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Zpthisob ¢isténi .alfa.-1-PI necisté proteinoveé
frakce, obsahujici .alfa.-1-PI. Tato necista
proteinova frakce se suspenduje ve vodném
roztoku s hodnotou pH 8,5. Pfidanim poly-
ethylenglykolu dojde k vysraZeni .alfa.-2-pro-
tein?. Ke kapaliné nad sedlinou po vysraZeni
polyethylenglykolem, obsahujici .alfa.-1-PI,
se prida chlorid zine¢naty, kterym se vysrazi
surovy .alfa.-1-PIl. Tento surovy .alfa.-1-PI se
znovu rozpusti, roztok se nanese na anionto-
vé-vyménnou kolonu a z tohoto prostiedi se
zisk4 frakce s obsahem .alfa.-1-PIl. Timto zpt-
sobem ¢i$tény .alfa.-1-PI ma ¢&istotu asi 1,0
jednotek/opt. hustotu 280.




ZpGsob odd¥lovdni inhibitoru o -l-proteinasy
od pastové Cohn-ovy frakce vy + IV,

Oblast techniky

Tento vyndlez se tykd zlepSeného zpltsobu Cisténi
inhibitoru Jd=l~proteinasy ( ol ~antitrypsinu).

Dosavadnl stav techniky

Inhibitor o ~l-proteinasy (zde té% J~1-PI), zndmy
rovndi jako ol -antitrypsin, je serovym glykoproteinem
v mole.hmotnosti 52.000, Tato létka je syntetizovina v
jédtrech a je obsaZena v séru v mnoZstvich mezi 150 az
350 mg/dl), coZ se rovnd 30 aZ 80 uM pri testovdni krev-
nimw standardy.

A-1-PI plsob? v plicich inhibidnd na neutrofilni elas-
tasu, serinovou proteasu, jeZ ve velkych mnoZstvich mlZe
vést k destrukei alveoldrnich stén. V normdluich plicich
pfedstavuje ol -1-PI vice neZ 90%ni anti-neutrofilni
elastasovou ochranu v niZ%Zsim dychacim trakitu.

Nedostatek 4.-1-PI je autosomdlni, zhordujici se dédid-
nd svizel, ovliviovand celod Yadou allelickych variant a
byla charakterizovéna gllelickym uspordddnim oznalovanym
jako proteasovy inhibidni systém (PI). Tyto allely byly
seskupeny na zdkladé hladin X ~1-PI, jak se projevuji v séru
riznych jednotlivel.lormdlnl jednotlivei maji normdélni hla-
dinu o{-1-PI v seru (normdlni jednotlivci se oznaduji jako
Pilil fenotypy)e. Deficitni jednotlivei meji serovou hlaedinu
L =1-PI pod 35% normdlufho priméru (titc jednoilivei jsou
oznadovéani jako PiZZ fenotypy)e Nulti jednotlivei meji nedo-
kszatelny obsah J~1-PI proteinu v seru [oatuc oznaceni
Pi(nulal(nula) fenotypy]

ledostatek ci—l-Pl je charakterlzovan nizkymi hladlnaml
d -1-PI v séru (méné ne? 35% prbmcr ¢ normélni ngbdan) a
v pllClCh. Tento nedostatek je u zminénych jednotlived
spojen s vysokym rigzikem vyvoje panacindrni zdduchy. Takovd
zdducha pilevlddd u jednotliveld s fenotypy PiZZ, PiZ(nula) a
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PiZ(nulal (nula). Symptomy tohoto stavu se obvykle projevi
u postifengch jednotliveld v t¥et{m nebo Stvrtém desetiletd
jejich Zivota.
7iducha ve spojitosti s nedostatkem ¢ -1-PI se rozviji
v dusledku nedostadujicich koncentraci o ~1-PI v niZiich
t.

v 7

Sdetech dfchaciho traktu, kde je tfeba inhibovel neutrofilni

elastesu, vedouci k rozrudeni spojovaciho tkdnového pletiva
plicnfho parenchymu. Jednotlivei g nedostatken ol -1~PI jsou
m&lo chrénéni proti neutrofilni elastase, uvolnovaué
neutrofily v niZéi tdsti dychaciho traktu. Tato nerovnovana
inhibitoru proteasa:proteasa u jednotlivel s nedostatken
d~1-PI se projevi chromickym pofkozovénim a posléze 1 zni-
Senim plicniho parenchymu e alveoldrnich stén.

Jednotlivei s vdZnym nedostetken J-1-PI se vyznaduji
typicky hladinami d -1-PI v endogennim séru pod 50 mg/dl, %o
dle stanoveni stapdardizovanymi postupy. Jednotlivei s tak
nizkfmi sérovymi hladineml 4 ~1-PI maji vyssi riziko, neZ jJe
80%, %e se u nich bdhem doby Zivota projevi zdducha. Cdhaduje
se, %e v USA nejméné 40.000 pacientf, ,nebo jinak 2% ze vech,
trpisich zdduchou, jsou postiZeni timto neduhem v disledku
defektu v génu s kodovanim o ~1~-PI. TWedostatek d~1~PI predste-
vuje jednu z nejbiinéjdich.smrtelnych nemoci Havkazanl ve
Spoj.Stdtech a Bvropé. ,

Lédeni pacientl s nedostatkem J~1-PI sméfuje k nahra-
zeni nebo zvyseni hladiny A-1~PI v séru. Zvysi-1i se hladi-
na d}l—PI v séru, lze pYedpoklddat, Ze v ddsledku toho se
zvisi koncentrace v plicich, &imz se upravi nerovnovana
neutrofilni elastasa: L ~1-PI v plicich a predejde se destrukel
plicni tkénd, nebo se tento pochod zpomali.Studie pFi sledovéni
normélni ‘a o.-1-PI deficitni populace vedly Xk ndzoru, ze mini-
0élni ochrannd hladina A -1-PI v géru odpovidd 80 mg/dl nebo
jinak llPM (asi 57 mg/dlL to p¥i pouziti &istych standardl}.
V afeledku toho je nejudinndjsi 1é3ba oL-1-PI-deficitnich
pacientl zemd¥ena na zajisténi 3i dosa¥eni minimdlni ochranné
hlediny o -1-PI v séru, protoZe h-1-PI v séru je zdrojem

alveolérnihgk—l-PI.
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Pr¥ipravky s obsahem J{~1-FI pro terapii jsou dostupné
od let 1980, Nejvyssi vyuZiti je smérovédno na terapii zmno-
zeni (nahrazeni) kongenitdlniho nedostatku o|-1-PI. Pololas
Zivota lidského o -1~PI in vivo odpovidd 4,38 dnlm se
standardizovenou uchylkou 1,27 dnl. B#%Zn¥ doporudovand ddvka
60 mg A -1-PI/kg t%1lésné hmotnosti tfdnd upravi nizkou
nlzdinu A=1-PI v séru nad ochrannou hladinu 11 yM nebo
80 mg/dl.

D¥ive byl A=1-PI &Zigtén raznymil postupy. Jeden z nich
kombinuje chromatografoviéni na aniotové-vyménném chromstogra-
fickém prostfedi s ndsledujicim PEG srd¥enim. Jiné zZplsoby
Sisténi vyuZivaji PEG srdZeni s nédslednou aniontové-vyiménnou
chromatografii, nebo nékolikandsobné PEG vysrdZeni s ndsled-
nouw aniontové-vym&nnou chromstografii. Jinak byly pouZity kom-
binace PEG sra¥eni, jeden i vice stupnd anicatovi-viménné
chromatografie a stupen kovovi-chemdtové chromatografie.

A je5t8 daldi zplsoby vyuZivaji techniku dé€leni fézl k vy-
Sisténi oL ~1-PI. Specifické aktiviiy 1,26 jedn./mg byly oznd-
meny pro eistény J4~1-PI.

Podstata vyndlezu

Vynélez se Pizen na zlepSeny zplsob disténl ol-1-PI; zé-
el v pouZiti nedisté proteinové frakce, & vihodou Cohn-ovy
frakce IV, + IV, ve formé pasty, jeZ obsahuje J4-1-PI, Nelistd
proteinovd frakce se suspenduje ve studené vodé nebo v rozto-
cu solanky za hodnoty pH asi 6 k rozmpusténi rozpustnjch pro-
teind, &itsje v to albumin, oL -2-globulin ( A -2-mskroglobulin

a hatoglobulin) a [S—globulin (transferrin). Suspenze se

potom filtruje, aby se tak ziskaly nerozpustné proteiny s
obsahem o ~1-PI a ty se propyii vodou (nebo roztokem solanky}‘
Frakce promytych nerozpustnych proteind se znovu suspenduje
ve vodd (nebo v roztoku solanky), hodnota pH se upravi asi

na 8,5 a pPfiddnim PEG se vysrdzi ‘%-2~globulin. Kapalina nad
sedlinou se odlije a priddnim chloridu zinecnstého se vysré-

+/PEG = polyethylenglykol 3350
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%21 surovy <K-1~PI. Teto surovd ldtka se znovu rozpusti v
pufru sodné soli ethylendiamintetrsoctové kyseliny a viry

ge desaktivuji pfiddnim Tween-u 80 a tri-n-butylesteru kyseli-
ny fosforedné (TNBP). S vyhodou se p¥idd néktery ze sacharidd,
jako je sacharosa, maltosa, glukosa a pod., aby se stabili-
zoval %-1-PI v prab&hu desaktivace virl a zvysil se pak vy-
téZek.

Takto zpracovany roztok se nanese na sniontovi-vyménné
prostfedl k oddéleni o[—l-PI o¢ ¢al&ich zbyvajicich proteini.
Frakce, obsahujici A -1-PI se 0dd&li a zpravidla se upravi
priddnin bentonitu, aby se tak odstranily ja kékoli apolipo-pro-
teiny, jeou-li pPitowmny. Takto vznikly Cistény roztok ok ~1-FI
se ddle mahusti

’ N . £ ’» w— " - . ' -
Timto zpusobem vycisteny ol—l—PL1ma specifickou ucinnost
nad 1,0 /jedn. /ODhSO. Tiumto postupem lze dosdhnout vytéZku
nad asi 1,0 jedn/g pasty, s vghodou pek nad asi 1,3, jedn/g

pasﬁyr

PouZitinm postupu dle tohoto vyndpezu se zlepdi kvalita
vitétek o -1-PI. Ddle pak se timto postupem zkrdti doba
isténi ve srovndni s jinymi zplsoby.

‘ )

Podrobny popils
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Cistdni A-1-PI vychdzi z nedisté proteinové frakce.
Touto nedistou proteinovou frakcz miZe byt plazma, déle

& -1-PI ziskany jakoukoli rekombinantni metodou &i jakykoli
jing zdroj, obsahujici A ~1-PI protein. Pri vyhodném prove-

deni je vychozi frakci Cohn-ova Irakce IV1 + IV4 ve Tforme
Id 2 . ’ - - ot I'd
pesty; jeji pFiprava je na tombto useku velmil dobre znama.

Poddtedni zpracovdni pastovité frakce IV, + 1V,
Pastovitéd frakce IV, + IV (nebo jinéd neéistd protei-
novd frakce) se suspenduje v 5 2 dilech vody nebo roztoku

solanky (t3. asi 0,05 a% asi 0,15 Il chloridu sodného na 1 ail




frakce, tedy IVl + IV4) za teploty pod asi 15° ¢ a 22 hodnoty
pH asi 6,0 £ 0,2, & to nejméné asi na hodinu. Rozpustné
proteiny, zahrnujici albumin, <K~2-~globulin a -globulin, se
potor: 0dddli od nerozpustnych proteinl, obsahujicich i
inhibitor A~l-proteinasy, filtraci ze tlaku, odst¥eddnim
a pod. Zbytek se promyje za teploty pod 15° C asi pétindsobnymi
podily vody nebo roztoku solanky (se zfetelem na objem pl-
vodni pasty) za hodnoty pH 6 ¥ 0,2, aby se tak odstranily
jekékoli zmbytky rozpustnych proteinfl, zachycené fyzikdlné
v nerozpustné pasté.

Bylo zjiBténo, Ze suspendovdnim pastovité frakce IV

1
+ IV4 ve vodé nebo v roztoku solanky za hodnoty pil 6,0 s 0,2
s nédsledujicim promyvénim vodou se odstrani tak¥ke viechny

albuminy a vysrdZi se vétdina z A~2 = @»proteln %z
frakel IVl + IVé.

SrdZeni pouZitim PEG
Nerozpustné proteinové zbytky se znovu suspenduji v

esi 5 Lo objemech vody za hodnoty pH 8,5 * 0,5 na objem zbytku
za teploty od asi 15°C ¥ 59C, s vyhodou po dobu asi 6 hodin,
adkoliv se mohou vyuZit kratii &i delsi lasy. Kratsi doby
vihodné nejsou, protoZe vitiZek se vylepduje, jak se doba
gzpracovdail prodluzuje. Jako optimdlni~kombinace doby a vi-
t&%Zku p¥i postupu se ukazuje byt 6 hodin. Potom se pridd
pevny Tris do konedné koncentrsce 10 £ 5 mii, 2 pfidd se
také pevny chlorid sodny do konelné koncentrace 150 t 20 myd,
hodnota pid se upravi na 8,0, Posléze se pridd polyethylenglykol
3350 (PEG) do konedné konceatrace 15 * 5% hmotn.
& reakdni smés se michd asi hodinu za teploty 15 £ 5 C Pri-
dédnim PEG se vysfazi &\~2—globu11n.

Srajenina, jeZ se vyloudi po priddni PEG,se odsagjg
za tlaku, filtradni tlakové za¥izenl se promyje p¥ed filtraci
i potom pouZitim roztoku s obsahem 150 % 25 mi chloridu
sodného + 5% hmotn. PEG, to za hodnoty pH 8,0 £ 0,5. Potom
1ze také srareninu zidkat odstredénim,
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Sréteni chloridem zinelCnatym

.

’ ARl

Do kapaliny nad sraZeninou po pPidénl PEG se pFridd
chlorid zineénaty (100 L 10 mi) a% do konelné koncentrace
6 £ 5 mM a hodnota pH roztoku se upravi na 7,5 £ 0,5.
Roztok se ochladi na teplotu 5 % 5° ¢, michd se nejménd
hodinu; chlorid zinelnaty vysrdzi surovy 9-—1 PI, ten se
tim Prostak . filtraci,

'

0ddéli filtraci, & vyhodou pouZi
jak je to popisovdno napriklad v "Prostak Open-Channel
fodules", IMillipore Corporation, na c

nebo odstreddnim a filtrdt se odebere., Koncentrovanou sus-

oz se zde odkazuje,

rd

penzi nebo srafeninu lze pro dslii upotfebéni zmrazit.

Virové desaktivovéni zpracovidnim bez rozpoudtédla

Surovy o-1~PI se znovu rozpusti v esi 50 mM roztoku
sodnéd soli kyseliny ethylendiamintetraoctové pouZitim filtra-
ce Prostak a recirkulace. Saoharid, s vychodou sacharosa,
se pridd v mno¥stvi asi 15 X 5% hmotn. (nebo asi 0,25 0,05
trisodné soli kyseliny citronové), jakoZ i stabilizdtor béhem
virové desaktivace. Loztok se michd za teploty 15 X 59 ¢, a%
se sacharosa rozpusti.

Roztok, obsahujici 5~-1~DI se z hlediska viru desaktivuje
plsobenim rozpoudtédla povahy detergentu. & roztoku d-1~PI
se pridéd roztok 10 L 19 nrmotn/obj polysorbitalu 80 a 3 * 0,3%
nmotn tri-n-butylesteru kyseliny fosforedné, a to aZ do ko-
nedné koncentrace 1,0 * 0,5% hmotn/pbj. polysorbitalu~80
a 0,3 % 0,15% nmotn. tri-n-butylesteru kyseliny fosforelné.
Déle se roztok inkubuje za teploty 27° * 3° C, pH 8 £ 0,5
po dobu nejméné & hodin, aby se tim desaktivoval jakykoli
virus, pritomny§ v oL-1-PI.

“Bylo nalezeno, ¥e za piitomnosti sacharidu, napriklad
sacharosy jako stabilizdtoru bdhem virové desaktivace pri

pOUaltl zZpusobu rozooustedlo/detergent se zvycuge vytézek
A=1-PI v Jednotkach ve srovnéni s kontrolnim pokusem, t.j.

za virové desaktivace roztoku d-1~PI rozpoudtédlem/deter-
gentem bez sacharidu jako stabilizdtoru. Zvydeni vytéiku
$ini s vfhodou nejménd 10%, s vyhodou nejmén€ 20% a nejvyhod-

ndji nejméné 30%.




Po inkubovéni se upraveny roztok p-1-PI ochladi
na 0° a# -10°C, hodnota pH pak na 8,0 * Q,1.

Aniontové~-vyménnid chromatografie

Ziskany roztok se potom z¥edi asi jednim objemem ovody
na objem ziskaného roszbtoku, zfedény roztok se ddle nanese na

’

predem rovnovdiné upravené chromstogrefickd prostiedd

=y

&

=

A
nebo na jiné podobné aniontové-vyménné prostiedi, jeZ viiw
o -1-PI, coZ dovoluje odd&leni této 14tky od jingch proteind.
Piitom lze pou¥it bud chromatografovéni ddvek nebe sloupco-
vou chrometogrefii. Jekmile se o ~1-PI navd
prost¥edi, promyje se toto pufrem obsahujicim 20 £ 10 mi
chloridu sodného a 20 % mM prim.fosforecénanu sodného
(Watl, PO, ) za pH hodnoty 8 £ 1, aby se tak odstranily nena-
vézané podily, Citeje v to Sb—proteiny. Potom se eluuje
z aniontové-vyménného chromatografického prostredi L-~1-PI
eluovénim promyvaci kapalinou, obsahujfici 100 * 50 mM chlo-
ridu sodného a 20 ¥ 10 mi fosforednanu sodného za pH 8 % 1,
Eludt s obsahem o\ -1-PL se jim: pro dalfi zpracovévéni.

Po odstranéni ol- 1-PI se aniontovE-vymiané prostiedi
vy€ist{ promytim ndsledujicimi sloZhami takto:
vodny roztok, obsahujici 2 * 0,2 mlf chloridu sodného &

20 £ 10 mM fosforednanu sodného, pH 8 % 1,

vodou, urcCenou X injikovéni,
vodnym roztokem, obsahujicim 50 mM hydroxidu sodného a
potom znovu vodou, urdenou k injikovéni. Chromatografické
prost¥edl se potom uchovévd v 2 £ 0,2 M roztoku chloridu
sodného, 20 ¥ 10 mil roztoku fosforelnanu sodného, pH 8 & 1,

Zpratovdvéni eludtu s obsahem o~1-PI

Eludty obsahujici A _1-PI se spoji a p¥iddnim 0,1 aZ
1,0% (hmotn/hmotn) bentonitu se hodinovym &i delSim plsobenim
odstrani &i sniZi mnoZstvi apolipo-proteinl na méné& nez asi
0,01 mg/ml spolipo proteinu A a méné neZ asi 0,01 mg/ml apo-
lipo proteinu B, Bentonit se podom odfiltruje, s vyhodou pouZi-




tim filtrace Cuno, na¥iklad jek je fto popisovédno v "Zeta
Plus C Series Filter Medium", Cuno Inc, na coZ se zde pro
Uplnost odkazuje. Ziskany roztok se poton koncentruje pouzitim
ultrafiltrsdni membrény, a% se aktivite o=1~PI rovnd nejmé-
néﬁO jedn./ml. Koncentrovany filtrét se ddle filtruje 0,45
mikronovyn filtrem se zfetelem na odstrsnéni jeskychkoli
pevnych podill, potom se o ~1-PI filtruje pouZitim "Planova"
k odstrandni viru, sterilnd se filtruje 0,22 mikronovym
filtren k rozddleni do drobnych ampulek a pro uskladnéni
se lyofilizuje. Uskladﬁuje se tak & ~1-PI zz teploty 2 = g°c.
Lyofilizovany J-1-PI se mG¥e pak zrovu rozpustil ve
steriln{ vodé pri poddvéni pacientovi.

Tegty aktivity o -1-FT

Chromogenni test se miZe vyuift k zjigténi aktivity
Jd~1-PI v rekonstituovaném J~1-PI. Test vyuzivd trypsinen
sensitivni chrvomogenni substrdt, - ze kterého se uvolnuje
p~nitroanilin za piitomnosti trypsinu (Sigme Chenical Co.,
Sr.Louis, Missouri). Uvolndny p-nitranilin se zjisti za
vlnové délky 405 nm. d=-1-PI inhibuje uvoln&ni p-nitranilinu
ze substrdtu. Aktivita 4 -1-PI v produktu se stanovi porovnédnim
ce standardizovanou kPivkou aktivity d ~1-PI.Chromogenni
test rekonstituovandho lyofilizmovandho o -1-PI, p¥ipraveného
ve shod& s privé zde vyde popisovanym posbtopem prokazuje
specifickou aktivitu nejméné asi 1,0 jedn/ODgaO.

Poddvani |

Pacientovi lze poddvat d-1-PI infuzemi rychlosti esi
0,08 ml/kg t&lesné hmotnosti za minutu po prvych 10 minut,
Nezti¥uje-li si pecient na cokoli, lze rychlost poddvéni
zvySovat, jak je to tolerovéno, a pokud je %o tolerovédno,
pak dal8{ ndsledné infuze témuZ paclentovi mohou byt zvySeny.
Dojde~1i k opaku, sniz{ se rychlost nebo se infuze prerusi,
a¥ symtomy zmizi. Pak lze infuzi obnovit za rychlosti, jez
je pacientem tolerovdnas




.0 o

.
[ XA 2] .o

9=

Maji-1i se poddvat vysoké dévky, pak lze ndkolik
ampulek o{~1~PI spéjit do prdzného, sterilniho i.v. in-
fuzniho kontejneru za ufiti aseptického postupu.

Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1

600 g pasty frakce IVl + IV4 z Cohn-ova frakcionadéniho
schemafiu se suspenduje v 1800 ml vody za teploty 50 ¢ a
nodnoty pH 6,0 bez jakékoli titrace po debu hodiny. Po skon-
deném suspendovdni se suspenze filtruje ze tlsku 10 CP filtrem
(Cuno). FPiltrdt se shromdzdi, testuje a zm&ri se specifickéd
aktivita ol=1-PI a (D280 mm ).
Pesta zbyld v tlakovém filtru se promyje pouzitim 600 ml
vody p¥i 59 ¢, filtrdt se jiméd 2 tento postup se opakuje
jedt& Sty¥ikrdt. VEechny filtraty se testuji za zmé¥eni
specifické akiivity i optické hustoty. Hmotnost vysledné pas~
ty: 350 ge. Specifické aktivita a optické hustota viech pro-

optické hustota pri 280 nm

cesnich vzorkd je popsédna v ndsledujici tabulce I.

Tabulksal
Lktivita d-1-PI & opt.hustota (280 nm) frakel vymytych vodou

Tgorek Objem [ ~IPI &-fPI celkové Opt.hustota OSpec.aktivite
(mL) (u/miL) (u) 280 nm .

promyti (u/0D) '

0 1450 0,06 87 22,2 0,003

1 600 c,1 60 29,9 0,003

2 600 0,08 48 25,5 0,003

3 600 0,04 24 13,0 0,003

4 600 0 0 4,8 0

5 600 0 0 3,0 0

U = unit, jednotek

Priklad 2

350 g vysledné pasty z prikladu 1 se znovu suspenduje v




-10-

1050 ml vody za hodnoty pH 8,5 za teploty 18° ¢ po dobu 6
hodin., P¥idé se pevay Tris do koncové koncentrace 10 mM a
pevny chlorid sodny do koncové koncentrace 150 mM za ﬁpra-

vy pH na hodnotu 8,0, Polyethylenglykol (PEG 3350) se ddle
pPidd do koncové koncentrace 15% (hmotn), vie se michd hodi-
nu pri 180 €, vznikld sraZenina se odstrani tlekovym filtrem
s 10 CP filtrem pro ziskdni kapaliny nad sedlinou. Pasta v

tlakovém Tiltru se potom promyvéd roztokem s obsahem 15% (hmotn)

polyethylenglykolu PEG~3350, 10 mil Tris a 150 mi chloridu
sodného. Piltrdt a podil z filtrovdni se spoji. Vysledek je
shrnut v tabulce 2.

Tabulkas 2

PEG-3350 srédZeni
Vzorek Objem ~1PI d-1PI (celkové) Opt.hustota Spec.akt,
(mL)  (u/mL) (u) 280 nm (u/0D)
plv. 1400 1,062 1468 13,32 0,0798
PEG-£1%t~ |
T4t 2465 0,513 1265 2,16 0,2375

Priklad 3

K ziskandmu filtrdtu PEG-3350 z prikladu 2 se pridava
chlorid zinednaty do koncové koncentrace 2 mb, hodnota pi
se upravi na 7,5, teplota se sniZi na 59 C k vysrédzend
surového o=-1PI. Po hodinovém michini se surovy A~1-PI
odfiltruje (Prostak) a ziskand suspenze se znovu rozpusti
v roztoku sodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové.
Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3
SréZ%eni chloriderm zinelnatym
Vzorek Objem ob-1-PI A-1PI(celkovd) Opt.hustota Spec.akt.
(ml) (u/ml) (w) 280 nm (u/0D)

Prostak
filtrat 2200 0,0159 - 35 0,15 0,106

po NaBEDTA 264 4,305 1065 13,72 0,3138
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Priklad 4 Sacharosa v nnoZstvi 16,7 % (hmotn) se prida

k roztoku po rozpudténi plsobenim sodné soli kyseliny

ethylendiamintetraoctové (p¥iklad 3) a vie se michd za tep-
o . A

loty 18~ C, a% se sacharosa zcela rozpusti. K tomuto

’

roztoku se,pridd polysorbdt-80 do konsluné koncentrace
1,0% a tri-n-biitylester kyseliny fosforelné do konecné
koacoutracp 0,3%. Foztok se déle inkubuje za teploty

7,5° q&anen@ po 6 hodin pro desaktivovdni jakéhokoli
moaneho viru, zne istujfcinho zachycenim v lipidu. Po skon-
Sendm inkubovéni se roztok ochladi na 5° C, hodnota pH se
upravi na 8,0 a pro kontrolu se vyde uveden: postup opaku-~
je,ani? se p¥idd sacharosa. Stabilita & ~1~PI behen Gsobeni
rozpoultddla~detergentu (SD) ze pritomnosti 16,7% sacharosy
a bez sacharosy (kontrolani pokus) je vyjéddfens v nédgledujici

tabulce 4.

______ abulka 4
Stabilits ch_1-PI bZhem reakce s rozpoustédlem-de-
tocrgentem za pPitomnosti sacharosy
Vzorek Objem J ~1~PI o-1-PI(celkové) &% l-1-P1 z HaZDTh
(m1) (u/ml) (w)
SD~d. 1-PT 311 3,35 1042 97,8
kontrola 293 2,13 624 58,6

Priklad 5

v

K siskanému roztoku 4 ~1-PI v rozpousStédle-detergentu
z prikladu 4 se pfidé 311 g destilcvané vody ke sniZeni
iontového zatiZeni p¥ed nanesenim na QAE kolonu. Roztok se

snese na 300 ml predem upravené QAE iontomZnicové kolony

sjprutokem 12 mY/mine. Kolona se promyje pouZitim 6 ml fosfdto-
vého pufru s obsahem solanky (20 mlil chleridu sodného, 20 mil
pram.fosforednanu sodného haurPO,, pH 8,0). Dédle se ziskd
ok-~1PI eluovénim za pouZiti 1,8 L fosfdtového pufru s obse~

nem solanky (10CmM chloridu sodného, 20 mM uvedendého Tosfatu,
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pH 8,0).

Iontoménilové prost¥fedi se promyje postupné pouZitim:
2 M roztok chloridu sodnédho, 20 mil HaH2P04, pH 8,0, 500mi
rozbtoku hydroxidu sodného a destilovandu vodou. Chromatogra-
Tické prostiedi se uchovdvd v 2 M roztoku chloridu sodndho, 20
kil NaH2P04, pH 8,0. Spojené frakce s obsahem o -1-PI se
teatujil, vysledky viz ndsleduj tabulce 5.

Teabulka 5

s QAE-iontova chromaetografie
Vzorek Objem <~-1PI ~~1PI (celkové) OUpt.hustota Spsc.akt.
(ml) (u/ml) (u) 280 nm (u/0D)
Bludt 1500 0,62 930 0,58 1,058

Priklad 6

ci+. Koncentrdt se filtruje (Planova) a ddle v seriich sterilnd.
Filtrédt se rozdéli do ampulek g lyofilizovénim p¥i sklsdovini.
Veechy procesni vzorky byly testovidny, vysledky v tabulce 6:

6

Tabulka 6
Vzorek Objem oL-1PI A-1PI (celkové) Opt.hustota Spec.akt.

(ml) (u/ml) (u) 280 mnm (u/CD)
 Piltrdt
(Cuno) 1710 0,52 885 0,385 1,351
koncent-
rat 15 11,6 870 8,092 1,434
Konedny
vzorek 92 0,4 865 6,225 1,510

Vyndlez neni jekkoli omezovdn specifickymi priklady pro-
vedeni. Odbornikém jsou jesn¢ moZné variace maeteridl, stupnd,
procesnich parametrld, lisicich se od zde popisovanych provede-~
ni, ani% by se pritom odbolilc z rozsahu vyndlezu. Neni tedy
vynédlez jakkoli omezovdn predloZenymi priklady, viz také
pfiloZené ndrokys o 7.,

T AN
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PATENTOVE NHLROKY
1o ZpUsob Cisténi ~1PI, vyznadujicl se tim, Ze

zahrauje tyto stupné:
pouZije se nelistd proteinové frakce obsahujici ol -1PI,
tato frakce obzahujici d-1-PI se suspenduje ve vodném
roztoku o hodnoté pH asi © po dobu dostalujici k tonmu,
aby se rozpustily rozpustné proteiny,
suspenze se filtruje a zmachyti se nerozpustné proteiny,
k resuspendovanym nerozpustnym proteinlm se pridd
polyethy¥englykol PEG 3350 k vys ré¥eni oh-2 -glgbulinu,
044811 se kapalina nad sedlinou po tomto srédfent
polyethylenglykolem PEG 3350, prifemZ kapalina nad
sedlinou obgahuje d\~1—PI

o

%k této kapaling | se pridd chlorid zinelnsty k vysrdz eni
pa pri

€

gurového ol =-1-PI,
ddéli se surovy (i—l—PI,
ziskany surovy %=1-PI se roazpusti,

vy ¥ r s

rozpustény surovy ol~1-PI se nanese na iontomdnidové

o]
\’D

anexové prostiredi, a

z tohoto aniontové-vyménného prost¥edi se izoluje
frakce, obsahujici vyclistény <~1-PI,

20 Zplsob podle ndroku 1, vyznadujici se tim, Ze

se neéistd proteinovd frakce obgahuglcl d.~1~PI, suspenduje
v asi 3 a% asi 7 objemech vodného roztoku na ksZdi 4{1

3]

s ’

neCisté proteinové frakce, obsahujici o ~1-PI,

3. Zpisob podle ndroku 1, vyznadujici se tim, Ze
se vodny roztok voli ze skupiny, kterou tvo¥i voda a roztoky
obsahujici chlorid godny v koncentraci od asi 0,05 do asi
0,15 M.

4, Zp& ob podle ndroku 1, vyznalujici se tim, Ze
se hodnota pH vodného rozmtoku, obsshujiciho nerozpustny
protein, upravi na hodnotu asi 8,5.

5 Zpusob podle ndroku 1, vyznacujici se tim, Ze
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ge polyethylenglykol PEG priddvd do kocentrace 10% &
asi 20% zmoth/hmotn.

6. Zplsob podle ndroku 1, vyznadujici se tim, %e
se hodnota pH kapaliny nad sedlinou po vysréZeni poly-
ethylenglykolem upravi asi na 7,5.

’ v

Te Zplsob podle ndroku 1, vyznalujici se tim, Ze

-

o

se priddvd chlorid
ll -mIV'Io
8. Zpisob podle ndroku 1, vyznadujici se tim, Z

zinedlnaty dokoncentrace od asi 1 do asi

se ddle zpracovdvd surovy o1PI, ziskany po sriZe
dem zineCnatim, aby se desaktivovaly jakxdkoli virové ne
Y.

9. Zplsob podle ndroku 8, vyznsdujici se tim, Ze:
se na surovy ch-1PI pisobl rozpoudtédlenm = detergenten.

10, Zplsob podle ndroku 9, vyznedujici se tim, ¥e
ge na surovy J-1PL plsobi tri-n-butylesierem kyseliny fosfo-
reéné a polysorbdtem 80,

11. Zplsob podle ndroku 9, vyznadujici se tim, Ze
se ng surovj ~1-PI plsobi tri-n-butylesterem kyseliny
fosforedné v mnoZstvi 0,15 aZ 0,45% (hmotn/obj) a polysorbdtem
80 v mnoZstvi 0,5 aZ 1,5% (hmotn/obj).

12, Zpisob podle ndroku 1, vyznadujici se tim, Ze
se priddvéd bentonit do eludtu, obsahujiciho inhi

¢ ~l-proteinasy.

13. Zplsob podle ndroku 1, vyznsdujifci
vylistény o ~1-PI mé specifickou aktivitu asi 1,0 jedn/Ongo.
c 14, Zphgob podle ndroku 1, vyznadujici se tim, #e

vydlistény (iclPI se ziskd ve vytéZiku nejménZ asi 1 jedn. .
na gram pastovité frakce Iv + IV4.
15. Zplisob Olbtenl ol - 1PI, vyznadujici se tim, Ze

zahrnuje stupné
piipravu nedisté proteinové frakce s obsahem c(~1PI,
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suspendovéni nelisté proteinové frakce s obsahem ¢ ~1FPI
ve vodném roztoku za hodnoty pH asi 6 po dobu dostalujiel
x rozpuiténi rozpustnych proteind,

filtrovdni suspenze s izolovénim nerozpustnych pro-
teinl, obsahujicich ol~1PI,

resuspendovédni proteinl ve vodném roztoku o hodnoté
pd asi 8,5,

priddni polyethylenglykolu k vodnému 1oz
resuspendovénj nerozpustny protein ne koncent
do asi 20% hmotn/hmotn k vysrdieni Jd~2-globs

oddéleni kapaliny nad sedlinou po srdzen
glykolem s tim, Ze tato kapalina obsshuje 4-1P

dpravu pH této kapaliny nad sedlinou na asi 7,5,

priddni chloridu zinelnatého k této kepaliné k vysré-
“eni surového d.~1PI,

odddleni surového &~1PI Ffiltraci (Prostak) s novym
rozpufténim surového d-1PI ve vodném roztoku,

pisobenim rozpouiitddla a detergentu na znovu rozpustény
A ~1PI pro desaktivovdni jakéhokoli virového znelisténi,

naneseni surového J:IPI po pouZiti rozpoudtcdla s de=-

tergentu na aniontovd-vyménné prostredi,
lovéni frakce & obsahem J-1PI z aniontové-vjméqgného

.
(o]

o
prostiedi,

smichdni frakce s obsahenm OL-lPI s bentonitem k adsorbo-
vdniapolipoproteinu, a

ziskdni roztoku s obsahem vylisténého W ~1PI.
16, Zplsob podle néroku 15, vyznalujici se tim, Ze

S s \ . ’ . z . ~

ddle obsshuje uprsvu izolované frekce z pred dpYedposiedniho

stupné ultrafiltraci roztoku obsehujiciho vycistény J-1-FPI.
17« Zplsob podle ndroku L6, vyznadujici se tim, ze

d4le obsahuje lyofilizmovéni ultrafiltrovaného roztoku,

obsahujiciho vydéistény JL-1PI.
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18, ZpGsob podle ndroku 15, vyznad jlci se tim, Ze
vy3istdny ol-1PI md specifickou sktivitu asi 10 jedn/spec.,
hustota ODZBO‘

19. Zplhsob podle ndroku 15, vyznalujici se tim, Zae
vylistdny A ~1PI se ziskd ve vytdZku nejménd 1,0 jedn. na
g pastovité frakce IVl + IV4.

20, Zplsob disténl o -1PI, vyzeadujlci se tim, Ze
zahrnuje stupné

obstardni nedisté proteinové frakce s obsahem #~1PI,

suspendovani necisté proteinové frakce ve voduém rozmto-
ku za teploty a hodroty pH, solubilizujici albumin, d~2-pro=
tein a P -proteiny bez soluhilizovdni J~1P1,

odd&leni nerozpustnych proteinld, ditaje v to oL-1PI, ze

solubilizovanych proteing,

resuspendovédni nerozpustnych proteind ve vodném rozto-
ku a priddni polyethylenglykolu k roztoku, kdyZ se teplota
a hodnota pH roztdku i koncentrace polyethylenglykolu voli
tek, Ze se vysrdfeji Jd ~2-proteiny eni? se vysrdii o—1PI,

oddéli se kapalina nad sedlianou ze srézZeni polyethylen~
glykolem a pridd se chlorid zinednaty, pfilem? se teplota
a hodnota pl roztoku a koncentrace chloridu zinednatého
zvoli tak, Ze se vysrdZi surovy d1PI,

izoluje se vysrdZeny surovy ol~1PI a rozpusti se ve
vodaém roztoku,

nanese se vodny roztok s obsahem surového ol~1PI na
aniontové-vyménné prostredi, a

izoluje se Trakce, obsahujici vycistény ol=1PI z anionto-
vé-vyménného prostredi.

3

tézku v jednotkdch proteinu

8¢

21. Zplhsob zvySovéni v

\t<:\

&
z proteinového roztoku po virové desaktivaci plsobenim rosz-
pouitédla-detergentu, vyznadujici se tim, Ze se pridd do

v ’

proteinového roztoku sacharid v mnoZstvi dostadujicim ke zvy-

Y

Seni vytézku proteinu po virové desaktiveci rozpousStédlem—de
tergentemo
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22, Zpisob podle ndroku 21, vyznacujici se tim, Ze
proteinem je o -1PI,
23 Zphsob podle ndroku 21, vyznalujici se tim, Ze

’

se sacharid p¥iddvd do roztoku proteinu v mnoZstvi od asi
10% do asi 20% hmotn/hmotn.

Y]

24, Zpusob podle ndroku 21, vyzrnalujici{ se tim, Ze
se jako sacharid pouZije sacharosa,

25 . ZplUsob odstranovdni apolipoproteinu z roztoku
proteinl, vyznalujici se tim, Ze zahrnuje stupné:

p¥idéni bentonitu do roztoku proteinu,

ponechdni bentonitu ve styku s ntokem proteinu po dobu
dostadujici ¥ tomu, aby bentonit adsorbovak apolipoproteiny, e

odstrani se bentonit z roztoku proteint.

26. Zplisob podle ndrcoku 25, vyznsdujici se tim, Ze
dobou styku bentonitu & roztokem proteind Je nejméne jedna
hodiny.

27 o Zvnisob podle ndroku 25, vyzralujici se tim, Ze

& p 3

nnoZstvi pridandho bentonitu ¢ini od &si 0,1 do asi 1,0%
nmothe/hmotn.

28, Zpuséb podle ndroku 25, vyznadujici se tim, Ze
noozstvi kterdhokoli z epolipoproteinu A a apolipoproteinu
B, zbylé po odstranéni bentonitu z proteinového roztoku

¢ini pod asi 0,01 mg/ml.

A t?‘g{g_ln =Y
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