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Zphsob vyroby imunomedulalnich peptidd thymosinu frakce 5
(54)

od
(57) Hezent se tykd vrireby imunomodulad-
aleh peptidd thymosinu frakce 5 ojedno-
dudenjm pestupem, ktery spolivi v tom, Ze
pe extrakt z telecich brolikd po tepelns
densaturaci balastnich bilkovin a jejich
soutasndm odstrandni e bralikovou tkidni
deliniduje extrpkel do octanu ethylineti-
ho nebo niiiiho alkenolu. 2 vyielend vod-
né féze se vysoll bulastni bilkoviny
apolu ge zbytiy rozpoultéd 12611 ge
iy | 1 Vygo-

Jako vrehni kapaln
lendnm ge ziokd gsurovy A4
se Cistd ultralfiltracd
tu se po zshuitsdni a okyseleni opétovnsd
vyardZy Cdstednd odesoleny thymosin frak-
ce 5. Ten se prevede promytim acetonem
na stabilizovany suchy meziprodult,
zpracovebelny ddle podle potfedby po od-
soleni gelovou filtreci, chronntosrafii
na m3nici kationtd e lyofilizeci na fi-
ndlni produkt. Peptidy thymosinu frakce
5 se poui#ivaji k 1i&LE poruch imunitniho
gystimu,
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2 .

Vyndlez se tykd zplhscbu viroby imunomoduladnich peptidt

thymosinu frekce 5 z teloclch brzaliki,

a

o

Thymosin frekce 5 je komplex peptidickych hormonld, wvylue
Eovanyeh brzlikem { thymem ), kterd umoinuii dozrdvini a dife-
venciwed T Lymfoeytd v imunokompetentni bunky a podileji se na
spravoé funkci lmunitnibo systéum.

Z celé Tedy imunomoduledénich peptidd brzliku je thymosin
fralkce 5 v soudasné dobd nejlépe prostudovin a ve svétd t65
klindeky pouviivin, Je pFipravevin extrekeil zmraZenyeh telecich
brzlikd a jeho gloZenid je déno jednsk zplsobem extrekce, jed-

e

nek ndglednfni izolofnimi o éisticdmi stvpni.

i ok whoa v e £

Phvodni zplsob piipravy ( A.L. Goldstein se sp., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 69, 1800, 1972 ) byl dédle propracovin

( Jo4. Hooper se sp., 4nn. N.¥. Acad. Sci. 249, 125, 1975 ).
Podle tohoto postupu so homogenizit teleciho brzliku ve 3 di-
lech 0,15 I yoztoku chloridu sodného odgt¥edil, supernatant so
zahreje na teplotu 80 °a po dobu 15 minut a sreieny densturst
balestnich bilkovin se odfilfruje. Filtrdt se srddd vkepdnim
do tyrndsobného objeru acetonu zchlazendého na teplotu -10 °¢,
odfllirovanéd sraZenina promytd acetonem se vysudi na prasek e
tento se rozpusti v 10 dilech 0,1 M fosfdtového pufru ¢ hod-
notd pH 7,0. Hevozpusiény zbytek se odstredd a ze supernatantu

ge nejprve vysoli daldi balestni bilkoviny siranem amonnym pii-

danym do dosueni 25 % nasyceni. Po odstredéni vysolenych bil-
kovin se upravi pH supernstantu na hodnotu 4,0 a suvovy thymo~..

sin se vysold daldim p¥idavkem sirenu amonného do dosnfeni 50 %
nasyceni. Odgtiedény sediment ektivndch peptidd se rvozpusti

v 0,01 M tris(hydroxymethyl)-eminomethanovém pufru ( ddle TRIS-
~pufru ) pfi hodnoté pH 6,0 ne koncentraci 10 mg peptidu / ml
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a po vyleteni se roztok ultraflltruje pres membrinu s vylulova-
cim limitem 10,000, Ultrafiltrdt obsshujici thymosiny frakce 5
ge odsoli ne dextranovém gelu a poZoedovaund frokce, eluovand

v oblasti VO, se lyofilizuje. Ve gnnuze prevést izolaci thymosi-
na friekee 5 do vyvobniho méFitka byl popseny postup ddle modi-
fikovén. Podle patentového spisu USA &. 4128637 se bilkoviny

v extraktu depeturuil vhindnim pdry, daldl patentovy spis USA
¢. 4082737 popisvje odstrendni endoloxind e pyrogend vltrafil-
traci.

Dosud popsané postupy maji dvd spoleénd nevyhody. Z ko=~
loidniho brzlikového homogenizdtu je nutno cddélovat extrekt
cdgtPedénim p¥l vysokych hodnotéch tihového zrychleni, ddle
postupy vyZadujl znadné objemy zchlazeného acetona pro srdfend
a delipidaci surového thymosinu. Tyto technologické operece
velmi znesnadnuii primyslové vyuZiiti postupt. Uvedend nevyhody
Joou odstranény postupem uvedenym v ¢ge. A0 &.250631, podle
ndj% se zbytky brzlikové tkand a balesbtni bilkoviny odstrend
goudasné riltreci zs horka po zahtati homogenizdtu, ze zchla-
weného {ilirdtu se odddld vrstve 1ipidd a 2z rvoztcoku se vycold
giranem smonnym pPimo peptidy thymosinu, Ddle se odstrani ne-
udinny polypepbid /3, o hodnotd isoelektrického bodu pI 6,7
chromatografii na sloupcl slebé kyselého ménide kationtd v t&-
kevém pufru o hodnotd pH 5,0 az 7,0, PPesto vsak souldasny po-
stuop prindsi jestd obtiZe, jako zdkaly roztokld po oddéleni li~
pidh, pomdrnd vysokou spotiebu siranu amonného, nutnost dvo-
jiho odstieddni pri vysolovdni a obtiiné skladovéni mezipro-
duktl v piipedd prervseni vyroby.

Uvedené nevyhody odstranuje zpisob vyroby imunomodulad-
nich peptidld thymosinu frakece 5, ziskend z homogenizdtu tele~
cich brzlikl po tepelné denaturaci, podle vy 4lesu, jehoZ pod-
stata spodivd v tom, Ze ge z teplého filtrdtu vyextrehuji li-
pidy octanem ethylnatym nebo alkanolem o poltu uhlikovych ato-
mi 3 az 5. Po-nchlazeni ge v oddélend vodné fdzi vysoli siva- .
nem amonnym balestni bilkoviny a organické rozpoustddlo, kbteré
isou v horni fdzi. Jird spodni fdze go ndslednd vyaoli opét ai-
ranem amonnym & zigkeny surovy bhymvsin se 0ddéli a ulire-




filtruje. Zohudténim a okyselenim ultrafiltrdtu na hodnotu
pH 3,8 ez 4,2 se zpét vysoli preddistény Cdstednd odsoleny
thymosin, ktery se plevede acetonem na stebilni prdafkovity mee
ziproduki. Ten se gelovou filtrecl a chromatografii na minidi
kationtd zpracuje pfime na konedny komplex imunomcduladnich
peptidd thymosinu frakee 5. Zplsob podle vynalezu se vyhodnd
provadi tek, %e se lipidy vyextraimji Zepropanolem nebo 1=
~butanolem a okyselend uvitrafiltydtu se provede kyselinocu og-
tovou na hoduotw pH 4,0, Autory vynalezu bylo tekto zjidténe,
Ze je moZno p¥i vyuZivdni a zachovini podstaty Cs. A0 &.
250631 zjednodudit a mvyhodnit vyrobu thymosinu frekece 5, jak
vystihuje Schema I. '

Zptsob poedle vyndlezu ge pTQVddl tel, %e se zhomogenizo-
vend gelovitd suspenze brazlikevd tkdné v 0,15 M roztoku chlo-
ridun sodndho zehrfeje ne teplotu &0 OC, lenaturat belestnich
bilkovin spolu se syafenou brzlikevou drii se za horka odfil-
truie & k extrakiu se jesdté pri teplotd kolem 50 °C pridd ze
alkannl, s vyhodou 2epro-

’

michéni octen ethylnaty nebo niusd
panol nebo l~bvuitenol. ro zchlednuti se oddéli odvutnénd vodnd
fédze, ne kterd se vyseli dalsi balastni bilkoviny e rozpusts-
né orgenickd rozpoustialo p¥idevkem siranu amonného do 25 %
nesycendt roztoku. VybvoXl se vrchnd kapalnd fdze, obsshujici
té% graZeninu bilkovin s Sdsti neZddoucich peptidd a zbytky
lipidd. Spodui ¢ird fdze obsahujici thymosin se dd velmi snad-
no odddlit na rozdil od dosavadniho postupu, kdy bylo nutne
vysolené balasty odstFedit na pritokovém separdtoru. Z vodné
dokonale delipidovand féze se ddle vysold sureovy thymosin pfi
hodnotd pH 4,0 piidavkem sirenu amcaného do dosaZeni 40 aZ
45 % na aycenl roztoku. SraZenina tentokrdt sedimentuje a od-
4811 se odst¥eddénim ne pritokovém separdtoru. Surovy thymosin
ge po rozpudténi v pufru o hednoté pH &€,0 zbavi vysokomoleku-

1érnich p¥imési ultrafiltraci pres membrinu s vyludovacim Jiw

mitem 10.000 a ultrafiltrdt, obsshujied jestd znainéd mnoZatvi

soll, se s vyhaiou pre¢isti a zévoven prevede na gtebillnl mesi-

pfodukt tak, e se zahusti a okys ;eldi na hodnotu pH 4,0. Tim se
opétovne vysold thymogin, ktexry lze snadno odfiltrovat a pro-

) -,

myt wmehlazenym acetonem. Promyti md deldi éistici udinek,

P
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nebot do acetonu piejdou bavevné piimdsi. Ziskeny préskovity
meziprodukt obsahuje asl 4x méné soli neZ odsitieddnd srafeni-
nas Po cdsoleni gelovou filtraci se efluent % kolony molekuloe-
vého uite zbavi neulinného polypeptidu/?)1 podle postupu uve-
deného v g, AO &, 250631 pritokem pFes sloupec glabé kyselého
ménide kationtd v prostredi tékavého pufru o hodnotd pH 5,0

a% 7,0, nop¥. octanu amonného. Aktival peptidy thymosinu frake
ce 5 prochdzeji kolonou & mohou byt piimo lyofilizovédny, za-
chyceny polypeptid /31 se vymyje z lontoménide zvySenim hod-
noty pH cludniho roztoku = tim se zdvoven iontomdnid& regeneruje.

Postup podle vyndlezu md tyto hlavnl vyhody: delipidace
occtanem ethylnatym nebo elkanolem piidanym ke zfiltrovandmu ex-
traktu hned po tepelné denaturaci je velml »ychld a Glinnd., Po-
uzitld uvedenych orgenickych rozpoustédel md za ndsledek zmdnu
nérné hmotnostl sraZeniny bologtnich bilkovin oproti stdévaeijicim
postupin & umo¥huje jejich odddleni s vrchni kapslnou f£ézi,
¢inmg se climinuje z technologického procesu jedno odstieddni
ne pritokovém seperdtoru. Surovy thymosin se vysoluje z dokonfe
ile dirédno roztoku & to usnednuje rozpousténi odstiPedéné srafe-
niny i predhginé cePeni pred ultrafiltveci. Organické rozpoud-
t&dlo md pPisnivy vliiv na vygolovdni balastnich ldtek a thymo-
ginmte Projevauje se to zmenfenim poitrebného mnoZstvi sivanu
snonndhe a ddle tim, Ze findlni produkt obsahuje ménd neddin~
nyech peptidd. Presrdfeni thymosinu frekce 5 ze zshuitdndne ul-
trefiltrsdtu a jcho pYevedeni na ecetonovy prddek umoZnuje
shromardovat ohabilnd meziprodukt z jednotlivich vdrek s ohle-
deit na potreby pli ndsledné gelové fiitraci e lyofilizaci.
Prevedeni ne acetonovy prédek md deldi rafinadni{ udinek pii
ninimslni spotPebd ecetonu oproti predchozim pogstuplm. Pri
Sdstedném odeolend vltrafiltrdtu se ndkolikarfsobnd sniZi pomdr
soll k thymosinu a tim se sniZuji ndroky na zwurizeni pro gelo-
vou filtwaci, Zplscb podle vyndlezu zrychluje podstetnd vyrob-' .
ni proces, snifuje ndroky ne ze¥izeni i ne spotiebu energiil.
sniZuje t€Z spotiebu surovin, jeko siranu amenndho a dextrano-

-

vého gelu. 2 toho vyplyvaji i ekonomické Vspory.
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V daldim je vyndlez bliZe objosnén jedmsk pFikledy pro-
vedeni, eniz by se Jjimi omezoval, Jjednsk Schemetem I.

Priklod 1

Naviika 50 kg smreZfenych telecich brzlikd se rozomele a
zhomogenizuie ve 125 litryrech 0,15 K roatoku chloridu sodného
p¥i tepliotd 15 a¥ 20 °C. Suspenze se michd v kotll opatFendm
tophym pliStém pri této teploté po dobu 1 hodiny. Poté se za
michéni zah¥eje na teplotu 80 °¢ béhem 30 minut., Pri této tep-
loté se michd 10 minut & neprodlend se za tepla zfiliruje pii
redukovendém tlakuw p¥es plechetku. SraZenina se promyje 20 lite
ry vody. Teply filtxdt se plederpd do zdsobuiku opaiieného vy-
¥onnym michaedlem & ihned za tepla se za michénd pFidd 1/4 ob-
demu, ted. kolem 30 1itxd octenu efhylnatého. Po ustuvend ege
treking rovnovehy se kapalné fdze plederpeji do sklendného
zésobnilu opatiendho gpodnt vypusti, Po zehlasdnuiid na teplotu

do 20 “C se o0dddli vodnd de lipidovand féze, k niz se za michd-
ni pPidd tekové mnoZeivi pevndého siranu emonného, aby bylo do-
seienv 25 o nasyceni ( 250 g / 1lisr ) o swle se michd po dobu
30 minut. Venikld suspenze se prederpd opdt do skienfnédho zd-

‘
~

sobniku, kde se edddll juko vrchnd fdéze vratva vysoleného

~

rozpouiiidla apolu s belastnimi bilkovinemi. 0ddélend &ivd
vodnd {dze se okyseld ledovouw kyselinou octovou ne hodnotu
pH 4,0 & deldim piddavkem sirenu amonného do 40 aZ 45 % nagy-
ceni { 165 g / litr ) se za stejnych podwinek jsko p¥i prvnin
vysolovini vyloudd surovy thymosin. SraZenina tentokrét sedi-
mentuie e odstiedi se pii 5.000 eZ 10.000 g na praiokovém sge-
paratoru.

Odgbieddnd sreZenina surovéhe thyrosinu o hmotnost:
kolem &00 g & suiiné kolem 49 % se rozpusti ve 2.500 ml 0,01 M
PRIS~-pufzu o hodnoté pH 8,0, pricemz se pH udriuje pii uvedené
hodnotd piidavky 25% vodandho amoniaku. Vznikly kalny roztok
se zhrube zfiltruje pies sintr, poté se vyleli na asbestocelu~
losovém Tiltru o vltrefiliruje pFes membrdou s vyiudovacim
limitem 10, OUD. Ultrefilirdt se zehusti ve vakuw prli vudjsi
teploté do 50 ®¢ na otsah kolem 10 % sudiny o odsoli se chro-

T e 188 e A e A 2| i 1 e 7 e e g 1100
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metogrefil na dextronovém gelu. Imunomoduladni peptidy thymo-
sinu frekce 5, eluované v oblagti VO, se bud primo lyofilizu-
Ji, nebo se zbavi polypeptidu /61 predbéZnou filtraci eludtu

~

pres sloupec slabd kyselého ménice kationtd. VytéZek je 5,0

a% 7,5 g thymoglnu frakce 5,
Priklad 2

Ultrefiltrdt thymesinu frekce 5 pripreveny postupem podle
piikladu 1 se zehusti na 1/15 objemn, &imZ se docili koncentra=
ce sirenu smonného pot¥ebné k opEtovinénu vysoleni peptidd thy-
mosiou., Ty se vyloucd upravou pH ne hodnotu 4,0, odsajdi na
sintru a promyji acetonem zehfiazenym no teplotu 10 °C. Ziska~
ny stebilizovany a Cdstelné odsoleny priédek obsahuje kolem 35 %
udinnych peptidd. Po rozpudtény v tékavém pufru, nap¥. v rozto=
kv ocltanu cumonného pii hodnoté pH 8,0 se odsoluje a ddle zpra-
covavd pogtupem popsanym v prikladu 1.

Prikled 3
Delipidaci extrskiu lze provéat za stejinyeh podminek jeko

v prikladu 1 g tim, Ze se pouZije nanisto octanu ethylnaidho
nizsi alkoliol, 8 vihodou 2-propenocl nebe l-butanol.

Cistota ziskenych imunomodulednich peptidd thymosinu
frekce 5 byls ovérena enalytickou metodou isoelektrické fokusa-
¢e v rozmezi hodnot pi 3,5 8z 9,5 a ultrafialovou spektrosko-
pii p¥i 200 ez 300 .
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VytéZek thymosinu frekce 5: kolem 0,01 % hmotnosti braliku.
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0

Zptseh vyroby inmunomodvladnich peptidd peptidd
frakce 5, zmigkdvenéd z homogenizdtu telecich brzllku Do

~

blgjnlu giru

tepelné denetursci, vyznadujici se tim, Ze se z7tewﬁého
filtrdtu vyextrabujd lipidy octsnen ethylnﬂtym nebo alke-
nolen o podtu uhlikovych atomd 3 aZ 5, po ochlazend se

v 0ddéloné vodnd fdzd vysold giranen amonnym.balastui
bilkoviny e orgenické rozpoudtédlo, které jsou ve vechnd
Pani e Cird epodni fdze se ndsledné vysold opét sironem
pmonnym, siskeny surovy thymosin se oddéli e ultrefiityio-
dje, sehudténim e okyselendm ultr& iltrdtu ne hodnotwv pk
i 4,2 se aplt vysold pledfistény a ddstelnd odscle-

, 7w

ny thymosin, kiexy se plevede sccetonem na sbtabilnd prdfi-

“

kovity mesiprodukt o ten ge gelovoeu Lilirocced a chromoto-
» 1. isl « ~

grelii ne méaldi kationth zprecuje plimo ne komplex

imacosedutednich peptidld thymosinu frakce 5.

Zptoob podle bedu 1, vyznacujici me tidm, Ze ge lipidy
R R T S B R N L T 'h n\ 2%
Jyennaniatd Qepmozonolem neba febutanolem,
Zndaohn podle bedu 1, vysnafulied so tim, Ze ge okyselend

ultrafilirdtu provede kyselinou octovou na hodndotu pH 4,0
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