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(57) KIVONAT

A talélmény tirgya G el jir&s immunoglobulin és al-

bumin elSallitdsira 2-etoxi-6,9-diaminoakridin &s kro-
matogréafia kombinicibjival. Az eljiras szerint sbta-
lanitott 4,7 pH értékre #llitott plazmihoz keverés k8z-
ben 2-etoxi-6,9-diaminoakridin szuszpenzi6jit ada-
goljuk 7,2—7,8 pH érték, elénySsen pH 7,5 érték
eléréséig, tovibbi legaldbb 15 keverés, majd 4llés utin
a csapadékrdl (albumin frakcei6) a feliiletiszot (immu-
noglobulin frakci6) leszivatjuk, majd a kiindulési plaz-
ma térfogatéval azonos mennyiségli vizzel felhigitott
csapadék, illetve feliilisz6 pH értékét 4,0—4,2 pH ér-
tékre, elonydsen 4,1 pH értékre Allitjuk, majd keverés

A letrds serjedelme: 4 oldal, 1 dbra

kozben a kiindulési plazma térfogatira szdmitott 2,2—
2.8, elonydsen 2,4 tomeg/térfogat% aktivszenet adago-
lunk, majd a szenet az elegybél eltivolitjuk a nyert
oldatot membrén sziirén Snmagiban ismert médon ste-
rilre sziirjiik, a kapott 2-etoxi-6,9-diaminoakridinmen-
tes albumin-, illetve immunoglobulin oldatot nmagé-
ban ismert kromatogréifids tisztitdsi eljirdssal tisztit-
juk. '

A talflmény szerinti ejirdssal a plazm&bol kinyerhe-
t6 immunoglobulin mennyisége az ismert adatokhoz

képest lényegesen emelkedik. /
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A talilmény targya 0j eljards gyogyszerkonyvi
elGirdsnak megfeleld anti-D immunoglobulin, més
specifikus immunglobulin frakci6k, valamint albu-
min elG4llitsara 2-etoxi-6,9-diaminoakridin és
kromatografia kombinicidjival.

A plazmafehérjék ipari méretii elGallitisara még
ma is tibbnyire az Gn. hidegalkoholos eljirast alkal-
mazzdk [Cohn és munkatarsai: Plasma Protein
Fractionation J.Am.Chem.Soc. 68, 459 (1946)]. En-
nek azgljarasnak technologiai elényei mellett azon-
ban szAmos hatranya is van. T6bbek kozott a fehér-
jék denaturélodasinak veszélye, a hiités nagy
energiaigénye és elsGsorban az, hogy a hepatitis vi-
rus minden alkoholos eljiréssal elGéllitott frakci6-
ban kimutathaté [Duana D. Schoeder, Milton
M.Mozen: Australia Antigen: Distribution during
Cohn Etahanol Fractionation of Human Plasma
(Cutter lab.) Science, 168, 1462 (1964)].

A kromatogréfiis anyagok felfedezése (Prath, J.
€s Flodin, P. Nature 183, 1959) és gyartasa ezeknek
mind szélesebb kord alkalmazisét tette lehetévé,
fgy az ut6bbi években tobb plazmafrakcionalé elja-
rést is kidolgoztak [Curling, J M., Bergldf, 1.H.,
Lindquist, L.O., Erikson, S., Vox Sang. 33. 97-107
(1977); AD. Friesen, J.M.Bowman, W.C.H. Bees,
Nemzetkdzi Heamatolégiai Tarsasag 19. és Nem-
zetkdzi Vértranszfiizios Tarsasig 17. Kongresszu-
sa, Budapest, 1982.08.01-07., Kongresszusi K6zle-
mény 117-126.0ldal], gélsziir6k és ioncserélék
kombinélt alkaimazdsdval. E médszerekkel sem
tudtidk azonban megoldani a nyert plazmafrakciok
hepatitis virus mentesitését.

Az utobbi évek sordn a plazmafrakciok virusmen-
tesitésére Gj, az Gn. rivanolos eljarast dolgoztdk ki
[H.Geiger, Th.Kranz and Haupt, The Fate of Aust-
ralia Antigen during Plasma Fractionation 13th In-
ternational Congress of IABS, Budapest: Part A: Pu-
rification of Proteins; Develop.biol.Standard, 27,
158-165, 166-171 (Karger, Basel 1974); N. Chari-
atte, Hepatitis B: Auw/Ha-Antigen during producti-
on of Human Albumin and Gammaglobulin, 13th
International Congress of IABS, Budapest 1973:

Part A: Purification of Proteins). Ezen eljarasok -

szerint a sOmentesitett vérplazmabdél az albumint ri-
vanollal (2-etoxi-6,9-diaminoakridin-laktat) vé-
lasztjék le mikdzben a pH-t ndtriumhdiroxid-oldat-

tal 7,5—8,0 értékre allitjak be. A tovabbi tisztitasi

eljrésok elGtt azonban a rivanolt Ggy az albumin
frakciéban, mint a gammaglobulin frakcioban el
kell tavolitani. Ezt a miiveletet a szakirodalmi ada-
tok szerint aktiv szénen vald adszorpeibval végzik
6,0 pH érték felett (A.R. Neurath, Z, Malik und C.

Altner: Immunichemisches Studium eines modifi-

zierten Verfahrens zur Gewinnung von Immunglo-
bulinen Zeitschrift fiir Immunititsforschung und
experimentelle Therapie mittels Rivanol 121, 240,
(1961). Ez a rivanolmentesitésre szolghld eljaris
azonban nagy immunglobulin veszteséggel jar, a
termelés a kiindulasi plazméra vonatkoztatva 10—
20%. A rivanol nagy részének eltavolitasa elvégez-
" hetd natriumkloridos ,kis6zdssal” is, de a kisozds
utén aktiv szenes deritést is alkalmaznak, végiil a
magas natriumklorid kocentricié (3—10%) miatt
még sbialanitast is kell végezni. Az eljaras bonyo-
lulisAga miatt fizemi megvaldsitisra nem alkalmas.
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A rivanolmentesitésre ajénljik a kromatografias
modszert is, iizemi mérztekben azonban ez a méd-
szer sem kivitelezhetd, mivel a gélhez kotétt riva-
nolt hangyasavval kell lemosni Frantisek Franek:
Purification of IgG Monoclonal Antibodies from
Ascitic Fluid Based on Rivanol precipitation [Ma-
tods in Enyzmologz, 121, 631, (1986)].

A taldlmény célja a varplazma virusmentesitésé-
re ismert eljardsok hatranyainak kikiiszobolése
olyan egyszerli nagyiizemi méretekben is megval6-
sithaté eljarassal, amely az eddigi eljardsokhoz ké-
pest lényegesen magasabb termelést is biztosit a ki-
nyerhetd fehérjefrakciokra nézve.

A taladlmény alapja az a felismerés, hogy a vérp-
lazma albumin frakci6jinak kicsapisihoz és egy-
ben a plazma virusmentesitéséhez rivanol helyett a
2-etoxi-6,9-diaminoakridin vizes szuszpenzi6jit
(elkészitését az 1. példdban ismertetjiik) adagolva a
tejsavval 4,6—4,8 pH értékre bedllitott plazméihoz,
a pH érték folyamatosan emelkedik, pH 7,5—8,0
érték elérésekor az albumin kicsapodik. Az eléz6-
ekben ismertetett, szakirodalomban talalhaté elja-
rasok az albumin kicsapodasiahoz a rivanol vizes ol-
datit alkalmazzak és a pH értéket nitriumhidroxid
vizes oldataval allitjak be 7,5—8,0 értékre, fgy a be-
vitt ionok mennyisége lényegesen t5bb, illetve azio-
nerdsség lényegesen magasabb lesz, mint a mi elji-
rdsunk soran, ez atovibbi feldolgozésmenetét
befolyasolja és valbszinisiti az alacsony termelési
szinteket, melyek a szakirodalomban fellelhetdk. A
szakirodalomban ugyan fellelheték olyan adatok,
melyek szerint az albumin kicsapésakor 2-etoxi-
6,9-diamino-akridin-albumin komplex keletkezik
[Sz.E. Tukacsinszkij i V.P.Mojszejeva: Szvjaziva-
nyije rovanola v szivorotocsnimi belkami, Biochi-
mija 26,1 (1961); Mitterhauzerova, K. Krilova and
L Krasnec: Interaction of human serum albumin
with acridine and phenazin Chem. Zvesti, 32, 124,
(1978)}, azonban az albumin kicsapasahoz minden
esetben rivanolt alkalmaznak. A kicsapési pH érték
bedllitisa ezekben a lefrdsokban is nétriumhidroxid
vizes oldataval torténik.

A szakirodalmi adatok alapjin a kicsapott albu-
minfrakciébél és a kicsapéas utdn kapott immunog-
lobulinokat tartalmazd frakci6bél a rivanolt szenes
adszorpciéval tavolitjak el pH 6,0 vagy ennél maga-
sabb pH értéken. Kisérleteink soran azt a megle-
po megfigyelést tettiik, hogy az aktiv szenes ad-
szorpciot 4,1 pH értéken végezve a kiindulasi
plazméhoz képest az immunglobulin termelés je-
lentdsen fokozddik, ugyanis ezen a pH értéken
az Altalunk alkalmazott 2-etoxi-6,9-diasmino-akri-
dinnem ad komplexet az immunglobulinekkel és
igy nem kotddik fel az aktiv szénre. Eredménye-
inket az 1. &braban mutatjuk be, ahol az aktiv
szénnel torténd adszorbedltatds utdn, centrifugal-
tunk és a feliiliszéban az immunglobulin koncent-
rAciét mértiik a szenezésnél alkalmazott pH érték
fiiggvényében. A fiziologids pH értékidl valo ilyen
nagy eltérés nem jelent denaturacids veszélyt, hi-
szen az aggregici6 elkeriilésére ma mdr ilyen
pH értéken hoznak forgalomba immunglobulin
készitményeket intravénds célra (R.Tenold és
mtsai: Properties and Charavterities of a new im-
munglobulin-G intravenus preparation. Reviews of
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infectious Dis,, 8, Supplement 4., July-August
1986).

A talAlmény tArgya eljirds immunglobulin és al-
bumin elGallitdséra 2-etoxi-6,9-diaminoakridin és
kromatogréifia kombinéciéjaval, melynek sorin an-
ti-D immunglobulint tartalmazé plazna, normél
vérplazma, fibrinogén-mentesitett plazma, alvad-
si faktoroktél mentesitett plazma sotalanitisit a
szakirodalomban megadott médon gélsziiréssel
(Vox.Sang 33, 97-107 (1977)] végezziik, majd az el-
ufitum pH értékét vizes tejsavoldattal 4,6—4,8, el-
Onydsen 4,7 értékre allitjuk és a 2-etoxi-6,9-diami-
noakridin steril desztilllt vizes szuszpenzidjat
(készitését az 1. példaban irtuk le) adagoljuk, amig
a pH érték a 7,2—17.8, elGuydsen 7,5 értéket éri el,
ezutin még legaldbb 15 percig, elénydsen 30 percig
keverjiik a reakcidelegyet, majd elényGsen 20 perc
4llas utdn a csapadékrdl (Lfrakeié: albumin frakeié)
a feliildsz6t leszivatjuk (ILfrakci¢:immunglobulin
frakci6) pH értékét vizes tejsav oldattal 4,0—4,2,
elénydsen 4,1 értékre allitjuk a kiindulisi plazma
térfogatira szamitott 2,2—2,9, elénydsen 2,4 siily%
aktiv szenet adagolunk, Seitz sziirGn, vagy szuper-
centrifugén a szenet eltivolitjuk, majd membréin-
szlirén, elénydsen 0,2 mm Millipore sziirpn 6nma-
ghban ismert médon sterilre sziiriink. A szirletet a
tovibbiakban a szakirodalombél [Vox Sang 33, 97-
107 (1977)] ismeretes jioncserélGs tisztitdsi eljard-
sok barmelyikével tisztitjuk (példiul 5. példa sze-
rint 5,0%-0s, 99% feletti tisztashgh) és liofilizaljuk.
Az].:albumin frakcio 2-etoxi-6,9-diamino-akridin-
mentesitése megegyezik a I frakciénal leirt mbd-
szerrel, az aktiv szenezés utén kapott sziirletet a to-
vébbiakban a szakirodalomban ismertetett ioncse-
rélGs tisztitdsi eljrdsok barmelyikével 20,0%-os,
99% feletti tisztasigi készitménnyé dolgozunk fel
(pl. 4.példa szerint). =~ -

A talilmény szeriati eljiras f6bb eldnyei a kovet-
kezdk: .

a.) alkalmaziséival a virusmentesitett vérplazma
frakci6k a szakirodalmi adatokban megadott 10—
20%-0s termelése 30—40%-ra emelkedik;

b.) az eljéras nagyiizemileg is kivitelezhet3;

c.) a tisztitds utin nyert vérplazma frakciokming-
sége a gyodgyszerkonyvi eldirasoknak megfelel.

A taldlmény szerinti el jarast az alabbi példakban
ismertetjiik:

1. példa
2 B ot 6.9-diamino-akridin wizes cldatfnak el:

80 *C hémérsékletil steril pirogénmentes desztil-

181t vizben &llandé keverés mellett 70 g rivanolt (2-
etoxi-6,9-diamino-akridin-laktat) feloldunk, majd
steril pirogénmentes desztillalt vizzel 1000 millili-
terre egészitjiik ki a térfogatot, hiités utdn alland6
keverés mellett 170 milliliter 1 mélos nétriumhid-

5

10

15

20

30

35

40

45

55

roxidot adagolunk, 30 percig keverjiik a reakcibele- .

gyet. A kivélt csapadékot sziirjiik és steril desztil-
181t vizzel logmentesre mossuk. A kivalt

" 2-¢toxi-6,9-diamino-akridin csapadékot nedves sii-

lyéval azonos térfogat( steril pirogénmentes desz-
tillalt vizben szuszpendélva szobahGmérsékleten t4-
roljuk.

2. péida

25 liter vérplazmét 4,0 pH-j(, 1,0 milli Siemens
vezetSképességli, 0,02 mblos ndtriumlaktattal
egyensilyba hozott Sephadex G-25 Coarse jeld
[Pharmazia katalogusszim 17-0034-01(02)] gél-
sziirgvel t5ltott Sephamatic CF-6 jeli (Pharmacia
katalogus szam KS 370) oszlopon sbtalanitunk, A
sotalanitdst 12—13 literes ciklusokban végezziik.
Az eluilt sbtalanitott plazméat 100 literes rozsda-
mentes tartilyban gyiijtjiik. Az Gsszegylijtott plaz-
ma pH értékét 1 molos tejsavoldattal allandd keve-
rés mellett pH 4,7 értékre allitjuk és a keverést
folytatva 2-etoxi-6,9-diaminoakridin desztillalt vi-
zes szuszpenzi6jat (készitését lasd 1. példaban) ada-
goljuk 7,5 pH érték eléréséig (1300 ml). A 7,5 pH
€érték elérése utin a keverést még 30 percig folytat-
juk, majd az clegyet 20 percig allni hagyjuk, majd
a kivalt csapadékrél (. frakcié albumin frakcid) a
feliildszot (I frakci6 immunglobulin frakci6) le-
szivink.

3. példa ‘

A 2. péld . L és IL frakei6 2 ic
6.9-diaminoakridin-mentesité

A 2. példa szerint nyert a kiinduldsi plazma tér-
fogatival azonos mennyiség( (25 liter) steril piro-
génmentes desztillalt vizzel higitott csapadék (I
frakci6 albumin frakcid), illetve a 2. példa szerint
nyert feliiliszét (1. frakcié immunglobulin frakcid)
pH-jat dlland6 keverés kdzben 1 mo! tejsavval pH
4,1 értékre allitjuk, majd a keverés tovabb folytat-
va 600 g aktiv szenet adagolunk, a szenet mely a 2-
etoxi-6,9-diaminoakridint adszorbedlja Seitz szii-
rdn sziir jiik, vagy szupercentrifugdn centrifugal juk,
a nyert sziirletet, illetve a feliilasz6t 0,2 nm Milli-
pore sziir6n engedjiik 4t, majd a kapott 2-etoxi-6,9-
diaminoakridin-mentes albumin-, illetve immung-
lobulin frakciét ismert m6don, elonydsen
kromatografids tisztitdssal megfelel6 albumin-, il-
letve immunglobulin készitményekké dolgozzuk fel
(l4sd 4. és 5. példa).

4. péld
p . : ST
.WWW._ Ibumin frakeié (. frakeio)} -
Afids tisztith

(30/87 asz. ,.Eljaras sargaszini, stabil humén al-
bumin oldat eléallitisara emberi vérplazmabél” c.
magyar szabadalmi bejentésiink szerint)

A 3. példa szerint nyert 2-etoxi-6,9-diaminoak- -
ridin-mentes albumin oldathoz (I. frakci6) Allandd
keverés mellett 1 mél natriumkaprilatot adagolunk
5,2 pH érték eléréséig. Az elegyet 30 percig kever-
tetjiik, majd szupercentrifugiljuk, a kapott feliild-
sz6t 0,2 nm Millipore szlirén szir jiik, majd a szir-
1éet vezetképességét desztillilt viz adagolisival
1,6 milli Siemens értékre, pH-jat 1 mél natriumhid-
roxiddal 5,2 értékre allitjuk és 5,2 pH-ji 1,6 milli
Siemensvezetképességii 0,02 molos natriumacetit
pufferrel egyensilyba hozott DEAR Sepharose FF
jelii (Pharmacia készitmény) anioncserél$ gyanta-
oszlopra (16 liter) vissziik fel. Az eluci6t hirom 1ép-
csében a kdvetkezd pufferekkel végezziik: 1) 0,02
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molos 5,2 pH-jt 1,5 milli Siemens vezetSképességl
phtriumacetét: 20 liter, 2) 200 liter 0,025 mélos 4,5
pH-ji 2,0 milli Siemens vezetdképességili natriuma-
cetét, 3) 150 liter 0,125 mélos 4,8 pH-ji 8,8 milli
Siemens vezetSképességli natriumacetat. A 2. puf-
ferrel térténd elualiskor albumin frakciot nyeriink.
Az albumin frakciot ezt koveten 0,025 mblos 4,5
pH-ji 1,8 milli Siemens vezetSképességii natrinma-
cetét puufferrel egyenstlyba hozott 16 liter CM-
Sepharose FF jelii (Pharmacia készitmény) kation-
cserdlG gyanta oszlopra vissziik fel, hirom 1épésben
elualunk a kévetkezd pufferekkel: 1/172 liter 0,025
mélos 4,5 pH-ji 1,8 milli Siemens vezetSképességii
nétriumacetat, 2/175 liter 0,11 mélos 5,5 pH-jG 6,0
milli Siemens vezetdképességii ndtriumacetat,, 3)
75 liter 0,4 mélos 8,2 pH-ji 23 milli Siemens veze-
téképességil natriumacetat. A 2. pufferral kapott el-
uétum tartalmazza az albumin frakciét. Ennek pH-
jat 1 moélos natriumhidroxid vizes oldatéval 6,5 pH
értékre Allitjuk, majd 0,05 mdlos natriumklorid ol-
dattal egyensilyba hozott Sephacryl S-200 jeld
(Pharmacia készitmény) gélsziirére vissziik a gélrol
0,3 mélos 7,0 pH-ji 4 milli Siemens vezetéképessé-
gl acetitpufferral elualunk és az albumin frakci6t
20% osszfehérje tartalom eléréséig ultrasziirGvel
besiiritjiik, majd a nitrium-ion tartalmat szilard
nétriumklorid adagolasival 130 millimélliter ér-
tékre a Ph-t 1 mélos sésav, vagy 1 mélos nftrium-
hidroxid vizes oldatdval 7,0 értékre allitjuk be és
stabilitdl6 szerként natriumkaprilat oldatot adago-
lunk 0,04 méliter natriumkaprilit végkoncentré-
cib eléréséig, végiil az oldatot sterilre sziirjiik és pa-
lackozzuk, a palackozott albumin oldatot 10 6ran &t
60 °C hémérsékleten pasztlrizaljuk. Halvinysarga
szinfi, 20% Osszfehérje tartalmi, 99% feletti tiszta-
sfgh albuminkészitményt kapunk, mely virust nem
tartalmaz. A készitmény stabil, llis utin sem ta-
pasztalhatb csapadék kivalas. )

5. példa

A 3. példa szerint 2-e10xi-6.9-diaminoak-
ridine s lobulin frakeié (IL frakei6)

A 3. példa szerint nyert 2-etoxi-6,9-diaminoak-
ridinmentes immunglobulin oldathoz (Il. frakci6)
KS 370 tipusG (Pharmacia gyArtmany() késziilékbe
helyezett 0,02 molos, 5,6 pH-j4, 1,4 milli Siemens
vezetSképességli natriumacetat pufferrel egyensa-
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lyozott DEARG jelii (Pharmacia készitmény, dsz-

szetétel: DEAE Sepharose Fast Flow: 60% Arginin

Sepharose 4B: 40%) anioncseréld gyantin (16 liter)

engediink &t és az atfoly6 oldatot CM-Sepharose FF

jeld (Pharmacia gyartményid) 0,02 mélos, 5,6 pH-

jo, 1,4 milli Siemens vezetSképességli natriumace-
tat pufferrel egyenstlyozott KS 370 tipusi készii-
1ékbe helyezett kationcserélé gyantara (16 liter)

vissziik fel. Az oszlopot 20 liter 0,02 mélos natriu-
macetattal, majd 30 liter 0,01 mélos glycinnel mos-
suk, majd azimmunglobulint 0,15 mdl glycint & 0,1

mdl natriumhidroxidot tartalmazé 9,0 pH-ja puffer
oldattal elualjuk. Az eludlt immunglobulin frakcibé
pH-jét 1 molos vizes ssav oldattal 7,0 értékre allit~
juk, majd ultrasziiréssel 5,0% fehérje tartalomra

koncentraljuk ezt kivetden sziiréssel sterilizdluak.

A nyert immunglobulin oldatot -25 "C h6mérsékle-
ten tiroljuk ampullizdsig. Az immunglobulin ké-
szitmény liofilizélva a Ph.Hg. VII eldirdsainak meg-
feleld. ‘

.Szabadalmi igénypont

Eljéras immunglobulin és albumin el8allitaséra
2-etoxi-6,9-diaminoakridin és kromatogréfia kom-
binicibjiival vérplazmabél a plazma ismert méd-
szerrel gélszir6n torténé sdémentesitésével, azzal
Jjellemezve, hogy a sGtalanitott plazma pH értékét vi-
zes tejsav oldattal alland6 keverés mellett 4,6—4,8
pH értékre, elénydsen 4,7 pH értékre allitjuk be és
keverés kozben az elegyhez 2-etoxi-6,9-diaminoak-
ridin szuszpenzi6jit adagoljuk 7,2—7,8 pH érték,
elénydsen 7,5 pH érték eléréséig, az elegyet legalabb
15 percig eldnydsen 30 percig keverjiik, majd 20
perc alls utdn a csapadékrdl a feliiliszot leszivat-
juk, majd a kiindulasi plazma térfogatival azonos
mennyiségli vizzel felhigitott csapadék, illetve a fel-
{ilasz6 pH értékét 4,0—4,2 pH értékre, elénydsen
4,1 pH értékre llitjuk be vizes tejsav oldattal, majd
keverés kozben a kiinduldsi plazma térfogatira sz4i-
mitott 2,2—2.8, elénydsen 2,4 tomeg/térfogat% ak-
tiv szenet adagolunk, majd a szenet az elegybdl el-
tavolitjuk, a nyert oldatot membran szirén -
Snmagéaban ismert médon sterilre szfirjiik, a kapott
2-etoxi-6,9-diaminoakridinmentes albumin-, illet-
ve immunglobulin oldatot Snmagéban ismert kro-
matografids tisztitasi el jardssal tisztitjuk.
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