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Vynélez sa tfka spdsobu vyroby priprav-
kov pre uvolilovanie buniek z tkaniv alebo
z povrchu Kkultivaénych nddob vo forme
prasku, granuldtu alebo vyliskov (najdastej-
Sie tabliet alebo brikiet), pripravovanych z
pra8kovanych homogenizovanych alebo gra-
nulovanych zmesi proteolytickych enzfymov,
cheldtotvornych latok a pomocnych latok
pozostavajlicich prevdZne z anorganickych
soli.

Pre pripravu bunkovych suspenzii zo Zivo-
¢iSnych tkaniv sa pouZivaji rézne proteoly-
tické enzymy, ako napr. trypsin, pankreatin,
prondza, elastdza, chymotrypsin a iné. Ob-
dobne uvolfiovanie buniek z povrchu kulti-
vatnych nddob sa vykondva uvedenymi en-
zymami. Okrem roztokov vy3Sie spomenu-
tych enzymov sa pouZivaji pre uvoliiovanie
tkaniv a uvolilovanie buniek z kultivaénych
nadob roztoky cheldtotvornych latok ako na-
priklad kyselina etyléndiaminotetraoctova,
kyselina citrénova a iné. Enzymy alebo che-
latotvorné latky sa zvylajne rozpastaju v
izotonickom roztoku chloridu sodného, kto-
ry sa vhodne pufruje na ur¢ité pH, kde je
maximéalna ucinnost enzymu. Doposial sa
tieto pripravky vyrdbajd pre pouZitie pri kul-
tivacii buniek a tkaniv in vitro vo forme
sterilnych roztokov alebo lyofilizdtov k pria-
memu pouZitiu (katalog firmy Difco, USA r.
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1976, Gibco, USA r. 1978,
1977).

Vo vodnych roztokoch je trypsin, ako aj
iné proteolytické enzymy nestabilny a pod-
liehd proteolytickému autorozkladu. V prie-
behu skladovania sa enzymatickd aktivita
zniZuje a vyrobky sa stdvaji ne$tandardny-
mi. Pri skladovani 0,25% roztoku trypsinu
v pufrovanom fyziologickom roztoku pri pH,
pri +4°C je trypsin pouZiteln§ maximélne
2—3 tyZdne a pri skladovani pri —20°C je
trypsin stabilny 6 mesiacov (Von A. Mayr,
P. A. Bachmann, B. Bibrack, G. Wittmann:

Flow, Anglia r.

Virologische arbeitsmethoden. VEB Gustav
Fischer, Verlag Jena 1974).

Vyndlez odstrafiuje nevyhody tym, Ze na
zvySenie stability pripravkov pre uvoliiova-
nie buniek z tkaniv a povrchov kultivaénych
nadob sa enzymy, cheldtotvorné 1atky a po-
mocné latky pozostdvajlice prevd?ne z an-
organickych soli homogenizujd, upravujd do
formy granuldtu alebo sa formuji na vhod-
nych lisovacich strojoch (za podmienok u-
vedenych niz8ie) do formy vyliskov, gulovi-
teho, vélcovitého, SoSovkového, alebo iného
vhodného tvaru.

Podstatou vynéalezu st teda pripravky pre
uvoliiovanie buniek z tkaniv alebo povrchu
kultivatnych nddob vo forme pragku, gra-
nulatu alebo vo forme vyliskov najmi tab-
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liet a brikiet, ktoré obsahuji 1—40 9% hmot-
nych % proteolytickych
trypsinu, chymotrypsinu, pankreatinu, pro-
nazy, elastazy, kolagendzy a iné alebo che-
latotvorné 14tky najmé dvojsodné soli kyse-
liny etyléndiaminotetraoctové jednotlivo,
alebo v zmesiach. Dalej pripravky obsahu-
ji 60—99 hmotnych % pomocnych 14tok
ako st:

chlorid sodny,

chlorid draselny,

glukdza,

kysly fosforetnan sodny,

kysly fosforefnan draselny,

stredny fosforefnan sodny,

stredny fosforeCnan draselny,

kysly uhli¢itan sodny,
tris-hydroxymethylaminomethan,

chlorid vépenaty,

chlorid horednaty,

polyethylénglykol,

polyvinylpyrolidén,

methylcelulésa,

fenolova &erveiti,
N-z-hydroxyethyipiperazin-N-2-giail-
-sulfonové kyselina, :
N-tris-hydroxymethylmethylglycin,
2-{N-morfolino)-etan sulfénova kyselina,
piperazin-N,N‘-bis (2-ethan-sulfonova kyse-
lina,

N,N-bis-1i{2-hydroxyethyl)glycin,
N-(tris-(hydroxymethyl)methyl-2-amino-
ethan sulfonovéa kyselina,
2-bis-(hydroxyethyl)-imino-2-hydroxy-
methyl)-1-3-propéndiol,

hydroxyethyl piperazin-N'-3-propan
sulfonové kyselina a dalSie.

Enzymy, cheldtotvorné 1atky a pomocné
l4tky pozostdvajlice prevédine z anorganic-
kych soli sa homogenizuji s vyhodou vo
fluidiza¢nom zariadeni alebo v planetdrnej
mieSacke. Do fluidnej vrstvy zloZenej z po-
mocnych ldtok sa priddva vodny alebo alko-
holovy roztok jednej alebo viacej pomoc-
nych latok a celkovy obsah enzymov chelé-
totvornej 14tky alebo ich zmes. Zmes sa su-
§{ plynom s vyhodou vzduchom do 100°C
alebo sa najprv granuluje a potom susi. V
dalSom pripade sa pomocné latky zmieSa-
jt v planetdrnej mie8alke a zvlhéia sa roz-
tokom etanolu, propanolu, aceténu alebo
ich zmesou, v ktorej s rozpustené latky u-
pravujiice onkoticky tlak najma polyethylén-
glykol, polyvinylpyrolidon ako aj latky in-
dikujice pH ako je fenolové Cerveil. Zvlhce-
na zmes sa sudi plynom s vyhodou vzduchom
do 100°C. Po vysuSeni sa ku granuldtu pri-
d4 enzym, & cheldtotvornd latka alebo ich
zmes a po homogenizdcii sa granulét lisuje
na vylisky s vfhodou na tablety alebo brike-
ty pri tlaku od 40 do 200 MPa.

Pra¥kovany vysledny homogenizédt alebo
granuldt, &i tablety sa rozvédZia alebo rozpl-
nia do vhodnych flagtitiek, sterilizujd sa ga-
ma Zarenim o davke 2,5 Mrad. PraSkovany
homogenizé4t alebo granuldt, &i tablety pri-
pravkov pre uvolilovanie buniek je moZno

enzymov najmi
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taktieZ po .rozpusteni v danom objeme re-
destilovanej vody sterilizovat filtrdciou cez
{ilter Milipor.

Utelom vynélezu je priprava kvalitnych
suchych pripravkov pre uvolfiovanie buniek
z tkaniv a kultivaénych nddob vo forme vy-
liskov (tablet, brikiet alebo vyliskov iného
vhodného tvaru), alebo homogenizovanych
préskov a granuldtov, ktoré maji oproti do-
posial uZivanych spdsobom pripravy (pri-
pravky tekuté, lyofilizované) vyhody v do-
konalej homogenizédcii zloZiek, dlllodobej
stability, dobrej rozpustnosti, v pevinom
Standardnom tvare a vdhe v pripade vylis-
kov a zjadnodusenej manipuldcii pri pripra-
ve a doprave. Ziskané pripravky si uchové-
vaja vSetky vlastnosti pre uvoliiovanie bu-
niek zo Zivo€idnych tkaniv alebo povrchov
kultivadnych néadob.

Vyhodou Gpravy vyrobkov je $tandardnost
pri pouZivani, ktord vyplyva zo zvySenej sta-
bility suchych enzymatickych pripravkov vo
forme homogenizovanych préskov, granulé-
tov alebo vyliskov (tabliet, brikiet). Table-
iy je moZuo viicdie vdnovo upravil tak, aby
ich bolo moZné rozpustat v definovanom ob-
jeme vody. Ekonomickou vyhodou priprav-
kov pre uvolilovanie buniek z tkaniv alebo
kultivaénych nddob vo forme granulatu ale-
bo tabliet je dlhodobd skladovatelnost a
zmen3enie ndrokov na chladiaci priestor, ako
aj zniZené ndklady na prepravu a obalové
materidly.

MoZnost vyroby velkych SarZi vyrobkov
pripravovanych navrhovanym spdsobom u-
moZiiuje zlepsit Standardnost enzymatickych
pripravkov. Formovanie suchych vyliskov
pre tkanivové kultiiry je moZné prevadzat
bud na beZnych tabletovatkdch (briketovat-
kach) excentrickych alebo rotagnych, ¢&i
iného druhu, za normélnych atmosférickych
podmienok pri vhodnom lisovacom tlaku,
alebc cpatrenych Specidlnym povlakom re-
zidiel) teflén, silikén alebo z inej vhodnej
hmoty) po tdprave vlhkosti vychodze] suro-
viny a pri relativnej vlhkosti vzduchu pro-
stredia 10—50 %, podla druhu lisovanej
zmesi pripravkov pre uvolifiovanie buniek z
tkaniv alebo kultivatnych nddob.

Priklad 1

Vo [luidnom zariadeni sa zmieSa 400 g
chioridu sodného p. a., 10 g chloridu dra-
selného p. a., 144,5 g stredného fosforetna-
nu sodného p. a. a 5 g chloridu horenatého
s 6 H20 p. a. Do fluidnej vrstvy sa postupne
nastrekuje roztok o zloZeni trypsin 12,5 g,
chymotrypsin 12,5 g, kysly fosforeénan dra-
selny p. a., 10 g, 8 g polyethylénglykol m. v.
8000 v 50 m! redestilovanej vody. Vzniknuty
granulédt sa su$i pri teplote do 100 °C. Vysu-
Seny granulédt je moZné rozplnit po 0,6 g do
flatifiek a oZiari sa gama lifmi celkovou
dédvkou 2,5 Mrad. Po oZiareni sa sterilny gra-
nulét rozpust! v 50 ml sterilnej redestilova-
nej vody a pouZije sa na uvolnenie buniek z
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kultivaénych nadob, alebo z vysuSeného gra-
nulatu je moZné lisovat tablety o vahe 0,6 g
pri tlaku 98 MPa. Tablety je moZné sterilizo-
vat gama Ziarenim o celkovej déavke 25
Mrad. Jedna steriln4 tableta o vahe 0,6 g sa
pred pouZifim rozpusti v 50 ml sterilnej re-
destilovanej vody.

Priklad 2

Vo fluidnom zariadeni sa zmieda 340 g
chloridu sodngho p. a., 20 g chloridu dra-
selného p. a., 5475 g glukozy, 110 g kysié-
ho uhli¢itanu scdnzho p. a. a previhdl sa
roztokom o zloZent: 43 & 950 etancly, 0,25 g
fenolovej fervens a 10 g pelyetylénglykolu
0 m. v. 600. Vzniknuty granulédt sa susf pri
teplote do 150 °C. Suchy granulat sa zmieda
s 12,5 g trypsinu a 125 g chymotrypsinu o
velkosti Castic 0,125 mm. Z vysuenej zmesi
sa lisuji tablety o vahe 0,56 g pri tlaku 40
MPa. Tablety sa sterilizuji gama Ziarenim
celkovou déavkou 2,5 Mrad. Jedna sterilng
tableta sa pred pouZitim rozpusti v 50 ml

FHLIIC) FCadslieuvaniug Vuly.
Priklad 3

V planetdrnej micSatke sa zmie3a 125 g
tris-hydroxymethylaminomethanu HC1 s 25
gramy tris-hydroxymethylaminomethanem a
377,5 g chloridu sodného p. a. a prevlhéi sa
zmesou o zloZeni 50 g 969 etanolu, 0,25 g
fenolovej Cervene a 7,25 g polyvinylpyroli-
donu. Vzniknuty granuldt sa susi pri teplo-
te do 120°C. Po vysulenl sa ku granuléiu
prida 12,5 g trypsinu o velkosti &iastic 0,100
mm. Po homogeniz4cii sa lisuji tablety o va-
he 0,55 g a priemere 12 mm pri tlaku 60
MPa. Jedna tableta sa pred pouZitim rozpus-
ti v 50ml redestilovanej vody a roztok sa
pred pouZitim sterilizuje ultrafiltrdciou cez

filter Milipor 0,22 wm. Pochopiteln® je moz-
né pouZit na sterilizdciu aj gama Ziarenie
ako v predchddzajicom priklade.
Priklad 4

Vo fluidnom zariadeni sa zmie$a 400 g

‘chloridu sodného p. a., 10 g chloridu drasel.

ného p. a., 1445 g stredného fosforetnanu
sodného s 12 Hz20 p. a. a 5 g chloridu hored-
natehe s 6 HzO p. a. V 59 ml redestilovanej
vody sa rozpusti 12,5 g trypsinu pre tkatiové
kultury, 10 g kyslého fosforefnanu drasel-
ného p. a. a 8 g polyethylénglykolu o m. v.
6000. Roztok sa zliliruje cez skleneny slinu-
ty filter S 3. Potom sa postupne tento roztok
nastrekuje do fluidnej vrstvy. Vzniknuty
granulat sa susi do 100 °C. VysuSeny granu-
lat sa lisuje na brikety o vahe 24 g pri tla-
ku 200 MPa. Tablety sa oZiaria gama la¢mi
0 celkovej déavke 2,5 Mrad. Jedna sterilna
tableta sa pred pouZitim rozpusti v 200 ml
sterilnej redestilevanej vody.

Priklad 5

Vo fluidnom zariadeni sa zmieSa 340 g
ciiloridu sodného p. a., 20 g chloridu dra-
selného p. a., 54,75 g glukozy, 100 g kyslého
uhligitanu scdnéhs p. a. & 10,0 g avojsudue]
soli kyseliny etyléndiaminotetraoctovej p. a.
a previh{i sa roztokom o zloZeni 0,25 g fe-
nolova Cerveti, 10 g kysiého uhlititanu sod-
ného v 30 ml redestilovanej vody. Vzniknuty
granuldt sa susi pri teplote do 130 °C. Vysu-
Seny granuldt sa premie$d s 10 g trypsinu a
10 g chymotrypsinu o velkosti &astic 0,125
mm. Suchd praSkovand homogenizovana
zmes sa rozplni po 0,56 g do flastifiek a ste-
rilizuje sa celkovou ddvkou gama Ziarenia
2,5 Mrad.

PREDMET VYNALEZU

1. Pripravky pre uvolfiovanie buniek z tka-
niv alebo povrchu kultivatnych nadob vo
forme préasku, granuldtn alebo vo forme V-
liskov najmé tahliet a hrikist yyznafuitci s=
tym, Ze obsahuji 1 aZ 40 hmotnych % pro-
teolytickych enzymov najmi trypsinu, chy-
motrypsinu, pankreatinu, pronézy, elastéazy,
kolagendzy alebo cheidtotvorne] latky na-
jmé dvojsodnej soli kyseliny etviéndiamino-
tetracctovej jednotlivo alsbo v zmesiach a
60 aZ 99 hmotnjch % pomocnych ldtok, kto-
ré pozostdvaji z latok upravujacich iontovd
silu na izotonicky roztok najméa chiorid sod-
ny, chlorid draselny, gluk6za v mnoZstve 0,5
az 99 hmotnych % a z pufrujtcich l4tok
najmé .
kysly fosforednan sodngy,
stredny fosfore&nan sodny,
kysly fosforetnan draselny,
stredny fesforetnan draselny,
kysly uhlifitan sodny,

tris-hydroxymethyl-aminomethan . HCl,
tris-hydroxymethylaminomethan,
N-2-hydroxyethylpiperazin-N‘-2-etén-
sulionové kyselina,
N-tris-hydroxymethylglycin,
2-(N-morfolino)ethan sulfonova kyselina,
piperazin-N-N*{bis)-2-etdn sulfonovs
kyselina,

N,N‘-bis-1-(2-hydroxyethyl) glycin,
N-tris {hydroxymethyl) methyl 2-amino-
methan sulfonova kyselina,
2-bis-(hydroxyethyl) -imino-2-hydroxy-
methyl-1,3-propédndiol,

hydroxyethyl piperazin-N‘-3-propén
sulfonovad kyselina v mnoZstve 1 aZ 89,5
hmotnych percent.

2. Pripravky podla bodu 1 vo forme pras-
ku granuldtu alebo vo forme vyliskov, vy-
znacujlice sa tym, Ze obsahujd ako pomocné
latky navy3e latky, upravujlice onkoticky
tlak najmé polyethylénglykol, polyvinylpy-
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rolidon, methylcelulézu, hydroxyethylcelu-
l6zu a iné rozpustné derivéty celulézy vo
vode v mnoZstve od 0,01 do 2 hmotnych per-
cent.

3. Pripravky podla bodu 1 a 2 vo forme
prasku, granuldtu alebo vo forme vyliskov,
vyznadujice sa tym, Ze obsahuji ako po-
mocné latky navySe latky indikujice pH
najmé fenolovd Cderveil v mnoZstve od 0,02
do 0,1 hmotnych percent.

4, Pripravky podla bodu 1 aZ 3 vo forme
prasku, granuldtu alebo vo forme vyliskov,
vyznatujtce sa tym, Ze obsahujt ako pomoc-
né latky navy$e latky aktivujice enzyma-
tickd aktivitu proteolytickych enzymov na-
jmé& chlorid vépenat§, chlorid horefnaty od
1 do 5 hmotnych percent.

5. Sposob pripravy pripravkov pre uvol-
fiovanie buniek z tkaniv alebo povrchu kul-
tivaénych nddob podla bodu 1 aZ 4 vyznacu-
juci sa tym, Ze 60 aZ 99 hmotnych percent
pomocnych l4atok, vztiahnutych na hmotnost
vysledného produktu, sa homogenizuje s vy-
hodou vo fluidnom zariadeni do homogeni-
zatu a s vyhodou do fluidnej vrstvy sa pri-
d4va vodny alebo alkoholovy roztok obsahu-
jaci aspoit jednu pomocni latku ako aj lat-
ku indikujacu pH a 1 aZ 40 hmotnych per-
cent proteolytickych enzymov alebo chela-
totvornej l4tky, vztiahnuté na hmotnost vy-
sledného produktu, o pH 3 aZ 6, priom sa
ziskand zmes sudi plynom, s vyhodou vzdu-
chom, o teplote do 100 °C, najprv sa granu-
luje a potom susl.

Severografia, n.

P

8. Spbsob pripravy pripravkov pre uvol-
fiovanie buniek z tkaniv alebo z povrchu
kultivatnych néddob podla bodu 1 aZ 4 vy-
znadujici sa tym, Ze 60 aZ 99 hmotnych per-
cent pomocnych l4tok sa homogenizuje, gra-
nuluje a sudi a potom sa K suchému granu-
latu prida 1 aZ 40 hmotnych percent, vztia-
hnutych na hmotnost vysledného produktu,
proteolytickych enz§mov a alebo chelato-
tvornych 1latok alebo ich zmesi.

7. Spésob pripravy pripravkov pre uvol-
fiovanie buniek z tkaniv alebo povrchu kul-
tivaénych nédob podla bodu 1 aZ 4 vyzna-
gujici sa tym, Ze sa homogenizuje 1 aZ 40
hmotnych percent proteolytickych enzymov
alebo cheldtotvornych latok a 60 aZ 99 hmot-
nych percent pomocnych latok, vzniknutd
zmes sa zvlh&éi s vyhodou aceténom, etano-
lom, izopropanolom, vodou alebo ich zme-
sou a nésledne sa granuluje a susi plynom
s v§hodou vzduchom pri teplote do 100 °C.

8. Sposob pripravy pripravkov podla bo-
du 5 aZ 7 vyznadujici sa tym, Ze sa prasko-
vany produkt alebo granulét lisuje na v{lis-
Ky s vyhodou na tablety alebo brikety pri
tlaku od 40 MPa do 200 MPa.

9. Spodsob pripravy pripravkov podia bo-
du 5 aZ 8 vyznadujici sa tym, Ze sa présko-
vany produkt, granuldt alebo vylisky sterili-
zujui gama Ziarenim s vyhodou celkovou dav-
kou 2,5 Mrad.

zdvod 7, Most
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