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Keksintd koskee menetelmdid sellaisten plasmaproteiineihin
perustuvien farmaseuttisten koostumusten valmistamiseksi,

joilla on antimikrobinen, antiflogistinen tai vastaavasti

an-

tiallerginen vaikutus. Valmisteet sisiltivit immunoglobu-
liinia A (IgA), immunoglobuliinia G (IgG) ja transferriinii,
jolloin siind on IgA:n paino-osaa kohden 0,40 - 0,80 paino-
osaa IgG:té ja 0,15 - 0,45 paino-osaa transferriinii. On
osoittautunut, ettd sekd vaikutuksen voimakkuutta bakteeri-
ja virusperédisiin taudinaiheuttajien suhteen etti Iga- ja
IgG-pitoisen valmisteen vaikutusspektrii voidaan lisdtd, kun

se sisdltdd vield lisdksi transferriini# ja nidmd kolme kompo-

nenttia IgA, IgG ja transferriini esiintyvit hakemuksessa

esitetyissd painosuhteissa.



Uppfinningen avser ett fdrfarande f&ér framstdllning av farma-
ceutiska preparat med antimikrobiella, antiflogistiska.rsp.
antiallergiska effekter pd basen av plasmaproteiner. Prepara-
ten innehdller immunglobulin A (XIgA), immunglobulin G (IgG)
och transferrin, varvid fo6r varje viktdel av IgA det finns
mellan 0,40 och 0,80, viktdelar IgG och mellan 0,15 och 0,45
viktdelar transferrin. Det har visat sig, att sdvdl verkans
styrka pd bakteriella och virala sjukdomsalstrare som verk-
ningsspektret hos ett IgA- och IgG-haltigt preparat kan d&kas,
om det innehdller ytterligare transferrin och de tre kom-
ponenterna IgA, IgG och transferrin férekommer i det viktfér-
h&llanden som anges i ansdkan.
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Menetelmi plasmaproteiineihin perustuvan farmaseuttisen
koostumuksen valmistamiseksi

Keksintd liittyy plasmaproteiineihin perustuviin farmaseut-
tisiin valmisteisiin, joilla on antimikrobinen, antiflogisti-
nen tai vastaavasti antiallerginen vaikutus. Etenkin keksintd
koskee menetelmidi tdllaisten tuotteiden valmistamiseksi.

Immunoglobuliineihin perustuvia farmaseuttisia valmisteita
kidytetdin jo bakteeri- ja virusinfektioiden profylaksiaan ja
hoitoon. US-patenttijulkaisussa 4 335 099 esitetdidn esimer-
kiksi oraalisesti annettava valmiste, joka sisdltdd immunog-
lobuliinia A (Iga) ja immunoglobuliinia G (IgG) Jja joka
soveltuu suolistoinfektioiden hoitoon. Edelleen on tunnettua,
ettd immunoglobuliini-valmiste, jonka IgG- ja IgA-osuus koko
globuliinista on 73 tai vastaavasti 26 %, voi vdhentdd kes-
kosten sairastumisvaaraa nekrotisoituvaan enterokoliittiin
annettaessa sitd profylaktisesti (Martha M. Eibl et al., New
Journal of Medicine, 319, s. 1 - 7, 1988).

Samoin on osoitettu, etti seerumilla on bakteriostaattinen
vaikutus Staphylococcus aureukseen, jolloin t&md vaikutus
riippuu seerumiin sis&ltyvdn siderofiliinin (transferriinin)
kyllidstymisestd raudalla (Arthur L. Schade, Protides Biolog.

"Fluids; Proc. Collog. 1961, 8, s. 261 - 263). T&md raudalla

rikastettu seeruminiyte sis#ltdd IgA:n paino-osaa kohden 15
paino-osaa IgG:td ja 2,6 paino-osaa transferriinid ja vaikut-

taa ainoastaan muutamia taudinaiheuttajia vastaan.

Kaikilla tunnetuilla IgA-pitoisilla farmaseuttisilla valmis-

teilla on myds suhteellisen kapea vaikutusspektri.

Keksinndn piimiirinid on saada aikaan plasmaproteiineihin
perustuva, antimikrobisen vaikutuksen omaava farmaseuttinen
valmiste, jolla on laaja vaikutusspektri. T&mé&n lisdksi tdlld
valmisteella tulee olla myds antiflogistinen ja antiallergi-

nen vaikutus.
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Keksinnén mukainen farmaseuttiselle valmisteelle on ominais-
ta, ettd se sisdltdd immunoglobuliinia A (IgaA), immunoglobu-
liinia G (IgG) ja transferriinid, jollecin siind on IgA:n
paino-osaa kohden 0,40 - 0,80 paino-osaa IgG:ti ja 0,15 -
0,45 paino-osaa transferriinii.

On osoittautunut, ettd sekd vaikutuksen voimakkuutta baktee-
ri- ja virusperdisiin taudinaiheuttajiin ettd IgA- ja IgG-pi-
toisen valmisteen vaikutusspektrii voidaan lisdtd, jos se
sisdltdd vield lisdksi transferriinii ja ndmid kolme kom-
ponenttia IgA, IgG ja tranferriini esiintyvédt keksinndn
mukaisissa painosuhteissa. Nditd suhteita voi verfata didin-
maidossa ja kolostrumissa (pihkamaito) esiintyviin suhtei-
siin.

Keksinndn mukaan aikaansaatavassa valmisteessa IgA esiintyy
edullisesti muodossa, jossa se sisdltdid niin kutsuttua "Sec-
retory Piece":d, proteiinia, joka antaa IgA:1lle kyvyn tunkeu-
tua limakalvon ldpi.

Keksinndn mukaan valmistettavan tuotteen eriille edulliselle
sovellutusmuodolle on tyypillistd, ettd se sisdltdid kaytts-

valmiin liuoksen millilitraa kohden 10 - 100 mg IgA:ta, 4 =-

80 mg IgG:td ja 1,5 - 45 mg transferriinii.

Keksinndn edullisen sovellutusmuodon mukaan farmaseuttinen
koostumus voidaan saada aikaan yhdessid tai useammassa valmis-
tusvaiheessa, joissa inaktivoidaan tai vastaavasti poistetaan

infektioosiset aineet, etenkin virukset.

Tdssd hakemuksessa kuvattava valmiste soveltuu etenkin lima-
kalvoinfektioiden, etenkin nekrotisocituvan enterokoliitin,
tulehdusten ja allergioiden profylaksiaan ja terapiaan. Se
voi lisdksi korvata didinmaidon, joka v&littd4 humoraalisen
immuniteetin imevdisille.

Keksinnén mukaisen valmisteen valmistamiseksi voidaan kdyttii
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kaupallisesti saatavaa IgA:ta ja IgG:td, kaupallisesti saata-
via IgA/IgG-sekavalmisteita ja kaupallisesti saatavaa trans-

ferriinid.

Keksinndn mukaan

- IgA:ta, IgG:td ja transferriinid sisdltdvd plasmafraktio
kdsitell&din infektioosisten aineiden inaktivoimiseksi tai
saatetaan kiédsittelemdttdmiissd muodossa kosketuksiin ionin-
vaihtimen kanssa IgA:n, IgG:n ja transferriinin adsorboimi-
seksi,

- ioninvaihtimessa adsorboitu IgA, IgG ja transferriini
pestdidn ja eluoidaan,

- eluaatti alistetaan puhdistussaostukseen ei-toivottujen
vieraiden proteiinien erottamiseksi puhdistetun IgaA-, IgG- ja
transferriini-pitoisen liuoksen aikaansaamiseksi,

- saatu liuos kédsitelld&dn proteiinisaostusaineella IgA:n,
IgG:n ja transferriinin saostamiseksi ja mahdollisesti esiin-
tyvien infektidésisten aineiden esi-inaktivoinnin aikaansaa-
miseksi,

- saostettu IgA, IgG ja transferriini erotetaan, jdadytys-
kuivatetaan, kidsitell&dsn infektioosisten aineiden edel-
leeninaktivoimiseksi ja lopuksi kédsitellddn sindnsd tunnetul-
la tavalla oraalisesti, parenteraalisesti tai tooppisesti

kdytettdvidksi farmaseuttisena valmisteena.

On osoittautunut, ettd mainittujen menetelmdvaiheiden aikana
infektioosisten aineiden, kuten virusten l&htdaineessa mah-
dollisesti esiintyvd titteri alenee. Tdmd@ vaikutus on etenkin
silloin selvd, kun keksinnén mukainen valmiste valmistetaan
siten, etta

- plasma tai plasmafraktiot k&dsitellddn Cohnin menetelmén
mukaisesti etanolilla Cohn II+III-fraktion erottamiseksi,

- erotettu Cohn II+III-fraktio digeroidaan vesipitoisella
puskurilla pH-arvossa 5,0 - 6,5 IgA:ta, IgG:td ja transfer-
riinid sisdltdvdn proteiiniseoksen uuttamiseksi,

- uutettuun proteiiniseockseen 1lisétdidn etanolia ei-toivottu-

jen vieraiden proteiinien saostamiseksi,
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- saostetut vieraat proteiinit erotetaan IgA-, IgG- ja trans-
ferriini-pitoisen liuoksen aikaansaamiseksi,

- tdmd IgA:ta, IgG:td ja transferriinid sisdltidvd liuos
saatetaan kosketuksiin DEAE-ioninvaihtimen kanssa IgA:n,
IgG:n ja transferriinin adsorboimiseksi,

- adsorboitu IgA, IgG ja transferriini pest#din ja eluoidaan,
- saatu eluaatti késitellddn etanolilla IgA:n ja IgG:n saos-
tamiseksi,

- saostunut IgA ja IgG erotetaan IgA- ja IgG-pitoisen sakan
ja transferriini-pitoisen supernatantin muodostamiseksi,

- supernatantti tehddidn happamaksi transferriinin saostami-
seksi,

- saostettu transferriini erotetaan,

- erotetut sakat yhdistetddn ja valmistetaan farmaseuttiseksi

valmisteeksi.

Keksinndn mukaisen menetelm&n t&md muunnelma johtaa silloin,
kun infektioosisia aineita on mahdollisesti 1&sni 1&htdai-
neessa, titterin alenenemiseen vihint&&n 29 logaritmiyksik&l-
14.

Seuraavassa selitetddn ldhemmin keksinnodn mukaisen valmisteen

valmistusta ja sen vaikutusta.
Valmistus
Esimerkki 1

100 1 jdddytettyd ihmisen plasmaa sulatetaan, sakka (kryosak-
ka) erotetaan ja supernatanttiin (kryosupernatantti) lis#tdin
-2 °C:ssa ja pH-arvossa 7,0 etanolia 8 $:n konsentraatioon.
Td1ll6in muodostuvan sakan erottamisen jdlkeen supernatantin
etanoli-konsentraatiota lisidtddn -5 °C:ssa 25 %:iin. T&118in
saostuva sakka (Cohn II+III-fraktio) uutetaan fosfaatti-ase-
taatti-puskurilla ja siihen lis&t#&n 12 % etanolia pH-arvossa
5,3 ja =2 °C:n lampétilassa, jolloin muodostuu sakka, joka
erotetaan. Supernatantti kdsitelldsn pH-arvossa 6,0 - 6,5
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anioninvaihtimella, kuten DEAE-Sephadexilla IgA:n, osittain
IgG:n ja transferriinin adsorboimiseksi. Samoin adsorboidaan

myds vield muita proteiineja, kuten albumiinia.

Sitoutumattomien proteiinien poistamiseksi pestddn, jolloin
pesuvaiheen tehokkuuden kautta voidaan vaikuttaa lopputuot-
teen IgA:IgG-suhteeseen. Tdmdn jdlkeen adsorboidut proteiinit
eluoidaan fosfaattipuskuroidulla, 3 %:sella NaCl-liuoksella.
Saatuun liuokseen lisdtd&n pH-arvossa 6,4 - 6,5 ja -3 °C:n
limpdtilassa 20 % etanolia, heitetddn pois t&d116in muodostuva
sakka ja supernatantin etanolikonsentraation lisddmiseksi

30 %$:iin, jolloin IgA, IgG ja transferriini saostuvat.

Tidmd sakka erotetaan, liuotetaan veteen ja siihen lis&t&dédn
pH-arvossa 6,5 ja -5 °C:n limpdtilassa 25 % etanolia. T&lldin
muodostuva sakka sisdltdd IgA:ta ja IgG:td ja se erotetaan.
Transferriini jd3 liuokseen ja se saostetaan sddt&@mdlla pH
arvoon 5,5.

Sitten sakoissa mddritetd3n tunnettujen menetelmien mukaises-
ti IgA-, IgG- ja transferriini-pitoisuudet ja sekoittamalla
yhteen vastaavat mdirit siddetddn keksinndén mukainen koostu-
mus, jolloin IgA:ta, IgG:td ja/tai transferriinid voidaan
tiydentdi kaupallisesti saatavilla valmisteilla ja niihin
voidaan lisdtd vield farmaseuttisia lisdaineita.

Tdm&n jdlkeen liuos jdddytyskuivatetaan, kostutetaan vedelld
ja lé@mpdkidsitelldidn 10 tunnin ajan 60 °C:ssa mahdollisesti

esiintyvien taudinaiheuttajien tuhoamiseksi.

Jiddytyskuivatetun, lampdkidsitellyn jauheen saattamiseksi
kdyttdmuotoon se joko liuotetaan NaCl-pitoiseen glukoosi-
liuokseen, steriilisuodatetaan ja tdytetddn tai se voidaan
tabletoida tai tdyttdd kapseleihin oraalista kdyttdd varten,
jolloin kuitenkin tabletit ja kapselit on pddllystettavi

mahanestettd kestdvilld pddllysteillsd.
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Esimerkki 2

10 l:aan ihmisen plasmaa lisdtd&n 140 g ammoniumsulfaattia
litraa kohden pH-arvossa 7,2. Sakan erottamisen jdlkeen
ammoniumsulfaattikonsentraatiota lisidtddn 275 g:aan/l. T&l-
18in saostuva sakka liuotetaan 5 mmoolia/l:n asetaattipusku-
riin pH-arvossa 5,0, liukenematon osa erotetaan ja heite-
td88n pois. Supernatantista eristet#din IgA, IgG ja transfer-
riini ja konsentroidaan saostamalla 30 %:1la etanolia pH-ar-

vossa 6,6 ja -5 °C:ssa.

Valmisteen koostumus on seuraava:

IgA:ta 63 mg/ml
IgG:td 28 mg/ml
transferriinii 10 mg/ml

Virus-titterin alentaminen

Mahdollisesti ldhtOplasmassa esiintyvien virusten keksinnsn
mukaisen valmisteen valmistuksen aikana tapahtuvan inakti-

voinnin tai vast. poistamisen dokumentointia varten toistet-
tiin esimerkissd 1 esitetyt menetelmidvaiheet, jolloin ennen
jokaista yksittdistd menetelmivaihetta ndytteeseen sididdettiin
madrdtty virus-titteri (HIV) ja se mddritettiin menetelmivai-
heiden suorittamisen jdlkeen. Tulokset on esitetty taulukossa
1.

Vaihe 1: Kryosakan talteenotto

10 ml:aan ihmisen plasmaa lisdttiin 1 ml HIV-1-virussuspen-
siota, joka sisdlsi 106 infektioyksikk&d/0,5 ml (virussuspen-
sio I). Seos jd&ddytettiin -20 °C:ssa ja sulatettiin 0 -
2 °C:ssa. Muodostunut sakka erotettiin sentrifugoimalla.
Supernatantissa (kryosupernatantti) m3dritettiin virustitte-
ri, jossa oli 104 infektioyksikkdd/ml. Menetelmivaiheessa 1

saadaan siten aikaan virus~-titterin aleneminen kymmenpotens-
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silla.

Vvaihe 2: Fraktiointi 8 %:sella etanolia

6 ml:aan kryosupernatanttia lisdttiin 0,6 ml virus-suspen-
siota I. Seoksen lidmpdtila pidettiin -1...-2 °C:ssa ja siihen
lisdttiin 0,6 ml 96 %:sta etanolia (-20 °C), niin ettd esiin-
tyy 8 %:nen etanolikonsentraatio. Muodostunut sakka erotet-
tiin sentrifugoimalla. Supernatantissa mdaritettiin viruskon-
sentraatio, jossa 0li 103 infektioyksikkdd/ml, mikd merkitsee
alenemista tekij&dlld 102.

vaihe 3: Albumiinin erottaminen immunoglobuliineista

8 ml:aan vaiheen 2 supernatanttia lisdttiin 0,8 ml HIV-1-
virussuspensiota, joka sisdlsi 107 infektioyksikké/0,5 ml
(virussuspensio II). Seoksen lidmpdtila pidettiin -5 °C:ssa ja
siihen lisdttiin 2,1 ml 96 %:sta etanoliliuosta 25 %:sen
liuoksen aikaansaamiseksi. Muodostunut sakka erotettiin
sentrifugoimalla. Liuotetussa sakassa (1 ml:ssa PBS:dd) ei
voitu osoittaa yhtd3n virusta, mik3d merkitsee alenemista

tekijdalla 10s.

Vaihe 4: Uuttaminen ja saostus 12 %:sella etanolilla

1 g vaiheessa 3 saatua sakkaa suspendoitiin 30 ml:aan fos-
faatti-asetaatti-puskuria. 10 ml:aan tdtd suspensiota lisdt-
tiin 1 ml virussuspensiota I. -2 °C:n ldmpodtilassa lisdttiin
1,6 ml 96 %:sta etanoliliuosta, jolloin loppukonsentraatio
0li 12 massa-%. Tdmd suspensio sentrifugoitiin. Supernatan-
tissa ei voitu osoittaa yht#idn virusta, miki# vastaa alenemis-
ta tekij&lli 105.

vaihe S: Adsorptio, pesu, eluointi

10 ml:aan vaiheen 4 supernatanttia lisdttiin 500 mg DEAE-

Sephadexia/g proteiinia, lis#dttiin 1 ml virussuspensiota II,
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sekoitettiin -2 °C:ssa ja adsorbaatti erotettiin; Sephadex
pestiin ja proteiinit eluoitiin. Virustitteri oli 103
infektioyksikkdéd/ml, mik# vastaa alenemista tekijdlli 103.

Vaihe 6: Saostaminen 20 %:sella etanolilla

5 ml:aan vaiheen 5 eluaattia lis#ttiin 0,5 ml virussuspen-
siota II, lis&dttiin 1,45 ml 96 %:sta etanoliliuosta, sekoi-
tettiin -2 °C:ssa ja sakka sentrifugoitiin pois. Supernatan-
tissa ei voitu osoittaa yht#&n virusta (aleneminen: 106).

Vaihe 7: Saostaminen 30 %:sella etanolilla

5 ml:aan vaiheen 6 supernatanttia lisdttiin 0,5 ml virussus-
pensiota ja sitten lis&dttiin 0,83 ml etanolia, sekoitettiin
-5 °C:ssa Jja sentrifugoitiin. Sakka liuotettiin 1 ml:aan
puskuria. Yhtddn virusta ei voitu osoittaa (aleneminen: 106).

Koko virustitteri aleni (menetelmidvaiheiden 1 - 7 summa)
siten vdhintddn md&r&d1148 1029 (ks. taulukko).

Taulukko 1: Virustitterin aleneminen

Menetelmd- Virustitteri inf.yk./ml Virustitterin
vaihe ennen vaiheen aleneminen
vaihetta jdlkeen

1 105 104 101
2 105 103 102
3 106 0 106
4 105 0 > 105
5 106 103 103
6 106 0 > 106
7 106 0 > 106

koko virustitterin aleneminen > 29
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vaikutus bakteereita vastaan

Keksinndén mukaisen valmisteen vaikutuksen tutkimiseksi bak-
teereiden suhteen kdytettiin kolmea liuosta (a, b ja c),
joiden koostumus on esitetty taulukossa 2:

Taulukko 2

Liuos Iga IgG Transferriini
a 50 30 15
b 25 20 11
c 90 40 15

(luvut koskevat mg:aa/ml)

3 ml kulloinkin kyseessid olevaa liuosta a, b ja c ympdttiin
pienissi putkissa kulloinkin 0,1 ml:lla erilaisia baktee-
risuspensioita Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis ja Candida albi-
cans, ravisteltiin, pipetoitiin 2 x 0,1 ml petrimaljoihin ja
kasteltiin ravinneagarilla tai vastaavasti Candidan kohdalla
soijapapu-kaseiini-agarilla.

Koloniat laskettiin sen jdlkeen, kun oli inkuboitu 0,5, 1, 3,
5 ja 24 tunnin ajan 20 - 25‘C:ssa. Kaikki kolme valmistetta
a, b ja c estivat kaikkien viiden bakteerin kasvun. Ainoas-
taan liuoksessa b kasvun esto Escherichia colin suhteen oli

heikosti ilmenevd.

Vertailua varten testattiin albumiinin, kolmen IgA/IgG-seok-
sen ja transferriinin vaikutukset. Tulokset on esitetty

taulukossa 3.
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Taulukko 3

Staph. E.coli Pseud. Bac.sub.
aur. aerug.

107779

Cand.alb.

albumiini (50 mg)

IgA (56 mg) - + - -
IgG (2 mg)

IgA (75 mg) + - - -
IgG (26 mqg)

IgA (3 mg) - - - +
IgG (100 mg)

transferriini - - + -
(56 mg)

transferriini - - - -
(15 mg)

Luvut koskevat mg:aa/ml liuosta.
- ! el bakteerikasvun estoa
+ ¢ bakteerikasvun esto

Vaikutus viruksia vastaan

Keksinndn mukaisen valmisteen vaikutuksen toteamiseksi virus-

ten suhteen kulloinkin 1 ml:aan yll4 esitettyd liuosta a

lisdttiin 0,1 ml HIV-, Sindbis- ja VSV-virussuspensiota,

jdddytyskuivatettiin, kostutettiin ja kuumennettiin 10 tunnin

ajan 60‘C:ssa suljetuissa astioissa, jolloin virustitteri

mddritettiin ennen l&mpdkidsittelyd ja sen jilkeen. Tulokset

on esitetty taulukossa 4.
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Taulukko 4

Virus

Sindbis
vsv
HIV

Virustitteri
k&dsittelyn alussa

11

107779

10 tunnin kuluttua

105
104,4
104

< 100,5
< 100,5
< 100,5



10

15

20

107779

12

Patenttivaatimukset

1. Menetelmd sellaisen plasmaproteiineihin perustuvan far-
maseuttisen koostumuksen valmistamiseksi, jolla on antimikro-
binen, antiflogistinen tai vastaavasti antiallerginen vaiku-
tus ja joka sisdltdd immunoglobuliinia A (Igad), immunoglobu-
liinia G (IgG) Jja transferriinid, jolloin siind on IgA:n
paino-osaa kohden 0,40 - 0,80 paino-osaa IgG:td ja 0,15 -
0,45 paino-osaa transferriinid, tunnettu siitd
toimenpiteiden yhdistelmdstd, ettd

- IgA:ta, IgG:td ja transferriinid sisdltdva plasmafraktio
kdsitellddn infektioosisten aineiden inaktivoimiseksi
tai saatetaan kdsittelemdttomdssd muodossa kosketuksiin
ioninvaihtimen kanssa IgA:n, IgG:n ja transferriinin
adsorboimiseksi,

- ioninvaihtimessa adsorboitu IgA, IgG ja transferriini
pestdidn ja eluoidaan,

~ eluaatti alistetaan puhdistussaostukseen ei-toivottujen
vieraiden proteiinien erottamiseksi puhdistetun IgaA-,
IgG- ja transferriini-pitoisen liuoksen aikaansaamisek-
si,

- saatu liuos kdsitellddn proteiinisaostusaineella IgA:n,
IgG:n ja transferriinin saostamiseksi ja mahdollisesti
esiintyvien infektioosisten aineiden esi-inaktivoinnin
aikaansaamiseksi,

- saostettu IgA, IgG ja transferriini erotetaan, jdady-
tyskuivatetaan, kdsitellddn infektioosisten aineiden
edelleeninaktivoimiseksi ja lopuksi k&dsitell&ddn sinénsi
tunnetulla tavalla oraalisesti, parenteraalisesti tai
tooppisesti kdytettdvaksi farmaseuttiseksi valmisteeksi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettid
- plasma tai plasmafraktiot kdsitelldin Cohnin menetelmdn
mukaisesti etanolilla Cohn II+III-fraktion erottamisek-
si,
- erotettu Cohn II+III-fraktio digeroidaan vesipitoisella
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puskurilla pH-arvossa 5,0 - 6,5 IgA:ta, IgG:td ja trans-
ferriinii sis#dltdvidn proteiiniseoksen uuttamiseksi,
uutettuun proteiiniseokseen lis3#tdidn etanolia ei-toivot-
tujen vieraiden proteiinien saostamiseksi,

saostetut vieraat proteiinit erotetaan IgA-, IgG- ja
transferriini-pitoisen liuoksen aikaansaamiseksi,

timi IgA:ta, IgG:td ja transferriinid sisdltédvd liuos
saatetaan kosketuksiin DEAE-ioninvaihtimen kanssa IgA:n,
IgG:n ja transferriinin adsorboimiseksi,

adsorboitu IgA, IgG ja transferriini pestddn ja eluoi-
daan,

saatu eluaatti k#sitellddn etanolilla IgA:n ja IgG:n
saostamiseksi,

saostunut IgA ja IgG erotetaan IgA- ja IgG-pitoisen
sakan ja transferriini-pitoisen supernatantin muodosta-
miseksi,

supernatantti tehd&&n happamaksi transferriinin saosta-
miseksi,

saostettu transferriini erotetaan,

erotetut sakat yhdistetddn ja valmistetaan farmaseut-

tiseksi valmisteeksi.

Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnet¢tau

siitd, ettd valmistetaan farmaseuttinen koostumus, jossa IgA

sisd1tdd "Secretory Piece'"-proteiinia.

4.

Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu

siitid, ettd valmistetaan farmaseuttinen koostumus, joka

sisdltdd kdyttdévalmiin liuoksen millilitraa kohden 10 - 100

mg, etenkin 45 - 55 mg IgA:ta, 4 - 80 mg, etenkin 25 - 35 mg

IgG:td ja 1,5 - 45 mg, etenkin 10 - 20 mg transferriinid.

5. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelmd,

tunnettu siitd, ettd valmistetaan farmaseuttinen

koostumus inaktivoimalla tai vastaavasti poistamalla infekti-

oosiset aineet, etenkin virukset yhdessd tai useammassa val-

mistusvaiheessa.
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Patentkrav

1. Férfarande fér framstdllning av en plasmaproteinbaserad
farmaceutisk sammansattning med en antimikrobiell, anti-
flogistisk respektive antiallergisk verkan, som innehdller
immunglobulin A (IgA), immunglobulin G (IgG) och transferrin
och varje IgA-viktdel uppvisar 0,40-0,80 viktdelar IgG och
0,15-0,45 viktdelar transferrin, k& nnetecknat av
den atgardskombination att

- en plasmafraktion, som innehaller IgA, IgG och trans-
ferrin behandlas fér att inaktivera infektidsa amnen
eller bringas i obehandlad form i berdédring med en jon-
bytare fdér att adsorbera n&mnda IgA, IgG och
transferrin,

- det i jonbytaren adsorberade IgA:et, IgG:et och
transferrinet tvattas och elueras,

- eluatet underkastas en reningsfdllning fér att at-
skilja icke-énskvarda frammande proteiner f&ér att
astadkomma en renad IgA-, IgG- och transferrinhaltig
l4sning,

- den erhadllna ldsningen behandlas med ett proteinut-
féallningsadmne for att utf&lla IgA, IgG och transferrin
och for att &stadkomma en féraktivering av eventuellt
existerande infektidésa &mnen,

- det utfallda IgA:et, IgG:et och transferrinet separ-
eras, frystorkas, behandlas f6r de infektidsa a&mnenas
vidareaktivering och behandlas slutligen pa ett i sig
kant satt till ett oralt, parenteralt eller topiskt

anvandbart farmaceutiskt preparat.

2. Forfarande i enlighet med patentkrav 1, k & nn e -
tecknat av att
- plasma eller plasmafraktioner behandlas enligt Cohn-
metoden med etanol f6r att separera en Cohn II+III-
fraktion,
- den separerade Cohn II+III-fraktionen digereras medelst
en vattenhaltig buffert vid ett ph-varde fran 5,0 till
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6,5 f6r att extrahera en proteinblandning, som
innehaller IgA, IgG och transferrin,

- till den extraherade proteinféreningen tillsatts
etanol fér att f&lla ut icke-Onskvarda frammande
proteiner,

- de extraherade frimmande proteinerna separeras foér att
dstadkomma en IgA-, IgG- och transferrinhaltig 1és-
ning,

- denna 1lésning, som innehdller IgA, IgG och trans-
ferrin, bringas i kontakt med en DEAE-jonbytare for
att adsorbera IgA, IgG och transferrin,

- det adsorberade IgA:et, IgG:et och transferrinet
tvattas och elueras,

- det erhdllna eluatet behandlas med etanol fdér att
fédlla ut IgA och IgG,

- det utfallda IgA:et och IgG:et separeras for att bilda
en IgA- och IgG-haltig f&llning och en transferrin-
haltig supernatant,

- supernatanten gérs sur fér att falla ut transferrinet,

- det utfallda transferrinet separeras,

- de separerade fallningarna fdrenas och framstalls till

ett farmaceutiskt preparat.

3. Fdrfarande enligt patentkrav 1, k& nnetecknat
av att det framstalls en farmaceutisk sammans&ttning, vari

IgA innehiller "Secretory Piece'"-protein.

4. Fdrfarande enligt patentkrav 1, kannetecknat
av att det framstidlls en farmaceutisk sammansattning, som
inneh&ller per milliliter bruksférdig ldésning 10-100 mg,
fdretradesvis 45-55 mg, IgA, 4-80 mg, féretrddesvis 25-35 mg,
IgG och 1,5-45 mg, fdretridesvis 10-20 mg, transferrin.

5. Forfarande enligt nAgot av féregdende patentkrav,
k&d&nnetecknat avatt det framstalls en

farmaceutisk sammansdttning genom att inaktivera
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respektive avlagsna de infektidsa a&mnena, fdretridesvis

virus i en eller flera framstallningsskeden.
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