥stvi S hmot. %,kyseliny kaprylové v mnoZstvi 0,4 hmot.%,pfi pH 5,8 aZ 6,0,denaturované
balasty se pifevedou do sraieniny pPi pH 5,0 a¢ 5,1 a pFi teplot& 40 °c,naéei se sraleniny
balastl odstrani.

Za nefidouci pritomnosti Zeleza,vézaného na‘transferin je vyhodné pfipravovat Llidsky
albumin tak,%e se vychozi roztok sérovych bilkovin zbavi ponté seleza i Zeleza,vdzaného
na transferin pUsobenim Llatky,vézajici 2elezo do komplexu nebo da nedisociovatelné
sloudeniny,s vyhodou plisobenim dvojsodné soli kyseliny ethyléndiamintetraoctové
v koncentraci 0,01 aZ 0,1 hmot. %.

Prtprava lidského sérového albuminu podle tohoto vyndlezu m& Fadu plednosti,
Predeviim je zplsob pfipravy podle vynilezu mimofédn& Setrny vi&i albuminu /pracuje

%¢/.

s teplotou okolo 45 % na rozdil od zmin&né Schneiderovy metody,pracujici s teplotou 68
Lidsky albumin,pfipraveny podle &s.pat. 129 936,tedy dékonce p¥i te#toté SO-OC,vykazovaL
pfi predb&inych testech biologicky polodas v lidském organizmu kotem 22 dni,tedy stejny
jako normdlni nativni albumin,zatimco soubé&Zné testované tuzemské i zahraniini komeréni
preparity lidského albuminu,pifipravené etanolovou frakcionaci vykazovaly polotas%
podstatné krat§i,co? sv&d&i o sniifené nativité t¥chto prepardtl.Rychlé odbouravani
aplikovaného albuminu znamend znainou 24t&Z organismu pacienta a zvy3ené nebezpeil
neiaddouctch reakci.Dal34 prednosti pripravy Llidského albuminu podle vynidlezu je vysoka
vytiétnost albuminu,kterd se pFi vlastnim denaturalnim procesu bLiZi 100 %; vyrobni ztréty
tedy z4visi jen na nezbytnych pomocnych operacich,jako je napf. filtrace a pod.Velkou
vyhodou pFipravy albuminu podle vyndlezu je mnoheh levnéjdi a jednodudsi technologie ve
srovnani s dosud.uiivanou ethanolovou frakcionaci za chladu; neni zapottebd Zadnych
chtazenych vyrobnich prostorl a spotfeba energii @ pracovni doby je podstatné niZgi.velmi
vyhodna je i pomérné necitlivost na pFipadné pfekroleni pfedepsaného vyrobniho postupu,
napt. nedodrzeni pFtedepsané teploty pti denaturaci,doby zahi#ivani,pH a pod.Tak napf.pFi
zahfivani jen na 40 % bylo pozorovano jen nepodstatné sniZeni Cistoty konelného preparatu
a ani pfi zahfivani na 60 ¢ nebyty je¥té naméfeny ztraty albuminu denaturaci.Také pH
béhem denaturace se mohlo odchylovat od st¥edni hodnoty 5,9 o nékolik desetin pH smérem
nahoru i doll bez podstatného ovlivnéni vysledku.Pom&rn& kritické je jen nastaveni pH
potfebného pro dokonalé vysraieni balastl z roztoku,t.j.pH 5,0 aZ 5,1,kdy pii nedodrient
pH o n&kolik desetin sm&rem doll klesd vytéZek a sm&rem nahoru kleséd fistota albuminu.
Jednou z néjvét§1ch pfednosti zplUsobu pFipravy Llidského albuminu podle vynadlezu je
viak moZnost zpracovavat na-&isty albumin i nadhradni suroviny,ob&ahujici hemoglobin,nap¥.

retroplacentadrni sérum nebo erythromasy; vedkerd barviva jsou z prepardtu béhenm

purifikatniho procesu dokonale odstranéna,



Naproti tomu napf.zminéné denaturalni metoda Schneiderova nemliZe vychdzet ze surovin,
obsahujicich hemoglobin,proto2e krevni barviva pfechdzeji pfi jejim poufiti do albuminu.
PFi trvalém nedostatku vychozi suroviny - lidské krve - d& se predpoklédat,e vyroba
albuminu z barevnych nahradnich surovin bude mit i v budoucnu vzestupnou tendenci nejen
u nds,ale i v zahranidi.PFi vyrob& albuminu podtle vynélezd zlustavéd zachovana moZnost
vyroby i gal¥ich dGle2itych krevnich derivdti,napf.gama globulinu,

Denaturace balastnich bilkovin podle vyndlezu se provadi nap#. v uzavfeném nerezovém
kotli s michdlem a dvojitymi sté&nami,mezi které je moZno napoultét teplou nebo studenou
vodu k vyhtivant nebo chlazent smési.Vytvofend srafenina balasty se odd&l4 od roztoku

tistého albuminu filtraci nebo centrifugaci,

PRIKLAD 1.

Vychozi roztok surového albuminu je moZno pfipravit Llibovolnou technologii,pomoct
které se rozd&li plvodni sérum nebo plasma na frakci surovych globulini a frakci surového
albuminu.Utelem tohoto ptedb&iného dé&leni je zachovini gama globulinové frakce pro dalsi
zpracovéni na ¥isty gama globulin.Je vyhodné,obsahuje-li vychozi roztok surového albuminu
4 az 8% albuminu.Postup,popsany v tomto pFikladé,je vhodny pro'pfipravu ¢istého albuminu
z roztoku surového albuminu,neobsahujiciho ethanol,napf.z roztoku surového albuminu,ktery
byl ztskan vysolenim albuminové frakce mezi 50 aZ 75 % nasycenim séra nebo plasmy siranem
amonnym a dialyzou.PFedem se ptipravi smés chloroformu a kyseliny kaprylové,obsahujict
8 hmot.% kyseliny kaprylové,Roztok surového albuminu se plevede do uzavieného nerezového
kotte,opatteného michadlem a dvojitymi sté&nami.Spusti se michadlo a pFfidad se 5 hmot.%
smési chloroformu a kyseliny kaprylové; dile se pFidd 0,01 hmot.% dvojsodné soli kyseliny
ethyléndiamintetraoctové /byla-li vychozi surovinou normalni Lidskd plasma/,nebo aZ 0,04
hmot., % dvojsodné soli kyseliny ethyléndiamintetraoctové/byla=Li vychozi surovinou
ndhradnd barevnd surovina,obsahujici 2elezo,vizané na transferin/.Pokud bylo Zelezo,vézané
na transferin dokcnale odstranéno jiZ v pledchozim frakcionadnim stupni,nepfidivad se
dvojsodna stl kyseliny ethyléndiaminotetraoctové vibec,Po 10 minutovém michani pFi teploté
mistnosti se pomoci 1N~HCl,pFipadn& 1N-NaOH upravi pH smési na hodnotu 6,0.Do plaste kotle
se potom vpou$ti tepld voda,aZ je dosaZeno teploty smési 45 °C; tato teplota se udriuje
po dobu 3 minut.Pak se do plasté kotle vpouldty studend voda,a% je smé&s ochlazena na 40 .
PFi této teploté se upravi pH smési na hodnotu 5,0 a% 5,1 pomoci IN-HCLl;iprava pH nemd
trvat déle nef 5 minut.Po Gpravé plt se sm&s ochladt na teplotu nejvyde 25 %t a vytvortend
srafenina balastl se odstrant fitraci nebo centrifugaci.Potom se pH sm&si upravi na
hodnotu 7,0 a kyselina ethyléndiamintetraoctova se vaZe do komplexu pFidavken ekvivalentn{ho
mnoistvi vapenaté soli,nebo se odstrani jinym zndmym zplsobem.Neni-li moZno provést Gpravu
pH na hodnotu 5,0 a% 5,1 pii 40 % spotehlivé do 5 minut,smés se pFéd dpravou pH nejprve
ochladf na teplotu nejvy§e 25 O¢c,potom se upravi pH a smés sé opét zahteje na teplotu

40 %C na dobu 2 aZ 5 minut.

PREKLAD 2.
Nésledujict postup je vhodny pro- vychozi roztok surového albuminu,ktery obsahuje

4 at 5 hmot.% ethanolu,napit.pro roztok frakce IV+V,ziskané ethanolovou frakcionact za



chladu.Postup je stejny,jako v piikladu 1 s tim rozdilem,2e se k roztoku surového albuminu
pfidaji pouze 3 hmot.% chloroformu pFi zachovani 0,4 hwet,% kyseliny kaprylové v denaturo-
vané smdsi.Postup za pifitomnosti aikoholu je méné vyhodny.protofe je tFeba plisnéjd

dodrZovat podminky denaturace /teplotu,dobu zahfivart/,

Preparaty,pfipravené podle uvedenych postupl mély elektroforetickou &istotu kolem
97 % /pii denaturaini teplotd 45 9/ nebo tém&F 100 %/pri denaturaéni teplot& 55 a% 60 Oc/
a nevykazovaly %4dné znimky denaturate nebo jiného polkozeni albuminu.V pFedb&inych testech
bylo dokonce zji&téno, 2e preparéty lidského albuminu,pfipravené pFi 50 % podle puvoedniho
Es.pat. 129 936/tedy za nepfitomnosti tepelnych stabiliz&tord albuminu/ vykazujt biologicky
polodas v Lidském organizmu 22 dni,tedy jako nepodkozeny,nativni Lidsky albumin.Naproti
tomu viechny srovnavané komer&ni preparaty Llidského albuminu,tuzemské i zahranilini,vyrobené
ethanolovou frakcionaci za chledu,vykazovaly biolanické polotasy podstatnd krat$i/nejvyde
16 dni/.Vytések albuminu,pfipraveného podle yynatezu,se p#i viastni denaturalni procedufe
bliZzil 100 %,{akie vyrobni ztraty zavisi jen na nezbytnych dal3ich operacich,anb.pis
filtraci a pod.

Mofnost uplatnént vynédlezu spolivd v jeho zavedeni pFi vyrob& Llidského sérového
albuminu.Vyndlez predstavuje G¢inny purifikaini stupen,kterd sam o sob® zajidfuje vysokou
elektroforetickou ¢istotu a nizkou barevnost koneéného rpoduktu,Odpadd tedy néroind
frakcionace ethanolem za chladu a krom& toho je mo3no vychdzet 2 nédhradnich surovin,
obsahujicich vysnkd mnoistvi krevnich barviv.,V pFedoperaci se provede jen hrubé rozdélent
vychozt suraviny na surovy gama globulin a surovy albumin; v kone&né f&zi je moino pouzit
dal&ich znamych postupl,vedoucich aZ k infusnimu roztoku albuminu.Vyroba Llidského albuminu
s vyusitim vynélezu je podstatné jednodu33i,levn&j3i a ménd& ndrolnd na spotfebu energii
a pracovni doby ve srovnani s vyrobou albuminu ethanolovou frakcionaci za chladu.Neni
zapotitebi Zadnych ch(azenich vyrobnich prostort a technologické zatizeni je jednoduché,
Pokud bude v dal3ich podrobnych testech potvrzen dlouhy biologicky pololas presardtu,
vyrobeného podle vynalezu / srovnatelny s polofasem nativniho albuminu/,by!l by ziskéan
preparadt novych kvalitativnich viastnosti ve srovnédni s dosud uZivanymi komecdnimi albuminy,

pripravenymi ethanolovou frakcionaci.



PREDMET VYNALEZU

1. ZpUsob pFipravy lidského sérového albuminu ze séra,plasmy,nebo surovin,
‘obsahujicich hemoglobin,vyznatujici se tim,%e se balastnt bilkoviny ve vychozim roztoku
sérovych bilkovin,obsahujicim 1 a2 10 hmot.% albuminu denaturuji kombinovanym plsobenim
teploty 35 a% 55 °C,chloroformu v mnoZstvi 2 a3 10 hmot.% a kyseliny kaprylové v mnofstvi
0,1 at 2 hmot.%,p?i pH 5,3 a% 7,0,denaturované balasty se pfevedou do srateniny pFi

pH 4,5 a2 5,5 a pFi teplot® nejvyde 45 °c,na6ei se sratenina balastl odstrani,

2, Iptsob podie bodu 1,vyznaltujici se tim,%e se vychozi roztok sérovych
bilkovin,obsahujici 4 a% 5 hmot.% albuminu denaturuje pii 45 °c zé ptitomnosti chloroformu
v mnofstvi 5 hmot.%, kyseliny kaprylové v mnoistvi 0,4 hmot.%,pti pH 5,8 a% 6,0,
denaturované balasty se pFevedou do sraZeniny ptfi pH 5(0 a% 5,1 a pti teploté 40 °c,

nate? se srafenina balastd odstrant,

_3. IZplisob podle bodu 1 a 2 za nefddouci pritomnosti 2eleza,vézahého na transferin
vyznalujici se tim,%e se vychozi roztok sérovych bilkovin zbavi iontl %eleza i %elera,
vdzaného na transferin plUsobenim tatky,védzajici{ Zelezo do komplexu nebo do nedisociova~
telné slouteniny,s vyhodou plsobenim dvojsodné soli kyseliny ethyléndiamintetraoctové

v koncentraci 0,01 a2 0,1 hmot.%,

MTZO 21 R



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

