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(54) Sposob ziskavania {udského gemaglobulinu z odpadnej frakcie vznikajicej pri depyro-
genizécii injekdného rostoku

Vynélez moZno vyufif v imunologic-
ko-biologickej vyrobe liefebnych priprav-
" kov. USelom vyndlezu je zvylenie vytai-
nosti ludského gamaglobulinu pripravova-
~ného z fudskej plazmy, vyufitim odpadne]
. frakeie vznikajicej pri depyrogenizdcii
. injex¥ného roztokn. ZvySenie dinku,
najma vytainosti fudského gamaglobulinu
. sa dosahuje tym, e z odpadne] frakecie
~ vznikajice] pri depyrogenizécii injekiné-
ho roztoku sa pri pH 5,5 a¥ 5,8 ionove]
 sile 0,001 a¥ 0,01 a% 6,0 hmotnostnich %
bielkovin extrahuje gamaglobulin.
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Vyndlez sa tyka spdsobu extrakcie ludského gemaglobulinu
2z odpadnej frakcie vznikajicej pri depyrogenizdeii injekéného
roztoku a to tym spdsobom, Ze pri vhodnej koncentrdcii bielko-
vin, pH, ionovej sily & teploty gameglobulin prechddza do roz-
toku a od nebielkovinného podielu je separovany ceatrifugdciou.
V dalSej féze koncentrdcia ionov vdpnika a fosforu sa znizZuje
dialyzou. _

Najznamejs8ie izoladné postupy Iudského gamaglobulinu sis

Vysolovanie pomocou soli /Howe P,E.: Physiol. Revse. 5,439,
1925, Edsall J.T+: Advances in Protein Chem. III, 383-479,
1947, Nitschmena H.s Vox Sang., 6, 2, 244, 1961/,

- Prekciondcia etanolom /Cohm E.J., Strong L.E., Hughes W.L.,
Mulford D.J., Ashworth J., Melin M., Taylor H.L.: J. Amer. Chem.
Sec., 68, 459, 1946/ a jej modifikdcia /Nitschmann H,, Kistler
P.,, Lergie W,: Helv, Chim, Acta, 37, 866, 1954, Hofejéi Jes
Cas. lek, Zeskych, 39, 1067, 1953/.

Frakciondeia rivanolom /Rejnek J., Bedndrik T., Madek J.:
Csl. farm.,, 10, 407, 1961, Hofejéi Jey Smetana R.: Chem. 1isty,
48, 758, 1954, Skvaril F.s Csl. farmécia, 9, 522. 1957, Salfer
A., Lipkin L.E.: Proc. Soc. exp. Biol., Med., 102, 1, 220-222,
1959, Steinbuch M.s Vox. Sanguinis 23, 92-106, 1972/.

Fraekciondcia kovmi /Cohn E.J., et.al.: J. Am. Chem. Soc.,
72, 465-474, 1950, Rejnek J., Skvaril F.: Chem. listy, 51, 6
1190-1193, 1957/.

Prakciondcia polyethylenglykolem /Falksveden I.: Patent
Svedske, 348, 942, 1972, Polson A., Ruiz-Brave C.: Vox Sangui-
nis 23, 107-118, 1972/.

Gélovd filtrdcia /Fureman P,, Vawier W.E., Goodman H.C.:
Proc. Soc. exp. Biol. Med., 115, 4, 845-849, 1969, Friedli H.,
Fournier E., Volk-T., Kistler P.: Vox Senguinis, 33, 2, 93-96,
1977/, .
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V pripade, Ze injekdny roztok Iudského gemaglobulinu nevy=-
hovuje kritérism na obsah pyrogennych ldtok pedla Csl.3 preve-
die sa jeho depyrogenizdcia nasledovaym spdsoboms:

Injekény roztok Yudského gamaglobulinu sa echladi na teplo-
tu + 2 a% + 4 % a po kvapkéch za steléhe mieSania pridd sa 10
objemovych %, 15 % roztoku normdlneho fosforelnanu sodného a 5
objemovych %, 18 % roztoku octanu vdpenatého.

Po vytvoreni gélu zmes sa ponechd pri teplote + 2 aZ + 4 °c

po dobu 24 hodin, podom sa gél odstrani centvifugédciou. Odped-

néd frakcia predstavuje nerozpustiny fosforednan vdpenaty, ktory

ns seba viafe urdité mnoZstve gamaglobulinu. Tdte frekcias vzni-
kajica pri depyrogenizdcii injek&ného roztoku ludského gameglo-
bulinu doteraz nebola vyuZivand a predstavuje odpad.

Na ziskenie gamaglobulinu z tejto frakcie bol vypracovany
technologicky postup, kde extrakciou pri vhodnej koncentrdcii
pielkovin, pH a ionovej sily sa ziskavd vyhovujici gamaglobulin.
Navrhovany technologicky postup extrakcie Iudského gemeglobuli-
au 2 odpadnej frakcie vznikajicej pri depyrogenizdeii Iudského
gamaglobulinu prispieva k dalSiemu zhodnocovanin vychodze]j suro=-
viny Tudskej plazmy a uspokojovaniu zdravotnickeho terénu Zisde-
nym pripravkom.

v Podstata extrakcie Iudského,gamaglobuiinu z odpadne] frak-
cie vznikajicej pri depyrogenizdcii injekdného roztoku spoliva
v tom, ze tdto sa suspenduje v apyrogennej vode na 2,0 aZ 6,0
hmotnostafch % bielkovin, ionovej sily 0,001 a% 0,01, pH 5,5 al
5,8 pri teplote + 4 °C. MieSanim po dobu 3 af 5 hodin gamaglo-
bulin prejde do roztoku a nerozpustné balastné podiely sa sepa-
ruji centrifugdciou. Ziskany supernatant sa filtruje cez Zeria-
ce vloZky a filtrdt ea dialyzuje oproti 0,35 - 0,85 % - r@zteku'
chloridu sodného pri teplote + 4 % po dobu. 8 aZ 48 hodin.
Dialyzét sa rozpliuje do NTS flia#, namrazuje, lyofilizuje

a farmaceuticky spraciva na injek&ny roztok gamaglobulinu.

Priklad &, 1

1000 g odpadnej frakcie vznikajicej. pri depyrogenizdcii
gemaglobulinu sa suspepduje v 2000 ml apyrogehnej vody. Po dvoj-
hodinovom mie#ani prevedie sa koatrola hodnoty pH a pridanim
35 ml 1M CHBCOOH upravi sa na hodnotu 5,5. Roztok sa potom
eSte mieSa 3 a% 4 hodiny pri teplote + 1 aZ + 4 °C, podom sa
centrifuguje ne chladenej vysokoobratkovej centrifuge. Ziskeny
supernatant sa filtruje cez Ceriace vloZky a filtrédt sa potom
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dialyzuje oproti 0,35 % roztoku chleridu sodnéhe po dobu 18 ho-

dim pri teplote + 1 aZ + 4 °c. Konednd koncentrécia fesforu

v dialyzovenom roztoku mé sa zafZit pod hranicu 4 mg % & védpni-

ke pod hraniou 3,5 mg %. Dialyzédt sa rozpliiuje do NTS flia8, na-
mrazuje, lyofilizuje. Lyofilizoveny gameglobulin sa rozpista

a farmaceuticky spracuva.

Priklad &. 2

1000 g odpadnej frakcie vznikejlicej pri depyrogenizdcii ga-
maglobullnu sa suspenduje v 4000 ml apyrogennej vody. Po dvojho~-

‘Binovom miedani se prevedis kontrola hodnoty pH roztoku & prida~ -

aim 50 m1 1 M CHBCOOH upravi sa na hodnotu 5,6. Roztok sa potom
eite mieSd 3 aZ 4 hodiny pri teplote + 1 aZ + 4 9c, podom sa cea-
trifuguje na ohladenej vysokoobratkovej centrifuge. Zigekny su-
perpatant sa filtruje cez Seriace vloZky a filtrdt sa potom dia=-
lyzuje oproti 0,45 % roztoku chloridu sodného po dobu 40 hodin
pri teplote + 1 aZ + 4 %G, Konedné koncentrdcia fostord v dialy~
gzovanom roztoku mé sa zniZit pod hranicu 2 mg %'a:vépnika pod
hranicu 1,75 mg %. Dialyzdt sa rozpliiuje do NTS flias, nsmrazuje
a lyofilizuje.. Lyofilizovany gemaglobulin sa rozpuéfa a farmaceu-
ticky spracivae. :

V§tainost

Viteinost takto ziskaného 16 % injek¥ného roztoku gamaglo-
bulinu sa v priemere pohybuje okolo 900 ml z 1000 g odpadne}]
frakcie. '

Analytické hodnotenie:

Peiad@vané‘skﬁéky

Kritéria OSN 86 3131

Dosiahnuté vysledky

Sterilita
Neskodnost

Obsah pyrogénnych
ldtok

Obsah bielkovin
Obseh stabilizdtora
Obseh tiomersdlu
Obsaeh NaCl

pH
Elektroforetickd
¢istota

sterilné
neékodpé

apyrogénne
14,5-17,5 g/100 ml
1,5-3,0 g/100 ml
max. 0,01 g£/100 ml
095"099 %

6,2-7,2

min., 90 %

vyhovuje
vyhovuje

vyhovuje

14,81 £/100 ml
1,88 g/100 ml
0,0088 g/100 ml

0,76 %

6,93

9,4 %
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Obsah fosforu

mex. 12,0 mg %
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PoZadované skisky Kritéria vyrobného pred- Dosiahnuté

: pisu , doplnok 1 vysledky
Obsah védpnika max. 11,5'mg'% 10,5 mg %

12,0 mg %
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l.

2.

Spdsob ziskdvania gamaglobulinu z odpadnej frakcie vznikaji-
cej pri depyrogenizdcii injekéného roztoku Iudského gamaglo=-
bulinu vyznaéujici sa tym, Ze odpadnd frakcie sa suspenduje

v apyrogennej vode pri teplote + 1 a% + 4 °C na koncentrédciu
2,0 a% 6,0 hmotnostnych % bielkov1n,pr 5,5 a¥ 5,8, ionovej

sile 0,001 a% 0,01 a koncentrdcia ionov vdpnika a fosforu ss
zniZuje dialyzou oproti 0,35 a% 0,85 % roztoku chloridu sod-
ného. ‘

Spésob pripravy podla bodu 1 vyznadujici sa tym, Ze dialyza
ziskaného roztoku gamaglobulinu prevddza sa pri teplote + 1
a¥ & 4 °C po dobu 8 a% 48 hodin.
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