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1

Vynalez Fe$i zplisob odstraiiovani vysoko-
molekularnich latek blokujicich wfinek
komplementu, které se vyskytuji v gama
globulinové frakci krevni plasmy izolované
etanolem a jsou zodpovidné za Gédst jeil an-
tikomplementarni aktivity. UmoZiiuje p¥i-
pravit gama globulin se sniZenou antikom-
plementdrni aktivitou, pouZitelny pro tera-
peutické Glely.

S poznéni skutecnosti, Ze v gama globuli-
nove frakci krevnich bilkovin se soustdedu-
je protildtkova aktivita zplisobilo, Ze izolo-
vany gama globulin upraveny do formy in-
jekéniho roztoku pro i. m. aplikaci se stal
jednim z nejCastdiji uZivanych preparati vy-
robenych z lidské krevni plasmy.

Zakladni podminkou pro klinické pouZiti
prepardtu na bdzi i{. v. gama globulinu je
technicky zvladdnuta izolace gama globulinu
ze smési krevnich bilkovin s malou koncen-
traci latek blokujicich tdinek komplementa
bez ohledu na mechanismus’ a¢inku. Dosud
vyrabény gama globulin pro i. m. aplikaci
podminkdm pro i. v. aplikaci nevyhovuje,
protoZe obsahuje jednak latky s hypotenziv-
nim G€inkem a jednak proménlivy, ale znad-
ne vysoky obsah ldtek blokujicich G&inek
komplementu tj. latky s antikomplementér-
ni aktivitou.

Pi studiu mechanismu tginku antikom-
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plementdrni aktivity u lidského gama glo-
bulinu na mor€eci komplement bylo Zjiste-
no, Ze antikomplementdrni aktivita gama
globulinu vyznamné sniZuje koncentraci C‘1
a C‘4 sloZek komplementu u mordeciho sé-
ra (Marcus M. D.: ]J. Immunology 84, 273,
1960).

Vysledky provedenych pokusti Waldesbu-
hla a spol.,, Malgrasa a spol. a Christiana
SvédCi o tom, Ze jednou z pFitin vzniku an-
tikomplementédrni aktivity u lidského gama
globulinu jsou agregované molekuly gama
globulinu {Waldesbuhl M., Allan R., Meylan
A., Isliker H.: Immunochemistry 7, 185,
1970; Malgras j., Haupman G., Zorn J. J.,
Waitz R.: Rev. Franc. Transf. 13, 173, 1970;
Christian C. L.: ]. Immunol. 84, 117, 1960;
Christian C. L.: J. Immunol. 84, 112, 1960).
Podle nézoru Siegela a Liischera jsou za an-
tikomplementdrni aktivitu gama globulinu
zodpovédné vysokomolekuldarni l4tky alfa-
globulinové povahy (Siegel A., Liischer E.
F.: Vox Sang. 14, 348, 1968).

Nedostatkem dosud nejuZivangjsi celosve-
tové technologie je skute¢nost, Ze gama glo-
bulin se v soulasnosti izoluje pievdZnd po-
moci Cohnovy metody (Cohn E. J., Gurd F.
N. R., Surgenor D. M., Barnes B. A., Brown
R. K., Derouaux G., Gillespie J. M., Kahnt F.
W., Lever W. F., Liu C. H, Mittelman D.,
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Mouton R. F., Schmid K., Uroma E.: ]. Amer,
Chem. Soc. 72, 465, 1950), kterd ziskévé ga-
ma globulin tj. frakci II pomoci extrakce z
komplexu frakci I -+ II -+ III, kterd umoz-
Huje pFechod vysokomolekuldrnich latek
alfa globulinové povahy z frakce I jakoZ i
agregéti gama globulinti z precipitatu frak-
c¢f I - III do gama globulinového roztoku
a déle potom do gama globulinového preci-
pitdtu po srédZen{ gama globulinové pasty
napfiklad etanolem.

Nové navrhovand = technologie, podle
piedloZeného vyndlezu, vyuZivd skutecnost,
Ye agregéty gama globulinu a vysokomole-
kuldrnich l4tek alfa globulinové povahy se
strhdvaji pii sréZeni fibrinogénu etanolem
do fibrinogenového precipitdtu a jsou spo-
lu s nim oddslovany-z roztoku. Cim Gping&j-
§f je oddslovani fibrinogenu z plasmy pied
precipitaci gama globulinu, tim mensi je
obsah latek s antikomplementdrni aktivitou
ve vyprecipitovaném gama globulinu. Tuto
skutetnost 1ze dokumentovat tidajem, Ze z 5
pripravenych experimentdlnich Sarzi, podle
predlo¥eného vyndlezu, bylo dosaZeno sni-
¥enf antikomplementdrni aktivity u lyofili-
zovaného prepardtu o 25 =5 % ve srovné-
ni s timtéZ gama globulinem, ktery byl zis-
kén z téhoZ vychozfho materidlu bez pied-
chézejiciho etapovitého oddé&lovéni fibrino-
genu tj. jenom pomoci extrakce z frakce
I 4 11 4 III. Do prvni &asti fibrinogenového
precipitdtu se strhdvé cca 16 -+-2 %, do dru-
hé ¢ésti cca 6 +2 % a do tfeti dasti cca 3
+1 9 z celkové antikomplementérni aktivi-
ty gama globulinu.

Podstata odstraifiovani vysokomolekulér-
nich l4tek blokujicich t&inek komplementu
z krevni plasmy spod&ivd podle pFedloZené-
ho vyndlezu v tom, Ze tyto latky se pii sra-
¥eni fibrinogenu etanolem strhdvaji do fi-
brinogenového precipitdtu, z kterého prvni
gast je precipitovdna p¥i 8 -1 obj. % eta-
nolu z celkového objemu reak&ni smési, tep-
lotd —2,5°C +0,5°C, pH 7,0 +0,2 a po né-
sledné separaci, napiiklad centrifugaci, je
druh4 &4st fibrinogenového obsahu precipi-
tovdna ze supernatantu p¥i 8 41 obj. % eta-
nolu z celkového objemu reakéni smési eta-
nolem, teplotd —2,5%C =4-0,5-C, pH 5,35
40,1 a po nésledné separaci, napfiklad cen-
trifugaci je tfeti &ast fibrinogenového obsa-
hu precipitovéna pii 19 +2 obj. % etanolu
z celkové objemu reakdni smési pii pH 5,85
0,1, teplot§ —5°C —+1°C a po nésledné
separaci napiiklad centrifugaci je takto zis-
kana bilkovinnd pasta suspendovéna na 1,3
—+0,5% roztok bilkovin v destilované apyro-
genni vods o teplot& 0°C aZ -1 °C o iontové
sile 0,018 0,004, nap¥iklad od chloridu
sodného, pritemZ ¢&ast bilkovin, obsahuji-
cich fibrinogen je precipitovdna pfi 10 +2
obj. % etanolu z celkového objemu reakéni
smési pii teplotd —2,5 +0,5°C a po nésled-
né separaci ti‘eti ¢asti, napfiklad centrifuga-
ci, se supernatant obsahujici prevdZn& ga-
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ma globulin podrobi dalsimu zpracovani na-
priklad srédZeni pomoci etanolu, uvedeni ga-
ma globulinové pasty do roztoku, odstrafio-
vdni nizkomolekularnich sloufenin napfi-
klad gelovou filtraci, sterilizaci napfiklad
filtraci a lyofilizaci nebo zakoncentrovéani
pomoci membran.

Vyndlez je dale objasn&n na piikladu pro-
vedeni jimZ jeho rozsah neni ani omezen
ani vyferpdan.

Pfiklad

Odstraiiovéni vysokomolekuldrnich latek
blokujicich afinek komplementu se prova-
di tim zpiisobem, Ze tyto vysokomolekuldrni
l4tky s antikomplementdrni aktivitou se
spolu sréZeji s fibrinogenem pomoci etano-
lu. Precipitace fibrinogenu pomoci etanolu
neprobfhd v¥ak kvantitativné a z toho di-
vodu je potfeba provad&t tuto precipitaci
tifstupiiove.

Precipitace prvni Cdsti fibrinogenu se
provadi z plasmy pomoci 8 +1 obj. % eta-
nolu z celkového objemu reak&ni smési pii
kone&né teplotd —2,5°C -+0,5°C p¥i pH 7,0
-+0,2. Hlavni podil fibrinogenu je vysrdZzen
v podob& jemné suspenze, kterd je separo-
vana napiiklad centrifugaci a ze ziskaného
supernatantu se provede precipitace druhé
¢é4sti fibrinogenového obsahu.

Precipitace druhé ¢&éasti fibrinogenu se
provddi ze supernatantu pomoci 8 -1 obj.
procento etanolu z celkového objemu reake-
n{ smési pii konetné teplotd —2,5°C +0,5°
Celsia, pH 5,35 +0,1. Fibrinogen je v tom-
to pripads sraZen uZ jako balastni bilkovina
spolu s jinymi bilkovinami v podobé& suspen-
zen, kterd je separovdna, napiiklad centri-
fugaci, a ze ziskaného supernatantu se pro-
vede precipitace tfeti &&sti fibrinogenového
obsahu.

Precipitace tieti Casti fibrinogenu se pro-
vadi ze supernatantu pomoci 19 +2 obj. %
etanolu z celkového objemu reak&ni smési
pii pH 5,85 40,1, teploté —5°C +1°C pfi-
dem? po néasledné separaci vyprecipitova-
nych bilkovin se bilkovinna pasta suspendu-
je na 1,3 -0,5% roztok bflkovin v destilo-
vané apyrogenni vods o teploté 0°C aZ ~+1°
Celsia a iontové sile 0,018 4-0,004, napfiklad
od chloridu sodného. Z takto pFipraveného
bilkovinného roztoku se pomoci 10 2 obj.
procenta etanolu z celkového objemu reaké-
ni smdsi pfi teplotd —2,5°C +0,5°C je vy-
precipitovan fibrinogen jako balastni bilko-
vina ve smési s jinymi bilkovinami. Po na-
sledné separaci tiet{ &asti fibrinogenu v po-
dob& bilkovinné‘ pasty, napiiklad centrifu-
gaci, se v supernatantu nachazi prevainé
roztok gama globulinu, ktery se podrobi
daldimu zpracovéani napfiklad sraZeni po-
moci etanolu, uvedeni gama globulinové
pasty do roztoku, odstraiiovédni nizkomole-
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kularnich sloudenin, napfiklad gelovou filt-
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raci, sterilizaci, napriklad filtraci a lyofili-
zaci nebo zakoncentrovdni pomoci mem-
bran.

Numerické hodnoty uvddéné jako optima
jsou vhodné pro technologické provedeni,
které bylo Gspé&3né odzkouseno.

PREDMET VYNALEZU

Zplsob odstraiiovdni vysokomolekuléar-
nich latek blokujicich u&inek komplementu
z krevni plasmy, vyznaCujici se tim, Ze vy-
sokomolekuldarni 14tky se sradZeji s fibrino-
genem z krevni plasmy etanolem do fibrino-
genoveho precipitdtu ve tfech stupnich,
pritemZ prvni &ast je precipitovdna p¥i 8
-+1 obj. % etanolu z celkového objemu re-
ak&ni smési, teploté -~2,5°C --0,5 °C, pH 7,0
-+0,2 a po nésledné separaci, nap¥iklad cen-
trifugaci, je druha ést fibrinogenového ob-
sahu precipitovdna ze supernatantu p¥i 8
+1 obj. % etanolu z celkového objemu re-
akéni smési etanolem, teplot§ —2,5°C 40,5
Celsia, pH 5,35 40,1 a po nésledné separa-
ci, naptiklad centrifugaci je treti ¢ast fibri-
nogenového obsahu precipitovdna p¥i 19
-+ 2 obj. % etanolu z celkového objemu re-
akéni smési pri pH 5,85 4 0,1, teplotd —5 °C

4 1°C a po nésledné separaci, napi¥iklad
centrifugaci, Jje takto ziskana bilkovinnd
pasta suspendovdna na 1,3 -+ 0,5% roztok
bilkovin v destilované apyrogenni vodé o
teploté 0°C aZ +-1°C a iontové sile 0,018
-+0,004 pri¢emz &ast bilkovin obsahujicich
fibrinogen je precipitovdna p¥i 10 4 2 obj.
proc. etanolu z celkového objemu reakéni
smési pli teploté —2,5°C -+ 0,5°C a po né-
sledné separaci tF¥eti &asti, napriklad cen-
trifugaci, se supernatant, obsahujici prevaz-
né gama globulin, podrobi dal§imu zpraco-
vani, napfiklad sréZeni pomoci etanolu, u-
vedeni gama globulinové pasty do roztoku,
odstrafiovdn{ nizkomolekuldrnich slouenin,
napriklad gelovou filtraci, sterilizaci, nap¥i-
klad filtraci a lyofilizaci nebo zakoncentro-
vani pomoci membran.

Severografia, n. p., zdvod 7, Most
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