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produkt ziskany uvedenym postupom, ktorého (istota je
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ne podanie.



v Py, 1065 -2000

Spésob vyroby imunoglobulinov p#e intravenézne podanie a

dalsich imunoglobulinovych produktov.

Oblast techniky

Predkladany vyndlez sa tyka spdsobu purifikéacie
imunoglobulinov, tj. imunoglobulinu G (IgG) =z nativnej plazmy
alebo z hrubej frakcie plazmatickych proteinov. Vynédlez sa
tieZ tyka imunoglobulinového produktu a pouZitia takého

imonoglobulinového produktu pre lekdrske ucely.

Doterajsi stav techniky

Ludsky normalny imuncglobulin pre pouZitie v prevencii a
lieCbe infekénych ochoreni bol zavedeny ku konci Styridsiatych
rokov dvadsiateho storodia. Bolo preukazané, Ze ludsky
normalny imuniglobulin pripraveny spdsobom studenej etanolovej
frakcionacie podla Cohna a Oncleyho (Cohn E., et al., (1946),
J Am Chem Soc, 71, 541-550) a nasledne tieZ modifikaciou podla
Kistlera a Nitschmanna (Kistler P a Nitschmann HS (1952), Vox
Sang, 7, 414-424) je ako uCinny, tieZ aj bezpeény proti
prenosu virusovej infekcie, pokial je podany subkutdnne alebo

intramuskulérne.

Kongenitalne alebo ziskané celkové alebo ¢&iasto&né chybanie
imunoglobinov (primarny respektive sekundarny syndrém
imunodeficiencie) sa manifestuju vela beZnymi aj =zavainymi
infekciami, obzvlast bakteridlneho pévodu. Prevencie takychto
infekcii bolo predtym dosahované opakovanymi intramuskuldrnymi
alebo subkutannymi injekciami velkého mnozZstva ludského
normalneho imunoglobulinu, a to aZ niekolkokrat tyZdne ako
celoZivotna lieCba, ktora je velmi bolestivd, pokial je liek
podavany intramuskularne. Na zaciatku Sestdesiatych rokov boli
preto uc¢inené pokusy o) intravendzne podanie Tudského
normalnerho imunoglobulinu. Klinické §tudia preukdzali, :Ze

zhruba 5% zdravych dobrovolnikov a =zhruba u 95% pacientov



s deficienciou imunoglobulinov ddjde k rozvoju okamZitych
neziaddcich G&inkov od dyspnoe aZ k cirkuladnému Zoku a tieto
neZiaduce uCinky mali tak za&vazny charakter, e intravendézne

podavanie imunoglobulinu muselo byt opustené.

Dévodom vy33ie spominanych neZiadicich G&inkov sa ukazali byt
agregaty imunoglobulinov, ktoré medzi inymi G&inkami silno
aktivovali komplementovy systém. Toto bolo obzvlast vidno u
pacientov postradajucich imunoglobuliny. Obzvlast zavazZné
neziadice u&inky anafylaktického charakteru mé3u byt vidno u
pacientov, u ktorych déjde k rozvoju protilatok proti IgA.
Nédsledne bol vyvinuty spdsob zabranenia tvorby agregéatov
a/alebo elimindcie tychto agregatov pocas postupu pripravy a
zhruba pred dvadciatimi rokmi bola testovana prva generéacia
imunoglobulinov pre intravenézne podanie (IVIG) a tieto

imunoglobuliny boli ndjdené ako vhodné pre toto pouzZitie.

Pévodny uCelom IVIG bolo zmiernit infek&né epizédy u pacientov
s kongenitdlnym alebo ziskanym celkovym &i ¢iastoénym chypanim
imunoglobulinov a dalej eliminovat diskomfort suvisajuci
s podanim Iudského normalneho imunoglobulinu. Dalsou vyhodou
IVIG je, ze velké davky imunoglobulinu méZu byt podané pocas
kratkej doby, a tymto spdsobom je moZno ziskat velmi rychlo
dostatocne vysoké koncentracie v krvi. Obzvlast pri liecbe
zavainych bakteridlnych infekcii je déleZité ustavit rychlo

vysoké koncentracie v miestach prebiehajucej infekcie.

V poslednych rokoch bolo dalej preukdzané, Ze IVIG st a&inné u
dalsich zavaZnych ochoreniach, ktorych lie&ba méie byt inac
obtiaZna, napriklad se jednd o krvacania spdsobend vymizenim
krvnych doSticiek na podklade imunologickych mechanizmov, tzv.
idiopaticku trombocytopenickd purpiru (ITP), dalej o niektoré
vzacne ochorenia, ako su napriklad Kawasakiho syndrém a cely

rad autoiminnych ochoreni, ako je napriklad polyradikulitida



(Guillan Barreho syndrém). TieZ u daldich ochoreni, ktord bola
do suCasnosti predmetom klinickych &tudii s IVIG. Mechanizmus
G€inku u tychto ochoreni bol objasneny iba ¢iastoéne.
Predpokladd sa, Ze uc¢inok sa tyka takzvanych imunomodulaénych
vlastnosti IgG, napriklad blokady Fcy-receptorov na
fagocytdrnych bunkdch, zvy3eného metabolizmu IgG, zniZenie
tvorby cytokinov a interferencie s predpoladanou sietou
idiotypov/antiidiotypov, obzvlast déleZitych pre neutralizaciu

autoiminnej reaktivity.

Prva generdcia 1IVIG bola pripravena pepsinovym Stiepenim
vychodzeho materidlu (Cohnova frakcia II), G&elom Stiepenia
bolo odstrénenie imunoglobulinovych agregatov. V tomto postupe
neboli zahrnuté Ziadne kroky na baze stipcovej chromatografie.
Produkt musel byt lyofilizovadny, aby ostal stabilny po

primerane dlhi dobu a bol rozpusteny tesne pred pouZitim,

Vychodzim materidlom pre IVIG bol Tudsky normalny
imunoglobulin, u ktorého bolo preukidzané, 3ze je bezpeény
s ohladom na moZny prenos virusov, pokial bol tento
imunoglobulin pouZivany pre intramuskulérne injekéné podanie.
IVIG bol teda povaZovany za bezpe&ny. Po niekolYkych rokoch
klinickeho pouZivania v8ak bolo 1IVIG produktov niektorych
vyrobcoch prekvapivo preukdzané, Ze spdsobuji prenos virusu
hepatitidy C. Stddia prevadzané za ucelom objasnenia osudu
virusov po&as vyroby Iludského normdlneho imunoglobulinu
preukazali, Ze prestup virusu frakcionaé&nym postupom z plazmy
do frakcie s ludskym normalnym imunoglobulinom je nevelky.
Bezpe&nost Tudského normalneho imunoglobulinu pre
intramuskuldrne pouZitie je pravdepodobne spésobené faktom, Ze
obsahuje ochranné imunoglobuliny. V kombinécii s malymi
injekéne poddavanymi objemy a intramuskuldrnym spésobom
podavania mdézZu tieto ochranné imunoglobuliny neutralizovat

bezné virusy v plazme a robit je neinfek&nymi. Zv1ast pokial
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st podavané intravenbézne velké davky imunoglobulinov, méZu sa
objavit virusové infekcie, ako bolo popisané na za&iatku
devadesiatych rokov. Z tohto dévodu bolo ur&ené, Ze proces
vyroby by mal zahffiat jeden alebo viacej dobre definovanych

krokov k inaktivécii wvirusov a/alebo k ich odstraneniu.

Druha generacia IVIG zaloZena na nenaStiepenych a
nemodifikovanych molekuléch imunoglobulinu s nizkou
antikomplementdrnou aktivitou a vy33iou stabilitou Dbola
zavedena uprostred osemdesiatych rokov, ale stale vo forme
lyofilizovaného produktu. Tento IVIG bol purifikovany niekolko
chromatografickymi kroky. Produkty tohoto typu v sudasnosti
dominuju na trhu s IVIG. Prvd a druhd generadcia IVIG sa tak
objavuji ako lyofilizované prasky, ktoré sa rozpustaju tesne

pred pouzitim.

RozpusStanie lyofilizovanych IVIG je pomalé (do 30 minGt pre
jednu fla3tic¢ku). Casto musi byt rozpustené pre jedného
pacienta niekolko flaSticiek. PretoZe je pre uZivatela vysoko
prioritne mat IVIG v roztoku pripraveného k pouZitiu, boli
zavedené na trh tekuté produkty. JeSte dbélezitejsie ije, 3Ze
stale existuje potreba =zlep3Senia postupu vyroby, aby bolo
mozZzné ziskat vysoko purifikovany, stabilny a plne nativny
preparat IVIG s vyS3iou klinickou u¢innostou men3im poc&tom
neziaducich liekovych reakcii. Je teda potrebné ziskat dalej
rozvinuty a vylepSeny postup purifikdcie IgG z nativnej plazmy
alebo plazmatické proteinové frakcie za G&elom =ziskania
tekutého IVIG produktu bez pritomnosti virusu. Kone&ne, postup
by mal byt navrZeny takym spdsobom, aby mohol byt pouZity pri

vyrobe vo velkom meritku.

Purifikaény postup porisany v predkladanej prihla3ke vedie
k tvorbe tekutého imunoglobulinového produktu pre intravenédzne

podanie, ktory méZe byt charakterizovany ako vysoko



purifikovard, plne nativna, biologicky aktivna, podrobena
dvojitej inaktivadcii virusov a stabilna novd generéacia IVIG,
ktord neobsahuje Ziadny detergent, polyetylén glykol (PEG)

alebo albumin ako stabilizator.

Popis vynalezu

Predkladany vynélez sa tyka zlep3eného purifikaéného postupu a
zlepSeného tekutého imunoglobulinového produktu, ktory, inter

alia, méZe byt podany intravendzne.

Imunoglobulinovy produkt ziskany spésobom, ktory je predmetom
predkladaného vynalezu, mbéZe nazyvany IVIG tretiej generéacie.
Postup je charakterizovany nasledujicimi podmienkami
frakciondcie: neprebieha pepsinové Stiepenie, agregaty a
Castice sU odstranené precipitaciou (krok, ktory bol overeny,
Ze vedie k odstraneniu virusov), dal8i purifikacie je
dosiahnuté stipcovou ionexovou chromatografiou, ako virus
inaktivaény krok sluZi S/D postup a prepardat je formulovany

ako tekuty produkt.

V dbésledku zlepSenej Cistoty produktu, ktory moZno =ziskat
postupom podla vynalezu v srovnani s predoSlymi produktami,
nie Jje nezbytné pridavat stabilizdtory, ako s neidnové
detergenty, PEG alebo albumin, pre vylucenie agregacie 1IgG
polas skladovani IVIG ako tekutého produktu. Produkt, ktory
moZno ziskat postupom podla vynalezu, ma vys$8iu kvalitu ako
produkty ziskané predoSlymi postupmi a poskytuje lepSie
klinicke G¢inky a nechtiace neZiadice uc€inky sa skuto&ne

nevyskytuju.



Detailny popis vynédlezu

Predkladany vynélez sa tyka spbsobu purifikacie
imunoglobulinov, tj. IgG =z nativnej plazmy alebo 2z frakcie
plazmatickych proteinov obsahujucich imunoglobulin, ktory
spdsob sa skladd z krokov:

a) pripravy vodnej suspenzie hrubej frakcie plazmatickych
proteinov obsahujicich imunoglobuliny;

b) pridan.e vo vode rozpustnej, vyznamne nedenaturadnej
precipitaénej 1latky k spominamej suspenzii 2z kroku (a)
v mnoZzstve dostatoCnom k spdésobeniu precipitécie velkej
Casti proteinov nepatriacich k imunoglobulinu G, agregatov
imunoglobulinov a ¢astic zahffiajGicich potencidlne infeké&né
Castice, ako su napriklad virusové Castice bez spdsobenia
vyznamne]j precipitdcie monomérického imunoglobulinu G, ¢&im
dochadza k tvorbe zmesi pevného precipitdtu a tekutého
supernatantu;

c) ziskanie supernatantu s prelistenym imunoglobulinom G zo
zmesi z kroku (b);

d) aplikacia supernatantu obsahujuceho precisteny
imunoglobulin G z kroku (c) na anexovi Zivicu a nasledne na
katexovli Zivicu;

e) vymytie bielkovinnych kontaminujicich l4tok a precipitétov
proteinu z katexovej Zivice pomocou pufra majiceho pH a
idénovu silu, ktoré st dostatocné k odstréneniu
kontaminujucich latok zo Zivice bez spdsobenia vyznamnejiie
elGcie imunoglobulinu G;

f) elucie imunoglobulinu G z katexovej Zivice pomocou
nedenaturaéného pufru majuceho pH a idnova silu, ktoré su
dostatoéné k u€innej elucii imunoglobulinu G, &im dochéadza
k ziskaniu eluatu obsahujuceho imunoglobim G;

g) prevedenie dia/ultrafiltréacie eluatu obsahujiceho
imunoglobulin G =z kroku (f) za ucelom =zakoncentrovania
a/alebo dialyzy eluatu a volitelne pridanie stabilizaénej

latky;
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h) pridanie viricidneho mnoZstva inaktivujucej latky

inaktivujicej virusy k dia/ultrafiltrovanej a volitelne
stabilizovanej frakcii obsahujucej imunoglobulin G z kroku
(g), Co vedie k ziskaniu roztoku obsahujiceho imunoglobulin
G vyznamne bez pritomnosti virusov;

i) aplikécia roztoku obsahujuceho imunoglobulin G z kroku (h)
na anexovu Zivicu a ndsledne na katexovi Zivicu;

j) premytie katexovej Zivice pomocou pufru majaceho PH a
idénovu silu, ktoré st dostatoiné k vymytiu bielkovinnych
kontaminujucich latok a 1latok inaktivujtcich virusy zo
zZivice bez spdsobenia vyznamnej3iej elucie imunoglobulinu
G;

k) elucia imunoglobulinu G z katexovej Zivice 2z kroku (3)
pomocou vyznamnejSie nedenaturujiceho pufru majuceho pH a
iénovld silu, ktoré s dostatoéné k u&innej elicii
imunoglobulinu G, ¢im dochéadza k ziskaniu eludtu
obsahujuceho imunoglobulin G; a

1) podrobenie.eludtu obsahujuceho imunoglobulin G z kroku (k)
dia/ultrafiltraciu za G¢€elom ziskania roztoku o nizsiej
idénovej sile a zakoncentrovaniu imunoglobulinu G, a uprava

osmola’ity pridanim sacharidu.

Vychodzi materidl predkladaného purifikaéného postupu méZe byt
nativnou plazmou, ale je s vyhodou hrubou frakciou
plazmatickych proteinov obsahujuicich imunoglobulin. Vychodzim
materialom pre purifikaény postup mdéZe byt normdlna ludska
plazma, alebo méZe tento materidl pochiddzat od darcov
s vysokymi titrami Specifickych protilatok, jedna sa napriklad
0 hyperimunne plazmy. Predkladand 3pecifikéacia, termin
“plazmatickd frakcia obsahujtca imunoglobulin“ =zahrha v3etky
mozZné vychodzie materidly pre predkladany postup, napriklad
kryoprecipitatu zbavend plazmu, alebo kryoprecipitdtu zbavenu
plazmu, 2z ktorej boli odstranené rdzne plazmatické proteiny,

ako st napriklad Faktor IX a antitrombin, rézne Cohnovy



frakcie a frakcie ziskané precipitaénymi postupmi za pouZitia
PEG (Polson et al., (1964), Biochem Biophys Acta, 82, 463-475;
Polson a Ruiz-Bravo, (1972) Vox Sang, 23, 107-118) alebo za
pouzitia siranu amonného. V prednostnej forme vyndlezu su
plazmatickou proteinovou frakciou Cohnovy frakcie I, II a III,
ale tieZz mézZu byt pouZité Cohnovy frakcie I, II a III.R&zne
Cohnovy frakcie suU prednostne pripravené z plazmy za pouZitia
Standardnej Cohnovy frakciondcie modifikovanej Kistler-
Nitschmannem. Cohnovy frakcie obsahuju naviac
k imunoglobulinom napriklad fibrinogén, o-globuliny a B-
globuliny, vratane rdznych lipoproteinov, ktoré by mali byt
prednostne odstranené naslednym purifikaénym postupom.
Filtréacia méZe aj nemusi byt pouZitd v zavislosti na
izolaénom postupe pouZitom k ziskaniu Cohnovych frakcii (tj.

centrifugacia alebo filtracia).

Prvy krok postupu, ktory je predmetom vyndlezu zahfna pripravu
vodnej suspenzie frakcie plazmatickych proteinov obsahujucich
imunoglobulin, kde koncentrdcia IgG v suspenzii je dostatocne
vysoka, a tak behom nasledného precipita&ného kroku
precipituje hlavnd ¢&ast non.IgG proteinov, zvlast tie
s vysokou molekulovou vahou, dalej agregované imunoglobuliny a
dalsie agregované proteiny, rovnako tak ako potencidlne
infekéné c<&astice, a to bez vyznamné precipitacie mnomérnych
IgG. Tohoto efektu je obecne dosiahnuté, pokial koncentracia
IgG v pufrovanej a zfiltrovanej suspenzii je asponl 4 g/l pred
pridanim precipitac¢nej latky. Malo by byt brané do uvahy, 3Ze
vplyv koncetracie bielkovin, rovnako tak ako pH a teplota
suspenzie na precipitéaciu zavisi na typu zvolenej

precipitacnej léatky.

Je preferované, aby frakcia plazmatickych proteinov bola
suspendovana vo vode a/alebo v pufru pri vyznamne

nedenaturujucej teplote a pH. Termin “vyznamne nedenaturujidci™
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znaci, Ze nedochadza k vyznamnej ireverzibilnej strate

funkénej aktivity IgG molekdl, napriklad ku strate antigén
vdzebnej aktivity a/alebo strate biologickej Fc-funkcie (vid.
Priklad 2).

Frakcia plazmatickych proteinov je suspendovanid vo vode
s aspon jednym nedenaturaénym pufrovym systémom v objemoch od
6 do 9, prednostne od 7 do 8, nasobku frakcie plazmatickych
proteinov. Hodnota pH suspenzie obsahujuci imunoglobuliny je
prednostne udrZovand pod 6, ako napriklad v rozmedzi od 4,0 az
do 6,0, prednostne 5,1 az 5,7, najprednostnejsie okolo 5,4,
aby do3lo k zaisteniu optimdlnej rozpustnosti imunoglobulinu a
k zaisteniu optimdlneho efektu nasledného PEG precipitaé&ného
kroku. MéZe byt pouzity vhodny kysely pufor, ale pufrovy
systém prednostne obsahuje aspoi jeden z nasledujucich pufrov
a kyselin: fosforeCnan sodny, octan sodny, kyselina octova,
HCl. Osoby poznajuci obor ocenia, Ze mdzu byt pouzité aj iné

Cetné pufre.

Imunoglobulinova suspenzia je prednostne udrZovand pri
studenej teplote, inter alia aby do&lo k zabraneniu vyznamnej
denaturacii proteinov a minimalizécii aktivity ©proteaz.
Imunoglobulinova suspenzia a voda, rovnako tak ako pridany
pufrovy systém maji prednostne rovnakd teplotu v rozmedzi O-

12°C, prednostne 0-8°C, najprednostnejsie 1-4°C.

Suspenzia etanolom precipitovanej pasty obsahuje relativne
velké mnoZstvd agregovaného proteinového materialu. Suspenzia
obsahujica imunoglobulin je volitelne zfiltrovana za udelom
odstrénenia napriklad velkych agregdtov, filtra&nych
prostriedkov, pokial sU pritomné a rezidualnu neruzpustenu
pastu. Filtradcia je prednostne prevedend pomocou hibkovych
filtrov, napriklad C150AF, AF 2000 alebo AF 1000 (Schenk),
30LA (Cuno), alebo podobné filtre. Odstranenie velkych
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agregatov, filtra¢nych prostriedkov, pokial s pritomné, a
rezidualne nerozpustené pasty mbdie Dbyt prevedené tieZ

centrifugaciou.

Aspon jedna vo vode rozpustnad vyznamne nedenaturujuca
precipitacné latka je pridané k zfiltrovanej suspenzii
obsahujiucej imunoglobulin v mnoZzstve dostatoénom k vyvolaniu
precipitdcie velkej cCasti vysoko molekuldrnych proteinov,
lipoproteinov, agregovanych proteinov, medzi nimi aj
agregovanych imunoglobulinov. Iny partikularny materidl, ako
si napriklad potencidlne infekéné cCastice, napriklad virusové
¢astice, su tieZ ©precipitované bez spdsobenia vyznamnej
precipitdcie monomérneho IgG. Termin “infek&nd c¢Castica”
v predkladanom kontexte zahrifia napriklad virové c¢astice (ako

st napriklad virusy hepatitidy, HIV 1 a HIV 2) a baktérie.

Vyznamne nedenaturujici, Vo vode rozpustné proteiny
precipitujicej 1latky si dobre =zndme v oblasti proteinovej
purifikacie. Také precipitacné latky si pouzZivané pre
frakcionaciu bielkovin, ktora vedie k Ciastocné purifikéacii
proteinov zo suspenzii. Vhodné latky precipitujucej bielkoviny
pre puZitie v postupe, ktory Jje predmetom predkladaného
vynadlezu, zahrnaju formy PEG o 1rbéznej molekulovej vahe,
kyselinu kaprylovad a siran aménny. Osoby poznajlce obor
ocenia, ako alternativne prostriedky precipitdcie mbézu byt
pouZzité niektoré iné nedenatura¢né vo vode rozpustné
precipitaéné 1latky. Termin “pridanie 1latky precipitujucej
bielkoviny” a varianty tohto terminu zahrnajd pridanie

jedného alebo viacej typov latok precipitujucich bielkoviny.

Prednostnou precipita¢nou 1latkou je organicka latka PEG,
zvlast PEG o molekulovej vahe v rozmedzi 3000-8000 Da, ako su
napriklad PEG 3350, PEG 4000, PEG 5000 a najma PEG 6000 !

¢isla tychto Specifickych PEG zluCenin udavaju ich priemern:



molekulovd vahu). Vyhodou pouZitia latky PEG ako precipita&nej
latky ije fakt, Ze PEG nemd idénovy charakter a stabilizuje
bielkoviny, PEG je napriklad dobre znadmy ako stabilizator IVIG
produktov. Precipitacény krok tiezZ funguje ako krok
odstrafnujici virusy. PEG koncentruje a precipituje virusy bez

ohladu na ich druh, velikost a povrch.

Podané mnoZstvo 1latky precipitujucej bielkoviny je pridané
k zfiltrovanej suspenzii za Ucelom precipitacie va&3iny vysoko
molekularnych a agregovanych proteinov a castic, bez
vyznamnejSiej precipitdcie monomérnych IgG, za vzniku &istého
roztoku supernatantu. Latka precipitujuca bielkoviny mdéZe byt
pridana v pevnej forme ako pra3ok alebo v koncentrovanom

roztoku.

Pre PEG ako precipitaéni latku plati, Ze ¢&im vy3sia je
molekularna vaha zld€eniny, tym niZ3ia je koncentracia PEG
potrebna k vyvolaniu precipitdcie bielkoviny. Pokial je
pouzity PEG 3350, PEG 4000, alebo prednostne PEG 6000, je
koncentracia precipitaénej latky vo =zfiltrovanej suspenzii
s vyhodou v rozmedzi 3-15% v&hovo, ako naptriklad 4-10% (ako
napriklad zhruba 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%), kde 6% je najviac
preferované.

V precipitanom kroku pokracuje precipita&ny proces aZ do
dosaZenia rovnovdhy medzi pevnou a tekutou fazou, napriklad
pod dobu aspofi 2 hodin, ako napriklad od zhruba 2 hodin do
zhruba 1z hodin, prednostne okolo 4 hodin. Podas precipitacie
je suspenzia  prednostne udriovanad pri nizkej teplote
(napriklad menej ako zhruba 12°C, ako napriklad menej ako
zhruba 10°C, prednostne medzi 2°C a 8°°). Najvhodnejsia

teplota zavisi na typu latky precipitujucej bielkoviny.

Po ukonCeniu precipitécie bielkoviny je preéisteny supernatant

obsahujuci IgG, ktory je takmer vyhradne v monomérnej forme,



12

ziskany zo zmesi pevného precipitdtu a tekutého supernatantu
vzniknutych v priebehu precipitacie. Ziskanie IgG mbéZe byt
prevedené konvelnymi technikami separdcie tekutiny =z pevnej
fazy, ako Jje napriklad centrifugacia a/alebo filtracia.
Prednostne je pouzZivand centrifugdcia (napriklad Westfalia)

s rychlostou 1000-5000 g.

Volitelne je ziskany, preisteny supernatant obsahujuci 1IgG
zfiltrovany za UCelom odstrénenia vacsich &astic a agregatov.
Tento postup 3je volitelne nésledovany sterilnou filtraciou
prevadzanou za pouzitia konvenéného steriliza&ného filtra (ako
je napriklad 0,22 um filter od spolo&nosti Millipore alebo

Sartorius), ktory eliminuje z roztoku napriklad baktérie.

PreCisteny a volitelne zfiltrovany supernatant obsahujici IgG
je podrobeny asponn jednému kroku, lepSie dvom krokom, ale
volitelne viacej krokom anexovej a katexovej chromatografie za
UCelom odstrédnenia non-IgG kontaminujucich 1latok, napriklad
IgA, albuminu, rovnako tak ako agregdtov. V prednostnej forme
vynadlezu Jje preCisteny a volitelne zfiltrovany supernatant
obsahujici IgG aplikovany na anexovu Zivicu a néasledne su
pripravené dve kolény s vhodnymi rozmerami, ktoré sG naplnené

katexovou Zivicou.

Pokial sz prevddza za ucelom purifikacie IgG ionexova
chromatografia, je preferované, aby podmienky, napriklad pH a
idénova sila, boli zvolené takym spdsobom, Ze hlavny podiel
kontaminujicich 1latok (napriklad non-IgG proteinov, ako su
napriklad IgA, transferin, albumin a agregaty) v aplikovanom
roztoku sa viaZe na anexovl Zivicu, zatial ¢&o nedochadza
k vyznamnej vazbe IgG. S ohladom na nasledna katexovu
chromatografiu vedid zvolené prednostné podmienky k vidzbe
prevazne vacsiny IgG molekul pritomnych v roztoku, ktory ije

aplikovany na katexovu Zivicu. Bielkovinné kontaminujuce latky
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neabsorbované na anexovid Zivicu a precipitaédnd latka su

odstranené v nadslednom premievaniu katexovej Zivice.

V prednostnej forme predkladaného postupu si anexovd a
katexovd chromatografie zapojené do série. V predkladanom
kontexte zna¢i termin “zapojené do série”, pokial je pouZity
v spojeni s ionexovymi Zivicami, Ze proteiny prechadzajuce
anexovou Zivicou sU priamo aplikované na katexovd Zivicu bez

zmeny pufru alebo inych podmienok.

Existuje niekolko dévodov, preco je vyhodné previest anexovi a
katexovi chromatografiu v jednom kroku za pouZitia dvoch
sériovo zapojenych chromatografickych kolén, namiesto pouZitia
dvoch nezdvislych chromatografickych krokov, napriklad
s réznym zloZenim pufrov. PouZitie dvoch sériovo =zapojenych
chromatografickych kolén robia cely postup praktiétejsi,
napriklad nie je treba medzikroku sbierania IgG obsahujuce
frakcie medzi dvomi ionexovymi chromatografiami za ucelom
upravy pH a idénovej sily. Naviac su pufre aplikované na kolénu
suCasne a obe koldény su ekvilibrované rovnakym pufrom. Je ale
moZné previest chromatografiu v dvoch krokoch, tj. anexovi a
katexovi chromatografiu, ktoré nie sU zapojené do série.
Prevedenie chromatografie v dvoch krokoch 3je ale, ako je
spominané vys3ie, pracnejsie v srovnani s ilonexovymi

chromatocrafiami, ktoré su zapojené do série.

Je suCasne predpokladané, Ze vysoky stupei &istoty, vysoky
obsah IgG monomérov a dimérov a nizky obsah IgA v IVIG
produktu, ktory je predmetom vynalezu, sUi Ciasto¢ne spdsobené

pouzitim dvoch sériovo zapojenych chromatografickych kolén.

Axc bude zname osobam, ktoré poznajud obor, mdéZu byt ionexové
Zivice zaloZené na rdéznych materidloch s ohladom na matrici,

rovnako tak ako na pripojené nabité skupiny. Né&sledujuce
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matrice mdZu byt viacej alebo menej zosietované: agarédza (ako

napriklad Sepharose CL-6B® , Sepharose Fast Flow® , a
Sepharose High Performance® ), celuléza (ako napriklad DEAE
Sephacel® ), dextran (ako napriklad Sephadex® ) silika a
syntetické polyméry. U anexovej Zivice méZzu byt nabité

skupiny, ktoré su kovalentne pripojené k matrici napriklad
dietylaminoetyl (DEAE), kvartérny aminoetyl (QAE), a kvartérne
aménium (Q). U katexovej Zivice mdzu byt nabité skupiny, ktoré
si kovalentne pripojené k matrici napriklad karboxymetyl (CM),
sulfopropyl (SP) a/alebo metyl sulfonat (S). V prednostnej
forme predkladaného postupu je pouZivanou anexovi Zivicou DEAE
Sepharose Fast Flow® , ale mé%u byt poufité aj iné anexové
Zivice. Prednostnd katexova Zivica je CM Sepharose Fast Flow® ,

ale mdéZu byt pouZité aj iné katexové Zivice.

Pouzity prislusny objem Zivice po naplneni koldény na ionexovu
chromatografiu odraZa rozmery kolény, tj. priemer koldény a
vySku stipca, a 1i8i sa v zdvislosti napriklad na mnoistve 19G

v aplikovanom roztoku a na vazebnej kapacite pouzitej Zivice.

Pred prevedenim ionexovej chromatografie je ionexova Zivica
prednostne ekvilibrovana pufrom, ktory umoznuije vdzbu
protiiénov na Zivicu. Prednostne sU anexové a katexové ivice
ekvilibrované rovnakym pufrom, &o usnadiiuje cely postup,

pretoZe je tfeba pripravit a pouZit jeden pufor.

Pokial napriklad je napriklad zvolenou anexovou 2ivicou DEAE
Sepharose FF' "' a katexovou Zivicou je CM Sepharose FF' R ) a
koldény sU zapojené do série, su potom koldény s vyhodou
ekvilibrované nedenaturujicim kyslym pufrom majicim zhruba
rovnaké pH a idénovid silu ako IgG roztok, ktory ma& byt
aplikovany. Pre ekvilibréciu ionexovej kolény je vhodny
ktorykolvek z celého radu pufrov, napriklad octan sodny,

fosfore&nan sodny, tris(hydroxymetyl)amino-metan. Osoby, ktoré
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poznaju obor, ocenia, Ze pre ekvilibraciu mézu byt pouZité
Cetné iné pufre, pokial je pH a vodivost zhruba rovnaka jako
aplikovany roztok IgG. Prednostnym pufrom pre ekvilibraciu
anexovej a katexovej kolény, ak si zapojené zapojené do série,
je sodno acetétovy pufor s koncentrdciou octanu sodného
v rozmedzi 5-25 mM, ako napriklad v rozmedzi 10-20 mM,
prednostne okolo 15 mM. Je preferované, aby pH sodno
acetatového pufru pouZivaného pre ekvilibrdciu bolo v rozmedzi
od 5,0 aZz do 6,0 , ako napriklad od 5,4 do 5,9, prednostne
okolo 5,7. Vodivost je v rozmedzi 1,0 -1,4 mS/cm, prednostne
okolo 1,2 mS/cm. Vhodné acetatové pufre méZu byt pripravené

z trihydrdtu octanu sodného a z ladovej kyseliny octovej.

Pred aplikaciou precisteného volitelne zfiltrovaného
supernatantu obsahujiceho IgG na ionexovu kolénu su
koncentrdcie pufru a pH uvedeného supernatantu prednostne
upraveneé, pokial je to nutné, na hodnoty vyznamne
ekvivalentnej koncentrdcii a pH pouZitého ekvilibra&ného

pufru.

Po aplikacii supernatantu obsahujiceho IgG na kolény zapojené
do série, su tieto kolény prednostne premyté (inicidlne
premytie) jednym objemom kolény premyvacieho pufru za udelom
zaistenia, Ze roztok obsahujuci IgG je kvantitativne preneseny
z anexovej kolény na koldénu katexovi. Nasledne je odpojena
anexova a katexovd koléna a katexovd koldéna je prednostne
premyta za GCelom odstraneni proteinovych kontaminujucich
latok z kolény za pomoci pufra majiceho pH a idnovd silu
dostatoénu, aby doslo k vyznamnej elacii vietkych
kontaminujicich 1latok =z katexovej kolény bez spbsobenia

vyznamnej elucie IgG.

Inicidlne premytie je s vyhodou prevadzané pomocou

ekvilibra&ného pufru, ackolvek méZu byt pre premytie pouzZité
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aj iné pufre o podobnej koncentricii a pH. Pre vymytie
kontaminujicich 1latok je preferované pouZfitie acetatového
pufru. Hodnota pH pufru méZe byt 5,0 aZ 6,0, ako napriklad

v rozmedzi az 5,8, napriklad 5,4.

Elucia IgG z katexovej Zivice je prednostne prevedena pomocou
vyznamnej3ie nedenaturujiceho pufru majuceho pH a idnova silu
dostato&ni k spdsobeniu u&innej eltcie 1IgG, &im dochadza
k ziskaniu IgG obsahujiceho eludtu. V tomto kontexte zna&i
uinnd elicia aspoit 75%, napriklad aspodi 80%, alebo lepSie 85%
z I1gG preoteinov aplikovanych na anexovi a katexovd kolénu ,
ktoré su zapojené do série, ktoré st eluované z katexovej
Zivice. Elucia je s vyhodou prevedend ako gradientovy eluény
krok. V postupe, ktory je predmetom predkladaného vynalezu Jje
preferovanym pouZitym pufrom octan sodny majuci pH Vv rozmedzi
5,0-6,0, napriklad 5,2-5,8, prednostne okolo 5,4 a
v koncentracii v rozmedzi 5-40 mM, ako napriklad v rozmedzi

10-25 mM, prednostne okolo 15 mM.

Je preferované, aby koncentracia soli elu&ného pufru bola
dostatoéne vysokd k vymytiu IgG zo Zivice. K eldcii IgG zo
Zivice je ale predpokladané pouZitie vy88iho pH a nizZsiej
koncentracie soli. V prednostnej forme predkladaného postupu
je elucia prevddzand ako kontinudlna gradientovad elucia
s koncentraciami chloridu sodného v rozmedzi 50-500 mM,
prednostne od zhruba 125 mM do zhruba 350 mM chloridu

sodného.

Elacia mbéZe byt prevaddzand tieZz krokovym gradientom. Je
predpokladané, Ze elucia mbéZe byt prevadzand tie? ako eltcia
kondtantnou koncentraciou soli, v ktorom eluény pufor
aplikovany na katexovi koldénu m& iba jednu koncentréciu na
rozdiel od gradientovej elucie. Pokial je prevadzand elucia

konStantnou koncentriciou soli, méZe byt tato koncentracia
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soli s vyhodou v rozmedzi od zhruba 350 mM do zhruba 500mM
chloridu sodného. Vyhodou gradientovej elicie v srovnani s
eliciou kon3tantnou koncentrdciou soli je fakt, Ze eldcia je
uc¢innej8ia pri pouziti gradientu soli, a dalSou vyhodou je, Ze
eluat mad niZ8iu idénova silu, ¢&o je vyhodné, pretoZe vysoka
iénovd sila je kritickd pre stabilitu IgG. Elu&ny pufor méze
dalej obsahovat latku stabilizujdcu bielkoviny, ako su
napriklad latky spominané nizSie. Pre elGciu IgG mdZu byt
pouZzité rdzne dalSie pufrové systémy, &o bude ocenené osobami,

ktoré poznaju obor.

K IgG frakcii je okamZite po elucii alebo poCas tejto elucie
prednostne aspofi jedna latka stabilizujica bielkovinu. LAatky
stabilizujdce bielkoviny sU zname osobdm poznajucim obor a
zahrnaju napriklad rdézne cukorné alkoholy a sacharidy (ako su
napriklad sorbitol, mandéza, glukbéza, trealdéza, maltédza),
bielkoviny (ako su napriklad albumin), aminokyseliny (ako je
napriklad lyzin, glycin) a organické latky (ako je napriklad
PEG). Zvoleny intermedidlny stabilizdtor mdéZe byt s vyhodou
taky, ktory mdéZe byt v ndslednom kroku odstrdneny z roztoku

obsahujliceno IgG.

Vhodné koncentracie protein stabilizujuce 1latky v roztoku
obsahujiucom IgG zadvisia na pouzZitej Specifickej latke.
V prednostnej forme vyndlezu je stabilizad¢nou latkou sorbitol,
prednostne vo findlej koncentrdcii v rozmedzi 2-15% (w/Vv)

sorbitolu, napriklad zhruba 2-5%.

Nasledne po eltcii =z katexovej kolény je eludt prednostne
odsoleny (tj. dialyzovany) a s vyhodou zakoncentrovany. Zmena
pufru a koncentracie IgG mbZe byt prevddzand kombinaciou
dia/ultrafiltracéného postupu. Termin “dia/ultrafiltracie”
znaci, Ze dialyza a zakoncentrovanie diafiltrédciou a

respektive wultrafiltradciou sU prevedené v jednom kroku. Je
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predpokladané, Ze diafiltradcia a ultrafiltrdcia mbézZu byt
prevedené ako dva oddelené kroky. Av3ak za uCelom zabrénenia
straty produktu je v sucasnosti preferované previest dialyzu a
zakoncentrovanie spbésobom diafiltracie a ultrafiltracie

v jednom kroku.

Membrany pouZité pre dia/ultrafiltrdciu maju s vyhodou cutoff
nomindlne vahy v rozmedzi 10 000-100 000 Da. Prednostnym typom
membrany pre predkladany postup Jje polysulfénovd membrana
s cutoff nomindlnej vAdhy 30 000 Da od spolocnosti Millipore.
Pouzité mdézu byt aj iné ultrafiltracéné membrany z

porovnatelného materidlu a o rovnaké pérovitosti.

Rozsah koncentracii sa mdéZe vyznamne 1iSit. Roztok je
zakoncentrovany z pdévodnej koncentracie 10 g/l na zhruba 100
g/l, prednostne na zhruba 50 g/l. Po zakoncentrovaniu Je
koncentrdt IgG s vyhodou dializovany proti pufru s nizkou
iénovou silou. Okrem odstrdnenia idénov soli si v tomto kroku
z roztoku odstranené tieZz kontaminujice latky o nizkej
molekulovej védhe a Jje umoZnend vymena pufru pre dalsi
purifikaé&ny krok. Prednostnym pufrom pre diafiltrdciu je 15 mM
octan sodny, pH 5,4, obsahujici 2,5% (w/v) sorbitolu. Vymena
pufru je prevadzana aZ do zniZenia vodivosti na hodnotu menSiu
ako zhruba 1,5 mS/cm, prednostne na menej ako =zhruba 1,3
mS/cm. Pocas dia/ultrafiltrédcie je pH prednostne udrZované
v rozmedzi 4,0-6,0, prednostne 5,1-5,7, najprednostnéjsie

zhruba 5,4.

Po dia/ultrafiltracii je s vyhodou v roztoku upravena
koncentracia protein stabilizujicej latky, pokial je to nutné,
na findlnu optimalnu koncentréaciu charakteristicku pre
Specifickd pouZitd protein stabilizujdcu latku. Pokial je
pouZity sorbitol, je jeho koncentradcia upravend prednostne na

zhruba 10 % va&hovo.



Je preferované, aby bol za udelom odstranenia agregatov pred
naslednym krokom stabilizovany protein zfiltrovany pomocou
filtra s priemerom pérov v rozmedzi 0,2-1,0 um, prednostne
zhruba 0,45 um. V tomto 3t&diu m& roztok obsahujuci IgG vzhlad
Cireho roztoku o prisludnom objeme o vysokej stabilite ako
vysledok vysokej <&istoty, nizkej iénovej sily, kyslého pH,
relativne vysokej koncentricie IgG a pridanej stabilizaénej
latky.

V postupe vyroby IVIG produktu sU zahrnuté aspon dva kroky
definované a validované pre odstranenie a inaktiviciu virusu.
Tymito krokmi je prednostne precipitécia pomocou PEG ako
obecného kroku k odstraneniu virusu a S/D postup ako krok
inaktivujici virusy s lipidovym obalom. Okrem prisnych
poZiadavkov na Dbezpeé&nost vychodzieho materidlu vzhIadom
k virusom je podla medzindrodnych smernic a podla dobre znamej
kapacity velandsobného purifika&ného postupu nutné zniZovat
pritomnost virusov a zahrnutie dvoch nezavislych krokov
zniZujucich pritomnost virusov, ktoré sG namierené proti
obalenym aj neobalenym virusom; liek podla predkladaného

vynalezu je z hladiska pritomnosti virusov vyznamne bezpeény.

Infekéné virusy s lipidovym obalom, ktoré mézu byt stale
pritomné v roztoku obsahujucom IgG, st prednostne inaktivované
v tomto Stadiu postupom pridania virucidneho mnoZstva latky
inaktivujicej virusy do roztoku obsahujtceho IgG. Za
“virucidne mnoZstvo” 1l&tky inaktivujicej virusy je povazované
mnoZstvo, ktoré vedie k vzniku roztoku, v ktorom sG virusové
Castice vyznamne neinfekéné a tymto je definovany “roztok
obsahujici IgG bez pritomnosti virusu”. Toto “virucidne
mnozstvo” zavisi na pouzZité latke inaktivujicej virusy rovnako
tak ako na podmienkach, ako je napriklad inkubaé&na doba, pH,

teplota, obsah lipidov a koncentracie bielkovin.
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Termin “latka inaktivujica virusy” zna&i taka 1latku alebo
spbsob, ktory mbéZe byt pouZity za Ucelom inaktivacie virusov
s lipidovym obalom rovnako tak ako virusov bez lipidového
obalu. Termin “latka inaktivujuca virusy” zahffia podla
vhodnosti kombindciu takych 1latok a/alebo spdsobov, rovnako
tak ako iba pouzZitie iba jedného typu takej 1latky alebo

spdsobu.

Prednostnymi latkami inaktivujice virusy si detergenty a/alebo
rozpustad.4, najprednostnejsie zmesi detergent/rozpastadlo.
Malo by sa poznat, Ze latka inaktivujaca virusy je volitelne
zmesou jedného alebo viacerych detergentov s jednym alebo
viacerymi rozpusStadlami. Inaktivacia pomocou
rozpustadla/detergentu (S/D) je beZne pouzivany krok pre
inaktivaciu virusov s lipidovym obalom (napr. HIV1 a HIV2,
virus hepatitidy C a hepatitidy non A, non B a non C,HTLV1 a
2, herpetické virusy, vratane CMV a virusu Ebstein Barrovej)
v krvnych produktoch. Pre inaktivaciu virusov méze byt pouzity
cely rad detergentov a rozpustadiel. Detergent mdZe byt
vybrany z0 skupiny tvorenej neidénovymi aj iénovymi
detergentami a mal by byt vyznamne nedenaturujici. Prednostne
je neidnovy detergent pouZivany za ulelom usnadnenia naslednej
eliminacie detergentu z IgG prepardtu naslednym krokom. Vhodné
detergenty su popisané z IgG prepardtu naslednym krokom.
Vhodné detergenty sU popisané napriklad Shanbromem et al.,
v patentoch us Patent 4314997 a Us Patent 4315919.
Prednostnymi detergenty si detergenty predavané pod obchodnym
nadzvom Triton X-100 a Tween 80. Prednostnymi rozpustadlami pre
pouZitie latok inaktivujucich virusy su di alebo
trialkylsosfaty, ako je popisané napriklad Neurathom a
Horowitzom v patente us Patent 476369. Prednostnym
rozpusStadlom je tri(n-butylfosfit) (TNBP). Zv1ast prednostnou

latkou inaktivujacu virusy pre pouzZitie v predkladanom
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vynalezu je zmes TNBP a Tween 80, ale alternativne méZu byt
pouZité aj iné kombinacie. Prednostnd zmes je pridand v takom
objeme, Ze koncentracia TNBP v roztoku obsahujucom IgG e
v rozmedzi 0,2-0,6% vahovo, prednostne zhruba 0,3% vahovo.
Koncentracia Tween 80 v roztoku obsahujucom IgG je v rozmedzi

0,8-1,5 % vdhovo, prednostne v koncentrdcii zhruba 1% vahovo.

Krok inaktivacie virusu je prevddzany za podmienok veducich
k inaktivacii virusu, ¢o ma& za nasledok vznik roztoku vyznamne
bez pritomnosti virusu. Tieto podmienky obecne zahfihaja
teplotu 4-30°C, ako napriklad 19-28°C, 23-27°C, prednostne
okolo 25°C, a U&innou inkuba&nou dobou zistenou z validaénych
stadii. Obecne je dostatoéna k zaisteniu dostatoéne]
inaktivéacie virusu v inkubaénej dobé& 1-24 hodin, prednostne 4-
12 hodin, ako napriklad okolo 6 hodin. Prislu3né podmienky
(teplota a inkuba¢né c&asy) v8ak =zavisia na pouzitej 1latke
inaktivujicej virusy, pH a koncentraciu bielkovin a obsahu

lipidov v roztoku.

Je predpokladané, Ze za GCelom pripravy produktu bez
pritomnosti virusu méZiu byt pouzZité aj iné spbésoby pre
odstrédnenie a inaktivaciu virusu, ako je napriklad pridanie
metylénovej modrej s nédslednou inaktivaciou Ziarenim

ultrafialovym svetlom alebo nanofiltréaciou.

Po reakcii s rozpuStadlom/detergentom, je roztokom s vyhodou
nariedeny pomocou pufru. Roztok obsahujuci IgG vyznamne bez
pritomnosti virusov je volitelne =zfiltrovany, prednostne cez
hibkovy filter, ako je popisané vy33ie v predosSlom kroku

predkladaného postupu a/alebo cez sterilny filter.

Po inaktivacii virusu a prednostne aj filtrécii je prevedeni
ionexova chromatografia za uc¢elom odstranenia latky

inaktivujicej virusy a proteinovych kontaminujucich 1latok.
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Tento krok je prednostne prevedeny, ako je popisané vyssie
v predkladanom postupe v predchadzajticom kroku, pomocou
ionexove]j chromatografie s vynimkami, Ze objem anexovej kolény
je zhruba poloviény ako objem katexovej kolény, a Ze premytie
pred eldciou IgG je dékladnejSie, a je pouZité aspon SZest
objemov  pufru. Naviac v prednostnej forme vyndlezu je
ekvilibraénym pufrom octan sodny o koncentracii v rozmedzi
zhruba 5-25mM, prednostne 15 mM, a pH v rozmedzi zhruba 5,0~
5,8, prednostne 5,4. Ako je spominané vysSie, obsah octanu
sodného a pH roztoku obsahujiceho IgG sui prednostne upravené
na rovnaki koncentridciu a pH, ako m& ekvilibra&ny pufor.
Naviac v prednostnej forme vyndlezu je pridana k ziskanému
eluatu latka stabilizujuica bielkovinu, prednostne maltéza, vo
finalnej koncentrdcii v rozmedzi 1-5%, prednostne zhruba 2,5%

vahovo.

Prednostnym spdsobom elimindcie latky inaktivujucej virusy je
ionexova chromatografia. Av3ak za uZito&né st povaZované aj
iné metdédy, ako je napriklad olejovad extrakcia a alternativne
chromatografické metédy. Prisludny spésob zavisi na pouzitej
latke inaktivujlicej virusy. Odstranenie rozpuitadla/detergentu
méZze byt teda dosiahnuté vazbou 1IgG k Zivici a nésledne
vymytim inaktivujicej 1l&tky pufrom. Vhodnou metédou je
katexova chromatografia. V prednostnej forme predkladaného
vyndlezu je naviac ku katexovej chromatografii prevadzana
tiez chromatografia anexovd za u&elom zlep3enia kvality a

celkovej Cistoty findlneho produktu predkladaného postupu.

Po ionexovej chromatografii je eluat obsahujici IgG prednostne
oddialyzovany a zakoncentrovany, ¢&im je G&inne zniZeny obsah
ostavajucich bielkovinnych komponentov. Toto mbézZe byt
s vyhodou prevedené dia/ultrafiltrdciou, ako je popisané
vy$S8ie. Pufrom pouZitym pre diafiltradciu je octan sodny,

prednostne v koncentrdcii od zhruba 4 do 10 mM, prednostne 7,5
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mM, a pH v rozmedzi od =zhruba 4,0 do 6,0, prednostnostne
zhruba 5,1-5,7, ako napriklad 5,4. Alternativne mbéZu byt
pouZité pre diafiltraciu aj 1iné pufre, ako je napriklad
fosforec&nan sodny alebo kyseliny. V diafiltracii je
pokracované, dokial vodivost je mens$ia alebo rovnd 1 mS/cm.

Roztok obsahujici IgG je volitelne dalej sterilne zfiltrovany.

Pokial 3je to poZadované, Jje purifikovany roztok obsahujuci
roztok IgG, ktory je vyznamne zbaveny 1latky inaktivujucej
virusy, podrobeny dalSim postupom za G&elom vytvorenia
vhodného preparatu vo forme tekutého produktu, ktory mdZe byt
pouZity napriklad intravenézne, subkutanne, alebo

intramuskularne.

Z praktického pohladu je preferované, aby obsah tekutého
prepardatu imunoglobulinového produktu bol rovnaky pre
skladovanie aj pre pouZitie. Findlna  koncentréacia IgG
v produktu Jje prednostne v rozmedzi 0,25-20% vahovo (&o
odpoveda& 2,5-200 g IgG/l), ako napriklad 1-20% vahovo, tj. 2%,
3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 12%, 14%, 16%, 18%.

Je zndme, Ze vysokd koncentracia bielkovin vedie k vys3iej
stabilite IgG. Na druhd stranu vysoké koncentracie IgG znadia,
Zze maximalna infazna rychlost pri podani IgG pacientovi
intravenézne musi byt pomerne nizka, aby boli vyludené
transfizne problémy vyplyvajuace z vysokého osmotického tlaku
produktu. V sucCasnosti doporudovana koncentracia pre
intravenézne podanie podla Europského Liekopisu (Ph. Eur.) je
5% (w/v). Na druht stranu koncentrovany produkt (napriklad 10%
a viacej} je vyhodny pre intramuskuldrne alebo subkutanne

podanie.

ACkolvek to nie je preferované, je zrejmé, Ze mdZu byt tieZ

pouzité aj produkty, ktoré moZno ziskat rbéznymi krokmi,
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napriklad lyofilizované produkty namiesto tekutych

produktov, acdkolvek tieto produkty su menej vyhodné ako
pouzZitie imunoglobulinovych produktov vo forme pripravenych
tekutych prepardtov. Druhd forma bude detailnejSie popisana

v nasledujucom.

Tekuté  imunoglobulinové produkty s najstabilnejSie pri
iénovej sile vyznamne niZ3ej ako je idbnova sila plazmy, tj.
vodivost je prednostne niZz3ia ako 1,0 mS/cm, prednostne okolo
0,8 mS/cm.

Hodnota pH m& vlyv na stabilitu IgG a na rychlost infuzie.
Tekuté imunoglobulinové predukty su najstabilnejSie za kyslych
podmienok, tj. pod izoelektrickym bodom IgG, pri pH 6,4-8,5.
Cim viacej sa blizi hodnota pH hodnote fyziologického pH (7,1-
7,3), tym vySSia infuzna rychlost mdéZe byt pouZitd. V ddsledku
pozadovar.é stability bude pH imunoglobulinového produktu,
ktory Jje predmetom vyndlezu, prednostne v rozmedzi 5,1-5,7,

ako napriklad medzi 5,2 a 5,6, ako napriklad okolo 5,4.

Imunoglobulinovy produkt mdze dalej obsahovat latky
stabilizujice bielkoviny, ako je popisané vysSie. Naviac mbézZu
byt ako stabilizacéné 1latky pouZité tieZ cukorné alkoholy a
sacharidy (ako napriklad sorbitol, manéza, glukdéza, trealdza,
maltdza), tieZ proteiny (ako napriklad albumin), aminokyseliny
(ako napriklad lyzin, glycin) a organické latky (ako napriklad
PEG a Tween 80). Vhodné koncentracie stabilizac¢nych 1latok
v roztoku obsahujicom IgG zavisi na pouZité Specifické latke,

ako je popisané vy3Sie.

Purifikovany roztok IgG je, pokial je to poZadované, upraveny,
aby sa ziskal stabilny a izotonicky roztok. Termin “izotonicky
roztok” znaci, Ze roztok mé& rovnaky osmoticky tlak ako plazma.

Ako je zmienené vy3Sie, je idnovd sila imunoglobulinového
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produktu, ktory je predmetom vynalezu, a ktory je v tekutej
forme, vyznamne niZ&§i, ako je iénova sila v plazme. Z tohoto
dévodu je preferované, aby boli ke zvyZeniu osmolality roztoku
pouzité mono a disacharidy, pretoze nezvy3uja idnova silu.
V prednostnej forme predkladaného vynalezu je pridand maltéza
v koncentracii =zaistujucej, Ze roztok je izotonicky. Maltéza
suCasne funguje ako latka stabilizujdca imunoglobuliny. Toto
je prednostne prevedené pridanim maltézy, aby finalna
koncentracia bola v rozmedzi pridanim zhruba 5% a3 15% (w/v),
prednostns 10% (w/v). Alternativne mé3u byt pouzZité aj iné

sacharidy, ako je napriklad manéza a glukéza.

Prednostné findlne podmienky imunoglobulinového produktu su
kompromisom medzi stabilitou a fyziologicky prijatelnymi
podmienkami s ohladom na napriklad pH, iénovd silu a tonicitu.
Imunoglobulinovy roztok musi naviac spinat poZziadavky testov
kontrolujucich kvalitu, ako je 3pecifikované v Monografii &.

918, Eurdpsky Liekopis, 1997.

Hlavnymi vyhodami produktu =ziskaného spbésobon, ktory je
predmetom vyndlezu je fakt, Ze pokial je produkt formulovany
v tekutom preparidte, je pripraveny k okamZitému pouZitiu, kedy
produkt je suCasne velmi stabilny, vysoko purifikovany, ma
zhruba normalne zastupenie podtried IgG a ma extrémne nizky
obsah IgA rovnako tak, ako IgM, a protilétkové a biologické

aktivity preukadzané Fc funkcii.

Naviac neobsahuje prakticky Ziadne agregaty imunoglobulinov
a/alebo inych plazmatickych bielkovin meranych ako polyméry
vySSie ako diméry, a m& nizku antikomplementadrnu aktivitu a ma
velmi vysoky obsah IgG monomérov a dimérov. Monomérne IgG
tvoria aspon 90%, &o je povaZované ako idedlne. V désledku
vysokej stability je moZné zamedzit pridavanim stabilizaénych

latok, ako je napriklad albumin, glycin, detergenzy alebo PEG.
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Produkt je koneéne zbaveny virusov, pretoZe postup zah¥fa
pouZitie dobre definovanych a validovanych krokov zniZujucich
pritomnost virusov, ktoré si zamerané na odstranenie a/alebo
inaktivaciu virusov s lipidovym obalom aj virusov bez

lipidového obalu.

Cielom validacie kroku zniZujiceho pritomnost virusov
v priprave produktu je zaistit dékaz, Ze postup vyroby vedie
k 4€innej inaktivacii/odstréneniu virusov, o ktorych je zname,
Ze kontaminuji vychodzi materidl, alebo ktoré by mohli tento
materidl kontaminovat. Validagné Studia zahrhaju opatrné
pridanie virusu zahdjenim krokov pripravy produktu, ktoré maju
byt validované a meranie rozsahu odstranenia/inaktivacie
virusu pc ukonéeni kroku alebo krokov pripravy produktu. GMP
obmedzenie zabranuje virusovej kontaminécii zariadeni
pouzivanych pri pripravy produktu. GMP obmedzenie zabranuje
virusovej kontamindcii zariadeni pouzivanych pri priprave.
Preto by validacia mala byt prevadzana v oddelenom laboratériu
vybavenom pre virologicke prace v zmen3enom meritku pdvodného
postupu a prevadzand persondlom so skisenostmi vo virolégii
spoloéne s inZeniermi zameranymi na pripravu produktu.
MnoZstvo virusu pridaného k vychodzemu materidlu zamySlaného
k pouZitia v krokoch pripravy produktu, ktoré majia byt
validované, by malo byt &o najva&sie, aby bolo moZno ur&it
kapacitu skumaného kroku pripravy dostatocéne
inaktivovat/odstranovat virusy. Av3ak virus by mal byt pridany
v takom mnoZstve, aby nebolo vyznamne naruSené zloZenie
vyrobného materiadlu. Objem vzorky , ktory obsahuje virus by

mal byt prednostne rovnaky alebo nizgi jako 10%.

Kvantitativne stanovenie bezinfek&nosti by malo byt prevedené
podla principov GLP a méZe zahfhat tvorbu plakov, detekciu
dalsich cypatickych efektov, ako s napriklad syncytia alebo

tvorba loZisiek, kone&nu titraciu (napr. stanovenie TCIDs),
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detekciu syntézy virusovych antigénov, alebo daliie spbsoby.
Tieto spdsoby by mali mat dostatoénu citlivost a
reprodukovatelnost, a mali by byt prevddzané v dostato&nom
opakovani a kontroléch, aby bola zaistena dostatoc¢na

statistickd presnost vysledkov.

Krok pripravy produktu je typicky podnieteny mnoZstvom 6 log
virusu, a pokial je =ziskané =zniZenie v radu 4 log alebo
viacej, wukazuje to na jasny efekt zniZenia konkrétneho
testovaného virusu, ktory je predmetom skimania. Podobne
znizenie v rddu 4,5 log, 5 log alebo dokonca 5,5 log indikuje
jasny efekt zniZenia konkrétneho testovaného virusu, ktory je
predmetom skumania, a tento krok méZe byt klasifikovany ako

validovy krok veduci k zniZeniu pritomnosti virusu.

Virusové valida¢né Studia by mali byt prevadzané s virusy
napodobujicimi virusy, ktoré kontaminujui produkt, tak tesne,
ako je to jen moZné, a za druhé by mali reprezentovat &o
najsirsie rozmedzie fyzikdlne-chemickych vlastnosti za u&elom

otestovania obecné schopnosti systému eliminovat virusy.

Virusové validaéné 3Studia by mali byt prevddzané v zhode
s CPMP smernicou pre virusové valida&né 3studia: The Desing,
Contribution and Interpretation of Studies Validating the
Inactivation and Removal of Viruses (CPMP/BWP/268/95) a
smernicou pre medicindlne produkty derivované z plazmy

(CPMP/BWP/269/95) .

Validacné Studia, ktoré st predmetom predkladaného vyndlezu sa

prezentované v prikladu 5.

Produkt, <tory je predmetom predkladaného vynalezu ma viacej
jako 95% <cistotu, prednostne viacej jako 98%. Vysoky stupen

Cistoty je, inter alia, spdsobeny faktom, Ze produkt, ktory je
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predmetom predkladaného vynalezu, je ziskany aspofi jednym,
prednostne dvoma, volitelne sériovo zapojenymi krokmi
anexovej-katexovej chromatografie. V tomto kontexte stoji za
zmienku, Ze bolo moZné ziskat vysoky vytaZok napriek velkému
poCtu pouZitych krokov postupu pripravy, vo vyrobnom meritku

aspoil 3,5 g IgG proteinu na kg &erstvej zmrazenej plazmy.

Srovnavacie Studia, ktoré boli prevedené (Priklad 2),
preukazaly, Ze imunoglobulinovy produkt, ktory je moZno ziskat
postupom podla vyndlezu, méd idedlne funké&né vlastnosti, ako su
napriklad vyrazné véazebné aktivity vé&i antigénu a vysoka Fc
funkcia. Predkladany prednostny liek vyvinuty predkladajicimi
vyndlezcami je véhovo 5% roztokom imunoglobulinov. Testy
stability doposial preukazali stabilitu pri skladovani pri 4°C
po dobu viacej ako jeden rok, tzn. Ze imunoglobulinovy produkt
nevytvara agregaty a ani nedochéadza k fragmentdcii
imunoglobulinov G, ku strate poZadovanej biologickej aktivity,
aleboku zvySeniu neZiaducich aktivit, napr. antikomplementdrne

aktivity a preklikreinové aktivity, ako je zmerané in vitro.

Na zaklade predkladaného vyndlezu je moiné ziskat IgG produkt,
ktory ma viacej ako 95%, ako napriklad aspoii 96%, alebo aspon
97%, napriklad aspon 98%, prednostne aspon 99%,
najprednostnej$ie aspoil 99,5% <&istotu. IgG produkt by mal
obsahovat menej ako 6 mg IgA/l1, ako napriklad menej jako 4 mg
IgA/l, prednostne menej ako 3 mg IgA/1, najprednostnejsie
menej ako 2 mg IgA/l.

Malo by byt zdéraznené, Ze iné produkty obsahuju stabilizad&né
latky vo forme detergentov, PEG alebo albuminu. V prednostnej
forme vyndlezu neobsahuje produkt, ktory je predmetom
predkladaného vyndlezu, Ziadnu zo spominanych stabilizaénych

latok, namiesto nich bol zvoleny dobre tolerovany sacharid.
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Produkt, ktory je predmetom predkladaného vyndlezu m& ako
jednu zo svojich charakteristik velmi nizky obsah polymérov a
agregadtov. V prednostnej forme vyndlezu obsahuje produkt,
ktory Jje predmetom predkladaného vynadlezu menej ako 1,5%
polymérov a agregdtov, ako napriklad menej ako 1%, napriklad
menej ako 0,5%, alebo menej ako 0,25% polymérov a agregiatov.
Obsah IgG monomérov a dimérov 3je aspoii 95%, ako napriklad
aspoii 96% alebo aspon 97%, napriklad aspoii 98%, prednostne
98,5%, alebo 99%. Obsah monomérneho IgG v produktu je aspoii
90%.

Klinické Stuadia preukdzali klinicky efekt produktu, ktory je
predmetom predkladaného vynalezu, ktorého efekt je
porovnatelny s registrovanymi IVIG produktami. Produkt bol
velmi dobfe tolerovany pacientami a obrat imunoglobulinov
v cirkulacii bol wurCeny na Styry tyzdne. V predkladanych
klinickych Stddiich bol presved&ivo preukdzany imunomodulaé&ny

efekt IVIG, SSI (data sO prezentovand v priklade 3).

Indikaciami pre IVIG sG primdrne hypo/agamaglobulinémie
zahrfnajuci bezZna variabilna imunodeficienciu, Wiskott-
Aldrichov syndrém a taZzkad kombinovand imunodeficiencia (SCID),
sekunddrna hypo/agamaglobulinémia wu pacientov s chronickou
lymfatickou leukémiou (CLL) a velandsobnym myelémom, deti
s AIDS a bakteridlnymi infekciami, akatna a chronicka
idiopaticka trombocytopenicka purpira (ITP), alogénna
transplantédcia kostnej drene (BMT), Kawasakiho choroba a
syndrém Guillan-Barré.

Neurolégia: Chronicka zipalovd demyelizaénd polyneuropatia
(CIDP), multifokalna motoricka neuropatia, roztrisena
sklerédza, myasténia gravis, Eaton-Lambertov syndrém,
neurititida optika, epilepsia.

Gynekoldgia: Habitudlne potraty, primdrny antifosfolipidovy

syndrdm.
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Revmatolégia: Revmatoidna artritida, systémovy lupus
erytematozus, systémovd sklerodermia, vaskulitida, Wegenerova
granulomatéza, Sjbgrenov syndrém, juvenilna revmatoidna
artritida.

Hematoldégia: Autoiminna neutropénia, autoiminna hemolyticka
anémia, neutropénia.

Gastrointestindlna: Crohnova choroba, ulcerdézna kolitida,
coeliakia.

Dalsie: Astma, syndrém septického &oku, chronicky Gnavovy
syndrdm, psoriaza,syndrém toxického Soku, diabetes, sinuzitis,
dilata¢nd kardiomycpatia, endokarditis, ateroskleréza, dospeli

s AIDS a bakteridlnymi infekciemi.

Okrem spominanych indikdcii pre lieCbu pomocou IVIG produktov
je povaZované niekolko zavazZnych autoiminnych ochoreni, ktora
beZne odpovedaju na kortikosteroidnu a imunopresivnu liecébu,
za cielové ochoreni pre lieCbu produktom, ktory je predmetom
oredkladaného vyndlezu. Medzi tieto patri niekolko
neurologickych ochoreni, ako je napriklad polyradikuloneuritis
a niektoré imunitne podmienené periférne polyneuropatie, ale
tieZ niektoré chronicke zapalové revmatické a vaskularne
ochorenia, ako je napriklad systémova vaskulitida postihujica

malé cievy, polymyozitida a dalsi.

0dlisnym spésobom G&inku produktu, ktory Jje predmetom
predkladaného vyndlezu mdie byt eliminacia infekénych

antigénov u chronickych infekcii a zvy3enie metabolismu IgG.

Vyndlez je dalej ilustrovany nasledujicimi prikladmi, ktoré

nie si myslené ako obmedzujuce.

Priklady prevedenia vynélezu
Priklad 1
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Vyrobné kroky purifikdcie imunoglobulinu (s vynimkou kroku 5

si vSetky kroky prevadzané pri teplote 513°C)

Krok 1: Priprava Cohnovy frakcie II + III vo forme pasty

Pasta tvorend Cohnovou frakciou II + III je pripravena
z Iudskej plazmy Standardnym spdsobom Cohnovy frakcionacie
(Cohn E., et al., (1946) J Am Chem Soc, 459-475) podla
modifikdcie Kistler-Nitschmanna (Kistler P a Nitschmann HS,
(1952), Vox Sang, 7, 414-424). Po odstraneni kryoprecipitatu,
pokial je poZadované, aj po adsorpcii uréitych plazmatickych
proteinov (ako napriklad Faktoru IX a antitrombinu) na
napriklad ionexovy materidl a/alebo matrici, ktord je tvorena
Heparin Sepharosou ®, je zahdjend etanolovd precipitéacia.

Presné podmienky (pH, koncentracie etanolu, teplota,
koncentracia bielkoviny) pre ziskanie pasty tvorenej frakciou
IT -III su uvedené na obrazku na strane 266 v publikdcii Harns
JR (ed), Blood Separation and Plasma Fractionation, Wiley-
Liss, New York, 1991. Pasta je izolované filtraciou

pretlaenim cez filter.

Krok 2: Extrakcia imunoglobulinov z pasty tvorenej Cohnovou

frakciou II + III:

Zo 140 kg pasty tvorenej frakciou II + III zahffajucej 30 kg
filtratu (Schenk, Nemecko) (odpovedd vychodzemu objemu plazmy
okolo 1150 kg) je extrakcie dosiahnuté poprvé pridanim 525 kg
2,33 mM sodnofosfatového/acetdtového pufru, pH 4,0 pri pomalom
mieSaniu po dobu 1,5 hodiny, s néslednym po sebe idicom dvojom
pridani 350 kg vody pre injekcie (WFI) s mieSanim po dobu 1,5
hodiny po kaZdom pridani. Nakoniec je pridané okolo 280 kg
21,5 mM sodnofosfatového/acetatového pufru, pH 7,0, &im déjde

k dprave pH suspenzie na hodnotu 5,4.
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Suspenzia je zfiltrovand cez hibkovy filter (C-150AF, Schenk,
Nemecko) . Filtrat obsahuje okrem inych bielkovin

imunoglobuliny.

Krok 3: Precipitacia agregdtov bielkovin a odstranenie virusov
pomocou PEG 6000:

K filtrdtu z kroku 2 je pridany PEG 6000 (Merck, Nemecko) do
findlnej koncentracie 6% vahovo. Po Stvorhodinovej
precipitacii Jje PEG suspenzia zcentrifugovand v prietokovej
centrifage (Westfalia BKA28, Nemecko) za G&elom =ziskania
C¢ireho supernatantu a zfiltrovand cez hibkovy filter (50LA a
90LA, Cuno, Francie) a nasledne sterilne zfiltrovana cez 0,22
um filter (Durapore, Millipore, USA). Hodnota pH zfiltrovaného
PEG supernatantu je upravena pufrom pridanim 1 dielu 0,45 M

sodnoacetédtového pufru, pH 5,7, k 29 dielom supernatantu, &o

vedie k dosazZeniu pH 5,7.

Krok 4: Purifikdcia anexovou a katexovou chromatografiou

zapojenych do série (I):

Dve chromatografické kolény st naplnené 56 1 DEAE Sepharosy FF®
(Pharmacia, Biotech, Svédsko) a 56 1 CM Sepharosy FF®
(Pharmacia, Biotech, Svédsko). Kolény su zapojené do série, a
preto tekutiny pretiekaji najpfv cez DEAE Sepharosu a
nasledne cez CM Sepharosu. Sorbenty su ekvilibrovabé 15mM
sodnoacetatovym pufrom, pH 5,7. Potom je na tieto dve kolény

zapojenych do série naneseny roztok z kroku 3.

PoCas ionexovej chromatografie sa v&&3ina kontaminujtcich
bielkovin z naneseného vzorku viaZe na DEAE Sepharosu. Zatial
Co IgG pretieka DEAE Sepharosou bez védzby na tento sorbent,
v priebehu chromatografie na CM Sepharose dochadza k vidzbe
IgG. Po naneseni roztoku a po premyti jednym objemom kolény
ekvilibraéného pufru je DEAE koléna odpojend od CM kolény.

Potom je CM koléna premytd tromi objemy 15 mM sodnoacetdtového
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pufru, pH 5,4 a potom je IgG eluované pomocou gradiendu Nacl
od 125 mM do 350 mM, v 15 mM sodnoacetdtovom pufru, pH 5,4.
Eluovand 1IgG frakcia 3je zbierand do sorbitolu o findlnej

koncentracii 2,5% vahovo.

Krok 4: Podrobenie IgG frakcie postupu rozptstadlo/detergent

(8/D):

Eluovanéa IgG frakcia je zakoncentrovana a odsolena
ultra/diafiltrédciou na koncentraciu pribliZne 50 g IgG/liter.
PouZitou membrénou je polysulfénovd membrdna, cutoff nominalne
vahy 30 kDa (Millipore). Diafiltracia je prevedena proti 15 mM
sodnoacetatovovému pufru, pH 5,4, obsahujicom 2,5% vahovo
sorbitolu, a v diafiltracii Jje pokradované aZ do dosaZenia
vodivosti menSej ako 1,4 mS/cm. Obsah IgG v roztoku je urdeny
spektrofotometricky meranim pri 280 nm (Azg). Koncentracia
sorbitolu je upravena na 10% vahovo a roztok je zfiltrovany
cez 0,45um filter (Pall Corporation, UK). Potom s pridané
Tween 80 a TNBP do findlnej koncentrédcie 1% a respektive 0, 3%
vahovo pre néasledny postup S/D. S/D postup pokraduje po dobu
aspofi 6 hodin pri teplote 25 °C.

Krok 6: Odstrénenie S/D pomocou ionexovej chromatografie (II):

Dve do série zapojené kolény naplnené 281 DEAE a 56 1 CM
Sepharosy FF su ekvilibrované 15 mM acetdtu sodného, pH 5,4.
IgG frakcia podrobend postupu S/D z kroku 5 je nariedend 5
dielmi 15 mM acetatového pufru, pH 5,4, zfiltrovand cez
hibkovy filter (Cuno 90LA), nasledne sterilne zfiltrovana
(Satobran, Sartorius) a nanesend na dve koldény zapojené do
série. Ionexovad chromatografia a na&slednd elucia IgG z Cm
kolény su prevedené presne tak, ako je popisané v kroku 4,
s vynimkou, Ze CM koléna je vyrazne premyvand 6 objemy pufru
za UCelom odstrdnenia 1latok z postupu S/D. Eluovand IgG
frakcia je zbierand do maltdézy (Merck, Nemecko) vo findlnej

koncentracii 2,5% vahovo.
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Krok 7: Findlna koncentrdcia a priprava imunoglobulinu pre

intravenézne podanie:

Eluovand IgG frakcia z kroku 6 Jje podrobend ultrafiltracii a
odsoleniu diafiltraciou proti 7,5 mM acetdtu sodnému
obsahujacom 2,5% va&hovo maltézy, pH 5,4, aZ do dosaZenia
findlnej vodivosti menSej ako 1 mS/cm. PouZitou membrdnou je
polysulfénovd membrdna s cutoff nomindlnej vahy 100 kDa, &o
umozZiiuje elimindciu bielkovin s niZSou molekulovou vé&hou.
Findlna koncentréacia IgG je upravend na 50 g/l a koncentréacia
maltézy c&inia findlne 10% (w/v). Findlny preparat upraveny
maltézou je =zfiltrovany cez sterilny filter (Sartpure GF2,

Sartorius) a asepticky naplneny.



Priklad 2
Vysledky

postupom v srovnani s inymi produkty

analytickej

Stuidie produktu

ziskaného predkladanym

Gammonativ Octagam Gammagard IVIG,SSI
Lyofilizovany tekuty lyofilizovany tekuty
Cistota 45, 4% 99,1% 94, 6% 99, 8%
Albumin 50 mg/ml malé mnoZistvo 3 mg/ml nedetekov.
Obsah mono-
mérov + di
mérov 98, 3% 96, 8% 97, 6% 99, 3%
polyméry + menej ako menej ako
agregaty 0,8% 1,6% 0,1% 0,1%
ACA 26% 30% 34% 32%
PAK menej ako 8,5 menej ako 8,5 menej ako 8,5 menej ako
IE/ml IE/ml IE/ml 8,5 IE/ml
Hemaglu-
tinin,
3% roztok
anti A negativne negativne negativne negativne
viacej ako
1:2
anti B negativne negativne negativne negativne
viacej ako
1:2
Fc funkcia 169% 121% 132% 178%
RozloZenie
podtried
IgGl 60,0% 61, 9% 67,7% 56,6%
IgG2 35,8% 33,1% 27,2% 39,4%
IgG3 3,5% 3,6% 4,4% 2,6%
IgG4 0,7% 1,4% 0,6% 1,5%
IgGA 2,96 mg/l 54,7 mg/l 0,85 mg/1 1,36 mg/1
IgM 0,28 mg/l 39,1 mg/1 0,99 mg/1 0,16 mg/l
Tween 80 menej ako menej ako neurdené menej
20 ppm 20 ppm ako 20 ppm
TNBP 2,0 ppm 1,5 ppm 1,5 ppm 1,5 ppm
PEG 0,01 mg/ml 0,01 mg/ml 1,6 mg/ml 0,02 mg/ml
PH 6,7 5,7 6,7 5,6
Koncen- 97 g/1 45 g/1 50 g/1 51 g/1
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tracia 97 g/1 45 g/l 50 g/1 51 g/1
celkovej
bielkoviny
Maltéza 20 mg/ml 92 mg/ml 15 mg/ml 88 mg/ml
alebo
glukéza

1: bez korekcie na HSA; 2: deklarované vyrobcom; 3: korigované

na HSA; 4: pouZzité ako stabilizadéna latka

Cistota (bielkovinné zloZenie)

Liekopisnymi poZiadavkami na <&istotu prepardtu IVIG je 95 %
IgG, kedy nie je pritomné viacej ako 5% kontaminujucich
bielkovin. Cistota ma velky vyznam =z niekolkych dévodov.
Z racionalneho dévodu by mala byt pritomnd iba bielkovina,
ktord ma poZiadovani funkciu. Ostatné kontaminujice bielkoviny
méZu byt potencidlne Skodlivé, napriklad mdéZu spdsobovat
nechtiace neZiadice WU&inky a/alebo ovplyviiovat stabilitu
produktu.

Cistota mézZe byt analyzovana napriklad pomocou
aaaelektroforetickych technik, ako je detailne popisané
v Eurdpskom Liekopise, 1997, strany 964-965, kde st bielkoviny
separované na celuldéza acetdtovom gélu. Z praktickych dévodov
je ale pouzity gél agardzovy. Po elektroforéze je gel
fixovany, vysuSeny a ofarbeny. Bielkovinné pruZky sG nakoniec
monitorované skenovanim. Z vy3Sie uvedenej tabulky je zrejmé,
Ze produkt, ktory je predmetom vynalezu, je skutedne &isty
(99,8%).

Albumin

Obsah albuminu bol analyzovany skriZenou imunoelektroforézou
presne tak, ako je popisané C.B Laurellom (Anal Biochem
(1965), 10, 358-361). P&t ul produktu bolo analyzované proti
protildtkam proti Iudskému albuminu (DAKO A/S, Dansko,&.A0001

(1/100)). Z dovodov vysokej &istoty nebol v analyzovanom
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produktu, ktory Jje predmetom vyndlezu, detekovan Ziadny

albumin.

Obsah IgG mnonomérov a dimérov

Obsah monomérov a dimérov mdéZe byt analyzovany gelovou
permeacnou chromatografiou a monitorovany intergrdciou pléch
vrcholu monoméru a diméru 2z chromatogramu, cf. Ph. Eur.
Vysledky 2z réznych analyz s vymenované vo vy3$3ie uvedenej
tabulke a z tychto vysledkov vyplyva, Ze suma pldédch monoméru a
diméru tvori 99,3 % celkovej plochy chromatogramu ( 2z &oho

monomérny IgG tvori 92%) pre produkt, ktory je predmetom

vyndlezu.

Obsah polymérov a agregatov

O pritomnosti polymérov a agregdtov je zndme, Ze mdZe spdsobit
zavaZné neZiadace UUCinky, Casto priznaky podobné priznakom
chripky. 2 dévodov velmi vysokého stupfia &istoty dosiahnutého
velmi Setrnym vyrobnym postupom neobsahuje imunoglobulinovy
produkt ziskany postupom, ktory je predmetom vynalezu,

prakticky Ziadne polyméry a agregéty.

Polyméry mézZu byt analyzované gelovou permeadnou
chromatografiou. Akykolvek bielkovinny vrchol s retenénym
Casom krat3im ako je retencny <&as pre dimericky IgG Je
povazovany za polymérny, ako je popisané v Eurdbpskom

Liekopise.

Podla Eurépskeho Liekopisu a tieZ inych smernic by mal byt
obsah bielkovinnych agregdtov prednostne ni%3i ako  3%.
Produkt, ktory je predmetom predkladaného postupu, neobsahuje
meratelné agregaty a je tedy povazZovany, Ze neobsahuje menej

ako 0,1% polymérov a agregéatov.
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Antikomplementé&rna aktivita (ACA) a aktivita prkalikreinového

aktivatoru (PAK)

ACA PAK si merané, ako je popisané v Eurdépskom Liekopisu.

ACA by mala byt prednostne ¢&o najniZ3ia. Podla Eurépskeho
Liekopisu by mala byt konsumpcia komplementu niZZia alebo
rovna 50%. Konsumpcia komplementu meranej vzorky produktu,
ktory je predmetom predkladaného vynadlezu je okolo 30%. tj.
hodnota srovnatelnd s inymi analyzovanymi produktami. Malo by
byt  poznamenané, Ze pritomnost albuminu ma4 tendenciu

potlaovat konsumpciu komplementu (pozorovanie vynalezcov).

PAK, pokial je pritomnd vo vyznamnom mnoZstve, je podkladom
neziaducim hypotenzivnych G&inkov produktu. Z tohto dévodu by
mala byt PAK v imunoglobulinovom produktu prednostne &o
najnizsia. Podla Eurépskeho Liekopisu by mala byt pod 35
I0/ml, pokial je merana spésobom popisanym v tomto
dokumente.PAK produktu, ktory je predmetom vyndlezu, rovnako
tak ako ostatnych analyzovanych produktov je men3ia, ako je

hladina kvantitativnej detekcie metéd, tj. pod 8,5/ml.

Hemaglutininy

IgM frakcie plazmatickych imunoglobulinov zahfnia
hemaglutininy, &o si protildtky proti kfvnym antigénom typu A
a B. Pokial ma prijemca kfv typu A a B mbZe pritomnost takych
protilatok spdsobit nechtiace neZiadice u&inky v désledku

mozZnej hemolytickej reakcie.

Podla poZiadavkov Liekopisu musi byt obsah hemaglutininov
nizsi ako mnoZstvo spdsobujice hemaglutindciu A/B erytrocytov
v pomere imunoglobulinového produktu 1:64.VSetky analyzované

produkty spifiaji tento poZiadavok.

Fc funkcia
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Zachované aktivity védzby antigénu si nezbytné pre biologické
funkcie IVIG. Toto plati tieZ pre imunomodula&né aktivity. Na
druhd stranu je zachovand Fc funkcia nezbytnd pre G&inok IVIG
na rdzne fagocytujice bunky a pre aktivdciu komplementového
systému. Fc funkcia méZe byt demonstrovand za pouZitia réznych
technik, ale akceptovana metodika popisand v Eurépskom
Liekopise meri potencidl protilatok aktivovat komplement
V preparate proti antigénu Sarlachu. Aktivita ije porovnana
s aktivitou referen&ného preparatu (BRP, Eurépsky Liekopis)
imunoglobulinov nastaveného na 100%. Produkt spina test,
pokial je relativna aktivita vysS8ia ako 60% referené&ného
prepardtu. Zda sa , Ze Fc funkcia produktu, ktory je predmetom
vynédlezu, je velmi dobre zachovand, najmd v srovnani s daldim
analyzovanym tekutym produktom, najpravdepodobnejsie

v dbésledku Setriaceho purifika&ného postupu.

RozloZenie podtried

RozlozZenie IgG podtried je merané Standardnou Manciniho
imunodifiznou metédou presne tak, ako je popisané A. Ingildom
(Scand J Immunol, (1983), 17, 41). Koncentraciae su ur&ené
pomocou WHO referen&ného séra (67/97). Je poZadované, zZe
rozloZenie podtried by malo byt v rozmedzi normdlnej Iudskej
plazmy s medidnom koncentracii v rozmedzi 3,7-10,2 g 1IgGl
séra, 1,1-5,9 g IgG2/1 séra, 0,15-1,3 g IgG3/1 séra a 0,06-1,9
IgG4/1 séra (R. Djurup et al. Scand J Clin Lab Invest 48, 77-
83). Z tohto ddévodu je rozloZenie podtried vo v3etkych

produktoch prijatelné.

Obsah IgA

O pritomnosti IgA je zname, Ze mdZe potencidlne spésobovat
senzibilizaciu IgA deficientnych prijemcov. Pokial IgA
deficientny prijemca obdrzi imunoglobulinovy preparat

obsahujuci IgA, mbéZe byt IgA povaZované za cudzi antigén a

vysledkom méZe byt u prijemca indukcia protildtok proti IgA.
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Pokial Jje ©preparat obsahujici IgA aplikovany infaziou
druhykrat, mdéZe dbéjst k vyvolaniu anafylaktickej reakcie.
Z tohto dbévodu 3je nezbytné, aby imunoglobulinovy preparéat
obsahoval ¢€o najniZSie mnoZstvo IgA. IgA v IVIG produkte mbzZe
byt monitorovany pomocou ELISA techniky, kde napriklad je
k vyvazaniu IgA pouZitd polyklondlna protilatka anti-IgA a
oznatend protilatka anti-IgA je pouZitd pre detekciu
naviazaného IgA. Standardy sG vytvorené riedenim kalibratoru

(€. X908, DAKO A/S, Dansko) s deklarovanym obsahom IgA.

Produkt postupu popisaného v Prikladu 1 obsahuje menej ako 2
mg IgA/l, ¢&o je znatelne menej ako je obsah IgA v dal3om
analyzovanom tekutom produkte. Fyzikdlne-chemické podobnosti
medzi IgG a IgA cinia obtiaZnym oddelit od seba tieto
imunoglobuliny pocas purifikacéného postupu. AvSak dva
anexové/katexové chromatograficke kroky zniZuji obsah IgA na

velmi nizku Grovei.

Obsah IgM
IgM v imunoglobulinovom preparatu mdéZe byt monitorované

pomocou ELISA techniky, kde napriklad je k vyvadzaniu IgM
pouZitd polyklondlna protilatka anti-IgM a znadend protilatka
anti-IgM je pouZitd pre detekciu. Standardy st vytvorené
riedenim kalibratora (&. X908, DAKO A/S, Dansko)
s deklarovanym obsahom IgM. Z tabulky je patrné, Ze produkt,
ktory je predmetom vyndlezu obsahuje velmi nizke mnoZstvo IgM
a znatelne menej IgM ako je obsah IgM v dalSom analyzovanom

tekutom produkte.

Tween 80, TNBP a PEG

Tween 80, TNBP a PEG su merané Standardnymi postupmi. Obecne

by mal byt obsah tychto aditivnych latok &o najnizsi.

PH
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pH analyzovanych tekutych produktov je kyslé, pH 5,6-5,7,
zatial Co analyzované lyofilizované produkty sd po rozpusteni

neutralne s pH 6,7.

Celkova koncentrécia bielkoviny

Podla Eurdépskeho Liekopisu by mala byt koncentracia bielkoviny
aspoii 50 g/l + 10%; vSetky produkty spiﬁajﬁ taito poZiadavku.

Koncentracia bielkoviny je merana metdédou podla Kjeldahla.

Stabilizacné latky maltéza a glukdza

Sacharidy su bezZne pouzivané ako stabilizacné latky
imunoglobulinovych produktov, majua dobré stabilizaéne
vlastnosti a su rychlo vylucené. Obsah maltdzy, sacharézy a
glukbézy je urceny pomocou komeréného kitu (Boehringer Manheim,

Nemecko) s maltdézou ako referen&nou latkou.

Je zrejmé, Ze dva 1lyofilizované produkty stabilizované
albuminom a albumin, rovnako tak jako PEG, tieZ obsahuju
sacharidovi stabilizadni latku v koncentrdciach od 15 mg/ml do
20 mg/ml. Produkt, ktory je predmetom predkladaného vynalezu a
dalsi tekuty produkt si velmi podobne stabilizované, tj.
obsahuji okolo 9%, 88 mg/ml a 92 mg/ml maltézy. Co sa tyka
obsahov polymérov a agregdtov ako parametrov stability, ma
produkt, ktory Jje predmetom vyndlezu v&&3iu stabilitu ako
druhy analyzovany tekuty produkt, adkolvek sa ich zloZenie

javi ako velmi podobné.

Priklad 3

Vysledky klinickych stadii
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Klinicke 3tudie s produktom, ktory je predmetom predkladaného
vynalezu, ktory je tieZ nazyvany ako IVIG, SSI, si prevadené

v zhode so smernicami ICH a CPMP/388/95.

Boli vySetrované farmakokinetikd&, u&inok a bezpe&nost.Klinicke
Stidie dosial =zahffiali Styri skupiny pacientov: pacientov so
syndrémom primdrnej imunodeficiencie (15 pacientov), pacientov
so syndrémom sekunddrnej imunodeficiencie (6 pacientov),
pacienty s idiopatickou trombocytopenickou purpurou (15
pacientov) a pacientov s chronickou zapalovou demyeliniza&nou

polyneuropatiou (5 pacientov).

Pacienti so syndrémom primarnej a sekundirnej imunodeficiencie
boli 1lieCeni 0,2-0,4 g/kg s intervalom 2-5 tyZdfiou.Pacienti
s idiopatickou trombocytopenickou purpirou boli 1liedeni 400
mg/kg za defi po dobu 5 dni alebo 1000 mg/kg za deii po dobu 2
dni.

Ako parametre bezpeénosti boli stanovené u vSetkych pacientov
sérové transamindzy, sérovy kreatinin a virusové markery. U
piatich pacientov s idiopatickou trombocytopenickou purpirou
boli po dobu 24 mesiacov sledované virusové markery a markery

poSkodenie Iadvin a peclene.

Farmakokinetika

Ti72 bol zmerany na 30,5 dia (medidn). To je v shode s vysledky
dal3ich IVIG liekov.

U&inok
0] pacientov so syndrémom primarnej a sekundarnej
imunodeficiencie boli registrovené retrospektivne pre 6-
mesacné obdobie, v ktorom boli pacienti lieceni inymi
registrovanymi IVIG liekmi, dny chorobnosti, hospitalizacie,
dny na antibiotickej terapii, dny s horu&kou a podet zapalov

plic. V nasledujicom 6-mesaénom obdobi, v ktorom boli pacienti
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lie€eni tekutym imunoglobulinom SSI boli registrované rovnaké
parametre.Ziverom je, Ze tekuty imunoglobulin SSI je rovnako
u¢inny v profylaxii/prevencii infekcii u pacientov so
syndrémom primdrnej a sekunddrnej imunodeficiencie jako dalsi

IVIG preparaty.

U 80% pacientov s idiopatickou trombocytopenickou purpirou
doslo ke zvy3eniu po&tu krvnych dostic¢iek z menej ako 30 x
10°/1 pred lie&bou tekutym imunoglobulinom SSI na viacej ako 50
x 10°/1 po lielbe. ZzZvySenie po&tu kfvnych doiti&iek a trvanie
remisie u individualneho pacienta bolo v pripadoch, kedy bolo
mozné srovnanie, rovnaké ako po podani rovnakej d&avky inych
IVIG preparatov. Jeden pacient, ktory bol 1lieeny 1IVIG
poprvykrat bol refraktérny na testovany liek. Takad reakcia na
IVIG nie je vzacna, a preto neprekvapuje. Analyza detailov

vzostupu kfvnych do3tidiek a trvanie tohto vzostupu prebieha.

Zaverom je, Ze tekuty imunoglobulin SSI je rovnako wU&inny
liecbe nizkeho poctu kfvnych do3dticdiek u pacientov
s idiopatickou trombocytopenickou purpirou jako dalsi IVIG

preparaty.

Podla klinikov a pacientov trpiacich chronickou zépalovou
demyelinizadnou polyneuropatiou si IVIG SSI rovnako ué&inné ako
IVIG podavané pred klinickou Stidiou. IVIG SSI boli pacientami
tolerované rovnako dobre ako boli tolerované dal3ie 1IVIG

produkty.

Bezpeclnost
Okrem jednej za&vaZnej neZiadicej udalosti, splenektémie, ktora

bola posudena vyskumnym pracovnikom, Ze nema vztah
k testovanému lieku, boli registrované iba mierne neZiadice
U€inky. Tymito neZiadicimi d&inkami boli hlavne bolesti hlavy,

hori€ka a zvracenie. Doposial neboli popisané po&as infuznej



44 (Y] oo (X} (X} (X )

lie¢by IVIG SSI abnormdlne vitdlne znaky. Nebola registrovana
Ziadna virusova sérokonverzia. Nebolo hlasené Ziadne
poSkodenie Yadvin alebo pecene, ani pripady anafylaktického

Soku.

Klinicke 38tudié& preukazali, Ze tekuty 1IVIG SSI je dobre
tolerovany. Castost vedlaj3ich u&inkov, stupeii a ich typ sa

nelisSili od skuisenosti s inymi IVIG prepardtmi.

Priklad 4

Vysledky stabilitnej 3tudie pre tekuty IVIG

Za ucCelom testovania, ¢&i tekuty IVIG preparat je stabilny po
dlhSiu dobu, bola prevedend §tidia na stabilitu tohto
preparatu za redlnych podmienok v redlnom é&ase. V Studiu bol
pouzity celkovy pocCet Styroch po sebe idacich 3arzi 1IVIG
produktu (250 ml v kaZdej vzorke), ktoré boli skladované pri
teplote 2°C - 8°C po dobu 12 mesiacov. Vzorky zo Styroch Sarzi
boli analyzované v Case 0, po 6 mesiacoch skladovania a po 12
mesiacoch skladovania. Vysledky Stidie su uvedené niz3ie ako

priemery zo Styroch SariZi.

0 mesiacov skladovania 6 mesiacov skladovania 12 mesiacov skladovania

Vzhlad mierne opalescentny a mierne opalescentny a mierne opalescentny a
bezfarebny bazfarebny bezfarebny

Obsah

Monomérov+

dimérov 100% 99, 6% 99, 5%

polyméry+

agregaty mene) ako 0,1% menej ako 0,1% menej ako 0,1%

ACA 39, 7% 38, 2% 37,3%

PRK menej ako 8,5 IE/ml menej ako 8,5 IE/ml menej ako 8,5 IE/ml

Rozlozenle podtried

IgGl 59,2% 57,7% 57,1%

IgG2 36,43 38, 1% 38, 6%
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I1gG3 2,7% 2,6% 2,5%

1gG4 1,8% 1,6% 1,7%

pH 5,5 5,5 5,5
ZloZenie

bielkovin

(%IgG) 99,8% 99,7% 99,1%
Celkova

koncentracia

bielkovin 48,8 g/1 48,3 g/l 49,2 g/1
Osmolalita 348 mOsm/kg 347 mOsm/kg 350 mOsm/kg

VSetky vy33ie spominané testy boli prevedené v zhode

s Eurdépskym Liekopisom, ako je uvedené v Priklade 2.

Pozorovanie, Ze obsah monomérov a dimérov je konitantny po
dobu 12 mesiacov ukazuje, Ze vo vzorke nevznikaji polyméry. O
pritomnosti imunoglobulinovych polymérov ije znadme, Ze okrem
inych spdsobuji z&vaZne neZiadice u&inky, &asto priznaky
podobné chripke. Kvoli velmi vysokej stabilite
imunoglobulinového produktu ziskaného postupom, ktory Jje
predmetom vynalezu, neobsahuje produkt ©prakticky Ziadne

polyméry a agregdty dokonca ani po dlh3om &ase skladovani.

Po dobu sledovania nebolo pozorované zvySenie ACA, adkolvek do
tejto stabilnej 3tudie boli umyselne zahrnuté SarZe s viacej
vyS§3iou ACA. Pokial bolo pozorované =zvy3enie ACA, mdZe to
ukazovat, Ze poCas skladovania do3lo k vytvoreniu agregéatov.
Preto konstantnd ACA po dobu sledovania ukazuje, Ze nedoslo

k tvorbe Ziadnych agregétov.

Vysledky dalej ukazuji, Ze poclas sledovania produktu nedo&lo
k rozvoju prekalikreinovej aktivity, pretoZe sa PAK aktivita
nezvySila. Malo by vSak byt poznamenané, Ze zmerané hodnoty si

pod hladinou kvantitativnej detekcie.
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Parameter Fc funkcie ukazuje, Ze pocas skladovania je
zachovana pritomnost intaktnych funkénych IgG. Z tohto dévodu
nie si vo vzorkdch pritomné protedzy, pretoZe protedzy by
degradovali bielkoviny a tym zniZili Fc funkciu. K denaturdcii
IgG molekul nedo3lo, pretoZe denaturdcia by zniZila aktivitu

viazat antigén.

Ako bude zrejmé osobe znalej oboru, méZu existovat rozdiely
v stabilite rdéznych podtried IgG. Ako mdéZe byt patrné
z predloZenych vysledkov, su pocas skladovania zachované
vSetky podtriedy, €o ukazuje na to, Ze produkt je stabilny. To
je dalej podporené nalezom, Ze bielkovinné zloZenie IgG vo
vzorkach s pribliZne rovnakou koncentraciou celkovej
bielkoviny je takmer nezmenené po dobu sledovania, &o ukazuje,
Ze nedochédza k degradacii IgG. To zna&i, Ze produkt, ktory je
predmetom predkladaného vyndlezu je stabilny a méZe byt
skladovany po dobu aspofi 12 mesiacov pri teplote 2-8°C bez
zmien charakteristik, a tymto Jje demonstrovand G&innost a

bezpeénost.

Priklad 5

Validované kroky zniZujici pritomnost virusov v predkladanom

postupu pripravy IVIG

Odstrdnenie virusu oddelovacim krokom

Precipitdcia virusu pritomného v imunoglobulinovom roztoku
polyetylén glykolom.

Valida¢éné St0did na pritomnost virusu boli prevedené za
pouZitia dvoch neobalenych virusov a bolo ziskané nasledujuice
zniZenie pritomnosti virusu:

odstranenie 6,3 logi virusu hepatitidy A (HAV)

odstranenie 7,2 log;e virusu polyomyelitidy
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Validaéné 3tudid na pritomnost virusu boli prevedené :za
pouZitia dvoch obalenych virusov a bolo ziskané nasledujice
zniZenie pritomnosti virusov :

odstranenie 7,6 log;p virusu HIV

odstranenie 7,5 logip virusu BVDV

Inaktivacia virusu postupom S/D

Reakcia imunoglobulinového roztoku s 1% roztokom Tween 80 +
0,3% TNBP, pri teplote 25°C po dobu dlh3iu ako 6 hodin.
Validaéné 3tudia na pritomnos%t virusu boli prevedené za
pouzitia Styroch obalenych virusov a bolo ziskané néasledujuce
zniZenie pritomnosti virusov:

inaktivacia 7,4 logjp virusu HIV

inaktivacia 5,3 log;s virusu Sindbis

inaktivéacia 4,1 log;ps virusu BVDV

inaktivacia 5,1 logj;p virusu PRV

Celkom 8 validanych 35tddii bolo prevedené na dvoch rdznych
krokoch postupu, ktory je predmetom predkladaného postupu. PEG
precipitacny krok bol validovany ako krok odstrafujiuci virusy
za pouZitia 4 rdéznych virusov, dvoch malych neobalenych
virusov, virusu HAV a virusu polimyelitidy, a dvoch obalenych
virusov. Virusu BVDV a virusu hepatitidy C.

Tieto 3tudia preukdzali, Ze v3etky &tyri virusy boli "&inne
odstranené PEG precipitdciou. PEG precipitaény krok je preto
validovany ako krok u¢inne odstrafiujuci virusy. S/D postup bol
validovany za pouZitia 4 réznych obalenych virusov.
Z vysledkov validaénych Stddii je zrejmé, Ze S/D postup G&inne
inaktivuje vSetky S&tyry virusy. S/D postup je preto
validovany ako krok ucinne inaktivujici virusy. U oboch krokov
zniZujicich pritomnost virusov v postupe pripravy IVIG, teda
odstraneni PEG precipitdciou a inaktivicie S/D postupom, bolo
preukazané, Ze kaZdy G¢inne odstrafluje a inaktivuje Styri

rézne virusy. Kumulativne faktory zniZenia pritomnosti virusu
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HIV a BVDV pocdas postupu su 15,

respektive 11,6.

byt predkladany postup povaZovany za bezpeény

pritomnosti virusov.

Tymto mbZe
z hladiska
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1.

a)

b)

c)

d)

e)

£)

PATENTOVE NAROKY

Postup purifikdcie imunoglobulinu G (IgG) z hrubej frakcie
plazmatickych bielkovin obsahujicich imunoglobuliny, ktory
postup zahfna kroky:

pripravu vodnej suspenzie hrubej frakcie plazmatickych
bielkovin obsahujicich imunoglobuliny

pridanie vo vode rozpustnej precipitacnej 1latky, ktoré
vyznamneji nespdsobuje denaturaciu bielkovin, k spominanej
suspenzii z kroku (a) v mnoZstve dostatoCnom k vyvolaniu
precipitéacie velkej Casti bielkovin nepatriacich
k imunoglobulinu G, agregovanych imunoglobulinov a ¢astic
zahffhajucich potencialne infekéné Castice, ako s napriklad
virusové &astice, bez spdsobenia vyznamnejSie precipitécie
monomérneho imunoglobulinu G, ¢&im dochddza k tvorbe zmesi
pevného precipitatu a tekutého supernatantu;

ziskanie precisteného supernatantu obsahujuceho
imunoglobulin G zo smesi z kroku (b);

aplikacia pre¢isteného supernatantu obsahujuceho
imunoglobulin G z kroku (c) na anexovli Zivicu a nasledne na
katexova Zivicu, kde anexovd a katexovad Zivica sU zapojené
do série, a kde pouZity pufor pre anexovid aj katexovi
chromatografiu je rovnaky, a pH spominaného pufru je pod
6,0;

vymytie bielkovinnych kontaminujucich latok a bielkovinného
precipitatu z katexovej Zivice z kroku (d) pomocou pufra
majuceho pH a idénovad silu dostatoénd k odstraneniu
kontaminujicich latok zZo Zivice bez spdsobenia
vyznamnejSiej elucie imunoglobulinu G;

elucia imunoglobulinu G z katexovej Zivice 2z kroku (e)
pomocou vyznamnejSie nedenaturujiceho pufru majliceho pH a
iénovid silu dostatoénu k spbésobeniu u&innej elicie
imunoglobulinu G, ¢&im dochadza k ziskaniu eludtu, ktory

obsahuje imunoglobulin G;
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g)

h)

i)

3)

k)

1)

prevedenie dia/ultrafiltréacie eluétu obsahujaceho
imunoglobulin G z kroku (f) za uCelom koncentrédcie a/alebo
dialyzy eluatu, a volitelne pridanie stabiliza&nej l&tky;
pridanie viricidneho mnoZstva 1l&tky inaktivujlceho virusy
k dia/ultrafiltrovanej a volitelne stabilizovanej frakcie
z kroku (qg) obsahujuci imunoglobulin G, ¢&o vedie
k ziskaniu roztoku obsahujiceho imunoglobulin G, ktory je
vyznamne bezpeény s ohladom na pritomnost virusov;
aplikacia roztoku obsahujiceho imunoglobulin G z kroku (h)
na anexovl a nasledne na katexovi Zivicu;

premytie katexovej Zivice z kroku (i) pomocou pufru
majdiceho pH a idénovia silu dostatoénu k vymytiu
bielkovinnych kontaminujicich latok a 1l4atky inaktivujtce
virusy zo Zivice ©bez spdsebenia vyznamejdie elucie
imunoglobulinu G;

elucia imunoglobulinu G z katexovej Zivice 2z kroku (j)
pomocou vyznamnejSie nedenaturujuceho pufra majiceho pH a
iénovd silu dostatoéni k spdésobeniu Géinnej elicie
imunoglobulinu G, Cim dochadza k ziskaniu eluitu
obsahujuceho imunoglobulin G; a

podrobenie eludtu z kroku (k) dia/ultrafiltrécii za uéelom
zniZenia idénovej sily a zakoncentrovania imunoglobulinu G

v roztoku, a upravenie osmolality pridanim sacharidu.

Postup podla patentového naroku 1, kde frakcia
plazmatickych bielkovin obsahujica imunoglobulin G je
vybrana zo skupiny tvorenej Cohnovou frakciou II; Cohnovymi
frakciami II a III; a Cohnovymi frakciami I, II a III.
Postup podla patentovych narokov 1 a 2, kde suspenzia
v kroku (a) je udriovand pri teplote od 0°C do 12°C a
suspenzia v kroku (a) je udrZovana pri pH pod 6,0.

Postup podla akéhokolvek =z predchadzajicich patentovych

narokov, kde bielkovinnd precipitadna latka v kroku (b) je
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vybrand zo skupiny tvorenej polyetylén glykolom (PEG),
kyselinou kaprylovou a siranom aménnym.

Postup podla patentového néaroku 4, kde bielkovinna
precipitaénad latka Jje vybrand zo skupiny tvorenej PEG
v rozmedzi molekulovych vah 3 000 - 8 000 Da, ako su
napriklad PEG 3 350, PEG 4 000, PEG 5 000 a PEG 6 000.
Postup podla akéhokolvek =z predchddzajicich patentovych
narokov, kde anexovd a katexovd Zivica v kroku (i) st
zapojené do série.

Postup podla patentového néroku 6, kde pouZity pufor pre
anexovid a katexovi chromatografiu je rovnaky a pH
spominamého rovnakého pufru je pod 6,0.

Postup podla akéhokolvek =z predchddzajicich patentovych
narokov, kde anexovd Zivica v kroku (d) a/ alebo kroku (i)
obsahuje dietylaminoetyl skupiny a/alebo katexova Zivica
v kroku (d) a/alebo kroku (i) obsahuje karboxymetylové
skupiny, Zivicami sU prednostne DEAE Sepharosa FF® a
CM Sepharosa FF®.

Postup podla akéhokolvek =z predchddzajucich patentovych
narokov, kde pouZity pufor v krokoch (b) az (1) je
acetatovy pufor, ako napriklad acetatovy pufor s pH 5,0 az
6,0 majaci molaritu 5-25 mM.

Postup podla akéhokolvek =z predchddzajucich patentovych
narokov, kde latka inaktivujuca virusy v kroku (h) je
zmesou aspoil jedného neidnového alebo idénového detergentu a
aspon jedného rozpustadla.

Postup podla akéhokolvek =z predchddzajicich patentovych
narokov, kde 1latka inaktivujica virusy v kroku (h) Jje
zmesou aspoil jedného vyznamnejS§ie nedenaturujiceho
detergentu a aspoii jedného tri (niZ3i alkyl) fosfatového
rozpustadla.

Imunoglobulinovy  produkt, ktory moZno ziskat podla

akéhokolvek z patentovych narokov 1-11.



13. Imunoglobulinovy produkt, ktory moZno ziskat postupom podla
akéhokolvek z patentovych narokov 6-8.
14. Imunoglobulinovy produkt majuci nasledujice

charakteristiky:

a) €&istota viacej jako 98%

b) obsah monomérov a dimérov vysSia jako 98,5 %,
c) obsah IgA men3i jako 4 mg IgA/l, a

d) obsah IgGl, IgG2, IgG3 a IgG4.

15. Imunoglobulinovy produkt podla patentového naroku 14,
ktory neobsahuje detergent, PEG, alebo albumin ako
stabilizac¢na léatku.

16. Imunoglobulinovy produkt podla patentovych narokov 14
alebo 15, ktory obsahuje menej ako 3 mg/l IgA.

17. Imunoglobulinovy produkt podla akéhokolvek z patentovych
narokov 14 az 16, ktory obsahuje medzi 55 a 65 % IgGl, medzi
30 a 40% IgG2, medzi 2 a 5% IgG3 a medzi 1 a 4 % IgG4.

18. Imunoglobulinovy produkt podla akéhokolvek 2z patentovych
narokov 14 aZ 17, ktory obsahuje menej jako 0,5% polymérov a
agregatov.

19. Tekuty imunoglobulinovy produkt podla akéhokolvek
z patentovych narokov 14 aZ 18.

20. Imunoglobulinovy produkt podla akéhokolvek 2z patentovych
narokov 14 aZ 19 pre okamZité intravendézne podanie.

21. Imunoglobulinovy produkt podla akéhokolvek 2z patentovych
narokov 14 aZ 20 pre pouZitie v medicine.

22. PouZitie imunoglobulinového produktu podla akéhokolvek
z patentovych narokov 14 aZi 21 pre pripravu lieku pre lie&bu
cicavcov s PID (primarnou imunodeficienciou), SID (sekundarnou
imunodeficienciou), ITP ( idiopatickou trombocytopenickou
purpurou), polyradikulitidou, periférnou polyneuropatiou,
Kawasakiho chorobou, polymyositidou, zavaZnymi chronickymi
autoiminnymi ochoreniami, chronickymi zdpalovymi
demyelizacnymi polyneuropatiami (CIDP), multifokalnou

motorickou neuropatiou, roztrusenou sklerdzou, myasténiou
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gravis, Eaton-Lambertovym syndrémom, neuritidou optiku,
epilepsiou, habitudlnymi potraty, primdrnym antifosfolipidovym
syndrémom, reumatoidnou artritidou, systémovym lupus
erytematézus, systémovou sklerodérmiou, vaskulitidou,
Wegenerovou granulomatézou, Sjdgrenovom syndrémom, juvenilnou
revmatoidnou artritidou, autoimminnou neutropéniou,
autoimminnou anémiou, neutropéniou, Crohnovou chorobou,
ulcerdéznou kolitidou, coeliakii, astmatom, syndrémom
septického 3oku, chronickym dUnavovym syndrémom, psoridzou,
syndrémom toxického Soku, diabetom, sinusitidou,dilata&nou
kardiomyopatiou, endokarditidou, aterosklerédzou, a liec&bu
dospelych jedincov s AIDS a bakteridlnymi infekciami.

23. PouZitie podla patentového ndroku 22, kde cicavcom ije

Clovék.
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