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Redi se prumyslovd priprava prenosového
faktoru ze zvireci krve nebo 2z krevnich
elementu této krve, ktera spo¢ivd v hemoly-
se erytrocytl pritomnych v krvi nebo krev-
nich elementech, v odstredéni bunéénych
stén erytrocytll a neporusenych leukocytu na
velkokapacitni prutokové odstredivce,
v promyti sedimentu béhem  odstredéni
a nasledné desintegraci leukocytu ultrazvu-
kem nebo dekompresi v dusiku. Vznikla
suspense zbytkl krevnich bunék se pfimo
ultrafiltruje pres membranu s vylucovacim
limitem 10.000, ultrafiltrdt obsahujici
smés nizkomolekuldrnich peptidd a nukleoti-
dad se sterilisuje pomoci sterilisaéni
membrany a lyofilisuje nebo pouZije primo
jako 1lékova forma. Prenosovy faktor je
imunomodulator pouzivany pri lééeni vroze-
nych nebo ziskanych poruch imunitniho
systému, bakteridlnich i virovych infekeci
a nadorovych onemocnéni.
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Vynadlez se tyka zpusobu prumyslové vyroby prenosového fakto-
ru z leuKocytu pritomnych ve zvifeci krvi nebo v krevnich elemen-
tech této krve..

Prenosovy faktor nebo tézZ transfer faktor (TF), pripadné
podle presnéjs$i terminologie dialysovatelny leukocytadrni extrakt
(DLE), je imunomodulacni preparat, nesouci radu imunologickych
aktivit 2zavislych 1 nezavislych na antigenu. Je-1li pripraven
z leukocytl (ddle Le) darcl imunisovanych prislusnym antigenem,
je schopen prendset imunitni reakci na tento antigen na neodpovi-
dajiciho p¥ijemce (TF aktivita).

Klinicky se pouZiva k 1léceni vrozenych nebo ziskanych poruch
bufikami zprostfedkované imunity, pr¥i riznych bakteridlnich nebo
virovych infekcich a p¥i terapii nddorovych onemocnéni. Podava se
ve formé injekci nebo perorédlnée.

Pfenosovy faktor je smés nizkomolekuldrnich peptidd a nu-
kleotidu, =ziskand extrakci Le imunisovanych déarcl nebo darcu
s dobre fungujicim imunitnim systémem. Kriteriem koncentrace TF
je Jjedna mezindrodni Jjednotka (MJ), definovanda Jjako extrakt

obvykle z 5.108 Le. Vychozim materidlem pro pripravu je vétsSinou
lidska& krev.

Nejcastéjsi zpusob pripravy TF spoc¢ivd v tom, Ze se bilé
krvinky obsazené v buffy coatu (dale BC, coZ je leukocyty oboha-
cend frakce krevnich bunék ziskand odstfedénim krve obsahujici
konservaéni roztok) rozrusi st¥idavym zmraZenim a rozmraZenim (J.
F. Raymond se sp., Vox Sang. 29, 338, 1975; Brit. patent ¢&.
1443948). Zbytky krevnich bunék se bud odstfedi pfi 20 000 G
a supernatant se dialysuje do destilované vody, nebo se k dialyse
pouzije p¥imo desintegrovany BC. Dialysu 1lze nahradit ultrafil-
traci pres membridnu s vyluéovacim limitem 10 000. Dialysat nebo
ultrafiltrdt se vétsSinou lyofilisuje a pred pouzZitim se rozpousti
ve vodé pro injekce.

Priprava TF pres svoji jednoduchost skryvd nékteré technolo-
gické obtize, které se zvyrazni pri jejim pr¥evodu do produkéniho
méritka.

Velkd spotreba prepardtu v humdnni i veterindrni mediciné
~vyvolala na jedné strané nutnost hledat dostupnéjsi zdroje leuko-
cyti neZz je lidskd krev a na strané druhé nutnost vyrovnat se
s dalSimi technologickymi problémy, spojenymi s velkokapacitni
vyrobou TF. Jako vychoziho materidlu se zacalo pouzZivat ZivocCisné
krve (prase¢i - Jap. patent &. 56115-720, ddle pak hovézi, kon-
ské, kachni atd.), pripadné i lymfatickych orgdnd. PouzZiti krve
jako zdroje Le ma& radu dulezitych vyhod, mimo jiné umozZiiuje
imunisaci darca. Naproti tomu mohou byt lymfati:cké orgdny konta-
minovany ruznymi toxickymi l&tkami (nap#¥. z potravy), prechdzeji-
cimi do konec¢ného produktu.

Zdkladnim technickym problémem primyslové vyroby TF je eko-
nomickd priprava velkého mnoZstvi koncentrované suspense bilych
krvinek. Prenosovy faktor pripravuje z buffy coatu savéi krve. BC
se d4 snadno ziskat odstfedénim krve v diskontinudlnich (kyveto-
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vych) odstfedivkach, kdy tvofi uUzké rozhrani mezi vrstvami plasmy
a erytrocyti (ddle Ery). Kapacita rotoru téchto odstfedivek je
vSak mala, maximdlné 6 litrd, coZ2 je divodem nepouZitelnosti BC
jako vychoziho materidlu pro prumyslovou vyrobu TF.

Stejné tak je z kapacitnich i ekonomickych ddvodd nevyhovu- -
jici isolace Le protiproudnou centrifugaci (elutriaci), pripadné
pomoci ruznych pritokovych separdtori bunék pouZivanych napf. pri
leukaferese.

Isolace Le sedimentaci krevnich bunék za p¥idavku polyelek-
trolytl, kterd by se snadno dala prevést do vétdiho méritka, vede
k malym vytézkim Le, nehledé na to, Ze pfitomnost zbytkl vyso-
komolekularnich koagulantd Ery v suspensi Kkomplikuje ndslednou
ultrafiltraci.

Uvedené nevyhody odstranuje zplsob primyslové vyroby preno-
sového faktoru ze zvireci krve nebo z krevnich elementu této
krve, jehoZz podstata spo¢ivd v tom, Ze se Ery pritomné v krvi
nebo v krevnich elementech hemolysuji v hypotonickém prostfedi,
leukocyty a zbytky erytrocytd se odstfedi v pritokové odstfediv-
ce, naceZ se Le v sedimentu po promyti destilovanou vodou desin-
tegruji ve vodé, poté se vznikld suspense ultrafiltruje a po ste-
rilisaci pruichodem pres sterilisa¢ni membrdnu se ultrafiltrat
lyofilisuje nebo pouZije primo jako lékova forma.

ZpUsobem podle vyndlezu se leukocyty desintegruji ultrazvu-
kem nebo dekompresi v dusiku a vznikld suspense se ultrafiltruje:
pres membrdnu s vylucovacim limitem 10 000.

Zpusob podle vyndlezu se provadi tak, Ze se Ery ze zvireci
krve nebo 2z jejich elementd hemolysuji v hypotonickém prostredi
destilované vody. Le se odstfedi v pritokové odstredivce, pricemzZ
extrakt hemolysovanych Ery, predevsim hemoglobin, odchdazi z od-
st¥edivky Jako lehka faze a sediment tvo¥i Le se zbytky Ery.
Sediment se za chodu odstredivky promyje destilovanou vodou a Le
se ve vodné suspensi desintegruji ultrazvukem nebo dekompresi
v dusiku. Suspense rozrusSenych krevnich bunék se ultrafiltruje
pfres membranu s vylucdovacim limitem 10 000. Ultrafiltrdt se ste-
rilisuje membranovou filtraci a lyofilisuje, nebo pouzije p¥imo
jako lékova forma.

Zpusob podle vyndlezu mé& tyto vyhody:

1. Hemolysou Ery v krvi nebo v krevnich elementech vznikne dvou-
sloZkovy systém, predstavovany na jedné strané neporusenymi Le
a zbytky Ery, na druhé strané kapalinou tvorenou extraktem
z Ery. Tento dvousloZkovy systém umoZrniuje primyslovou isolaci
Le jejich odst¥edénim na velkokapacitnich primyslovych odstfe-
divkéach.

2. Lze pripravit velka kvanta dostatecné koncentrované suspense
promytych leukocytl, takZe vysledny produkt obsahuje znaéné
mnoZstvi biologicky uc¢innych 1ldtek =~ peptidd a nukleotida
- v malém objemu. Priznivym disledkem této skutecnosti je
snadnd lyofilisace kone¢ného produktu.
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3. Sedimentované Le se pr¥i desintegraci pravidelné rozptyli v ce-
1lém objemu extrakéni kapaliny, ¢imZ je umoZnéna jejich dokona-
14 extrakce.

4. Suspensi rozrusenych Le a Ery 1lze primo, bez dalsich dprav,
ultrafiltrovat pres membranu s vylucdovacim limitem 10 000.
Neni tedy nutnd ani dialysa, ani filtrace nebo odstredéni stén
krevnich bunék.

ZpUsob podle vyndlezu je bliZe objasnén priklady provedeni,
aniz by se jimi omezoval.

Priklad 1

Objem 10 1 praseci krve konservovany pridavkem 1 500 ml kon-
servacniho roztoku ACD (roztok 42,67 g citronanu sodného,
14,93 g kyseliny citronové a 40,00 g glukosy v redestilované vodé
o vysledném objemu 1 000 ml) se- zfedi 190 1 destilované vody
a odstfedi v pritokové odstredivce pf¥i zrychleni 1 500 G a pruto-
ku 100 l/hod. Sediment se promyje 2za chodu odstfedivky celkem
20 1 destilované vody pri stejném prutoku. Ziskd se 1 200 ml
sedimentu, ktery se suspenduje v 1 200 ml vody a desintegruje
ultrazvukem tak dlouho, a2 suspense pri mikroskopické kontrole
neobsahuje neporusené leukocyty. Suspense, tvorend sténami krev-
nich bunék v extraktu leukocytli, se p¥rimo, bez dalsSich uprav,
ultrafiltruje pfes membranu s vylucovacim limitem 10 000. Ultra-
filtrdt se sterilisuje filtraci pfes sterilisaéni membrdnu. Ziska
se 2 350 ml sterilniho ultrafiltrdtu, ktery obsahuje celkove
400 mg nukleotidd a 1 120 mg peptida.

Vytézek je 170 MJ prenosového faktoru.

Priklad 2

Objem 5 1 krevnich elementd, ziskanych odstf¥edénim konservo-
vané prasec¢i krve v prUtokové odstredivce, se z¥edi pridavkem
45 1 destilované vody a vznikld suspense leukocytl se odstredi
v prutokové odstr¥edivce za stejnych podminek jako v prikladu 1.
Sedimentované leukocyty a zbytky erytrocytd se promyji za chodu
odstredivky celkem 10 1 destilované vody. Ziskd se 1 080 ml sedi-
mentu, ktery se suspenduje v 1 080 ml vody a desintegruje dekom-
presi v dusiku 2za mikroskopické kontroly jako v pr¥ikladu 1.
Vznikla suspense stén Kkrevnich bunék se ultrafiltruje popsanym
zplisobem a ziskd se 2 100 ml sterilniho wultrafiltrdtu, ktery se
lyofilisuje. ’ :

VytézZek je 1 324 mg 1lyofilisatu, odpovidajiciho 158 MJ pre-
nosového faktoru.

Obsah nukleotidd je 331 mg, peptidd 993 mg.

Obsah peptidd a nukleotidd v TF se stanovi spektrofotome-
tricky v UV oblasti v rozmezi 790 aZ 300 nm. Kvalitativni slozZeni
pripravku se kontroluje gelovou filtraci na dextranovém gelu,
nap¥. typu Sephadex G-25.
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PATENTOVE NAROKY

Zpuisob prumyslové vyroby prenosového faktoru, vyznacujici se
tim, Ze se erytrocyty ve .zvifeci krvi nebo v krevnich elemen-
tech této Kkrve hemolysuji v hypotonickém prost¥edi, nacez se
neporusené leukocyty se zbytky erytrocytl odstfedi v pritokové
odstredivce, leukocyty pfitomné v sedimentu se po jeho promyti
desintegruji ve vodé, vznikld suspense se ultrafiltruje, poté
se ultrafiltrat sterilisuje pomoci sterilisac¢ni membrany
a sterilni ultrafiltrdt se lyofilisuje nebo pouzZije p¥imo jako

.1ékova forma.

. Zplsob podle ndroku 1, vyznacéujici se tim, Ze se leukocyty de-

sintegruji ultrazvukem nebo dekompresi v dusiku.

Zplsob podle ndroku 1, vyznacujici se tim, Ze se desintegraci
vznikld suspense ultrafiltruje pres membradnu s vylucovacim

- limitem 10 000.

Konec dokumentu
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