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Kit pro test biologické ucinnosti transfer faktoru

Oblast techniky

Technické feseni se tyka kitu pro test biologické ucinnosti transfer faktoru.

Dosavadni stav techniky

Od padesatych a Sedesatych let dvacatého stoleti je znamy prenosovy faktor (transfer faktor),
schopny prenést imunologickou reaktivitu darce na pfijemce. Jedna se o smés biologicky aktivnich
nizkomolekulamich latek, ziskanych dialyzaci homogenatu bilych krvinek (leukocyti).

Transfer faktor 1ze ziskat rmiznymi metodami, nejcastéji je popisovana dialyza nebo ultrafiltrace
sm¢si leukocytu periferni krve (lidské nebo zvireci).

Stav techniky popisuji napf. dokumenty EP2037949 [Sevapharma A.S., CZ] a dokumenty téze
patentové rodiny, napt. W0O2007143957 a CZ2006377.

Dosavadni stav techniky popisuje tyto vyrobni technologické kroky:

a) Priprava leukocytamiho koncentratu

b) Dialyza a/nebo ultrafiltrace

¢) Koncentrace lyofilizaci

d) Priprava roztoku surového 1éCiva

e) Mezioperacni zkousky

f) Homogenizace

g) Predfiltrace

h) Ultrafiltrace

1) Stenlizujici filtrace

1) Tepelna inaktivace

k) Rozpinani

1) Lyofilizace

Dosud vyrabéné transfer faktory jsou pfipravovany bud’ jako tekuté pripravky nebo ve form¢
prasku, ziskaného lyofilizaci nebo jinou formou suseni. Jejich bezpecnost je zajisténa nékolika
metodami; nejcasté)i tepelnym oSetfenim (pasterizaci pii definované teploté a délce trvani) nebo
ruznymi stupni filtraci (napf. sterilizujici filtrace) a testy vstupni suroviny na nepfitomnost
patologickych mikroorganizmi. Vystupem vSech dosud popsanych postupu je tekutd nebo

praskova forma transfer faktoru, kterou lze aplikovat bud’ injek¢né (podkozné nebo intravenozng)
nebo jako peroralné podané pripravky (napf. roztoky) do zazivaciho traktu.
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Biologicka uc¢innost dosud vyrabénych transfer faktorii je prokazovana testovanim in vivo na
zvifecich modelech nebo in vitro sledovanim jejich vlivu na cytokinové a jiné bunééné aktivity.

Vyrabéné pripravky na bazi transfer faktoru vykazuji tyto nevyhody:
- pfi injekénim podani maji velkou bolestivost, ktera je pfimo umémna aplikovanym objemum;
- parenteralni pfipravky musi byt vyrabény jako sterilni pfipravky;

- biologicky ucinek transfer faktoru, podavanych peroralné do zazivaciho traktu, je snizovan
agresivnim prostfedim zazivacich organu.

Technické feseni fesi vSechny tyto nevyhody modifikaci technologie vyroby a technologii pfipravy
transfer faktoru ve formé lyofilizované tablety definovaného slozeni.

Podstata technického reseni

Podstatou technického feseni je kit pro test biologické ucinnosti transfer faktoru, popsany dale
v kapitole ,, Test biologické ucinnosti* a v prikladu 3.

Zpusob vyroby zahrnuje nasledujici technologické kroky:

a) Pripravu leukocytamiho koncentratu

b) Dialyza nebo ultrafiltrace

¢) Odstranéni soli a koncentrace nanofiltraci

d) Tepelna inaktivace

¢) Formulace tablety

f) Priprava lyofilizované tablety

Tii technologické kroky: pfiprava leukocytarniho koncentratu (transport, skladovani, pfiprava
homogenatu), technologie pfipravy uéinné latky (dialyza nebo ultrafiltrace) a tepelna inaktivace
probihaji dle soucasného stavu techniky.

Znamym zpusobem ziskana ucinna latka (dialyzat nebo ultrafiltrat) obsahuje vedle biologicky
ucinnych slozek velké mnozstvi balastu ve formé soli. Tyto sole maji bud’ fyziologicky puvod
(pfirozené komponenty krevnich slozek) nebo umély (protisrazlivé latky, pridavané do krve pri

jejim odbéru). Zaroven tento material obsahuje nezadouci vysoky obsah vody.

Technické feseni spociva zejména v zarazeni nasledujicich novych kroku pfi zpusobu pfipravy
1¢¢iva transfer faktor:

- odstranéni prebytecnych soli a prebytecného obsahu vody pouzitim technologie nanofiltrace pfes
membranu o vhodné porozité;

- pfipravu lyofilizované tablety obsahujici transfer faktor jako ucinnou latku;

- aplikaci ucinné latky peroraln¢ ve formé€ lyofilizované tablety, ktera se nepolyka a pusobi pies
bukalni sliznici,
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- test biologické ucinnosti pripravku, zalozeny na sledovani proliferacniho efektu na tkanovou
kulturu.

Popis jednotlivych kroku

Priprava leukocvtarniho homogenatu:

Leukocytarni koncentraty od jednotlivych darcu jsou transportovany a skladovany ve zmrazeném
stavu. Po rozmrazeni pii teplot€¢ do +37 °C se surovina ziskana od jednotlivych darct spojuje do
vétsSiho objemu. Prace musi probihat ve vyrobnich prostorach s definovanou tfidou distoty
prostredi. Nasledné se v leukocytamim homogenatu rozrusi vSechny membranové komponenty
metodou opakovaného zmrazovani a rozmrazovani, popfipadé rozrusenim bungk ultrazvukem,
nebo kombinaci obou postupti.

al) Priprava homogenatu metodou zmrazeni - rozmrazeni:

Zmrazovani se provadi v lazm denaturovaného etylalkoholu pfi minimalni teploté -35 °C na
rotacnich zmrazovacich zafizenich. Rozmrazovani se provadi ve vodni lazni pfi teplot¢ maximalné
+37 °C. Cely cyklus mrazeni a rozmrazovani se opakuje 6x. Po ukonceni 6. cyklu se homogenat
ponechany v puvodnich lahvich

ulozi do mraziciho pultu pfi teploté min. -17 °C do dalsiho zpracovani.
a2) Priprava homogenatu pomoci ultrazvuku:

Leukocytarni homogenat se po rozmrazeni pripravi rozruSenim bunék ultrazvukem pri 20 kHz po
dobu 10 minut pfi teploté +2 °C az +8 °C. Po této dob¢ dezintegrace se ziskany homogenat uloZi
do mraziciho pultu pfi teploté min. -17 °C az do dalSiho zpracovani.

a3) Priprava homogenatu kombinovanou metodou:

Jako alternativni postup vyroby se pouziva kombinovany postup homogenizace leukocytu. Cyklus
zmrazeni a rozmrazeni se opakuje 5 x s naslednou dezintegraci ultrazvukem pfi 20 kHz po dobu
3 minut pfi teploté +2 °C az +8 °C. Po této dezintegraci se ziskany homogenat ulozi do mraziciho
pultu pfi teploté min. -17 °C az do dalsiho zpracovani.

U vsech teplot uvadénych v tomto vyrobnim kroku by nemél byt jejich vykyv vétsi nez 30 °C na
ob¢ strany teplotni stupnice a ¢as by nemg¢l byt jiny nez v fadu minut.

b) Dialyza

Zpracovani leukocytarniho homogenatu se provadi v uzavieném systému na dialyzacni kolong.
V pfipadg¢, Ze leukocytarni homogenat byl pred dalSim zpracovanim zmrazen, rozmrazi se ve vodni
lazni max. +37 °C teplé. Teplota muze byt i nizsi (do + 4 °C). Je vvhodou, pokud se od definované
teploty nelisi o vice nez +33 °C.

Dialyza homogenatu probiha jako dialyza v uzavieném systému.

Dialyza se provadi na dialyza¢ni jednotce z umélé ledviny obsahujici membranu, zadrzujici ¢astice
o relativni molekulové hmotnosti vétsi nez 10 000. Dialyza se provadi za snizené teploty +2 °C az
+8 °C. Tato teplota nema byt odlisna o vice nez 20 °C. Objem homogenatu leukocytarniho
koncentratu zpracovaného v jednom cyklu se pohybuje s vyhodu od 1,4 do 2,4 1. Nemél by byt
vysSi nez desitky litri a mensi nez 0,2 litru. Mnozstvi vody na injekci potiebné k dialyze
nizkomolekulamich latek v rozmezi teplot +2 °C az +8 °C se pohybuje v rozmezi 8 az 13 1. Toto

-3-
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mnozstvi vody muze byt pifi pouziti jinych teplot rizné, nemélo by byt v jiném objemovém radu,
nez jsou litry.

Je vyhodou, pokud pfi vlastnim pribéhu dialyzy dezintegrovany leukocytami koncentrat pomoci
¢erpadla koluje pres dialyzacni jednotku okruhem o prutoku 1,2 az 2,0 1 / hod. a voda na injekci
jako dialyza¢ni medium pres stejnou dialyzacni jednotkou druhym okruhem rychlosti 04  az
0,5 I/hod. Za téchto podminek se pohybuje doba dialyzy v rozmezi 24 hodin + 4 hod. Pokud jsou
v procesu pouzité jiné cirkulacni rychlosti, musi se umérn¢ upravit i doba dialyzy. Dialyza se
ukon¢i, kdyz hodnota absorbance dialyzatu klesne pod 0,6 pfi 260 nm. Tato hodnota je doporucena,
muze byt i odliSna.

Obdobnym zpusobem lze postupovat v piipad€, Ze je dialyza nahrazena ultrafiltraci.

¢) Odstranéni soli a koncentrace nanofiltraci

V tomto vyrobnim kroku se ziskany dialyzat zbavuje nezadoucich soli a zaroven se koncentruje
nanofiltraci na pozadovany objem. V tomto vyrobnim kroku jde predev§im o to, Zze ziskany
dialyzat, ktery obsahuje pro dalsi zpracovani prili§ velky objem soli a vody musi byt odsolen
a zakoncentrovan tak, aby byl pfimo pouzitelny pro konstrukci lyofilizované tablety, tedy bez dalsi
nutnosti dofed’ovani nebo zahustovani nebo obohacovani nebo jakékoliv jiné dodate¢né upravy
ziskaného roztoku. Metody zahustovani mohou byt rizné. Pouzita metoda resi dva technologicke
pozadavky: Setrnym postupem zbavuje produkt soli a nezadouciho nadmérného objemu vody. Proti
tepelnému namahani je produkt chranén chlazenim celého procesu. Teplota pii nanofiltraci by
nemg¢la prekrocCit +30 °C a je vyhodou, kdyz se tato teplota, pohybuje v rozsahu 14 az 25 °C
a zpracovavany objem tekutiny neni vétsi nez 50 litrii a mensi nez 5 litrti. Idealni objem se pohybuje
kolem 15 litri. Pracovni tlak na filtru je 20 bar £ 5 bar (2 MPa + 0,5 MPa). Vzdy je tfeba se vyhnout
statickému protitlaku na stran¢ permeatu. Filtrace se provadi systémem maximalniho oddéleni
permeatu z filtrovaného vzorku. Zbyvajici vzorek je ve filtraCnim zafizeni pfimo nafedény
demineralizovanou vodou v mnozstvi odebraného permeatu. Po promichani takto nafedéné
tekutiny nasleduje vlastni filtrace. Tento postup se opakuje 4x. Pro nanofiltraci se s vyhodou
pouziva polyamidovy tenkovrstvy kompozit jako membrana o porozité umoziujici propustnost do
1000 Da. Pfedmétem patentové ochrany v tomto vyrobnim kroku je krok odstranéni pfebytecnych
soli a vody popsanou metodou nanofiltrace.

d) Tepelna inaktivace

Pro bezpecnost produktu je tfeba zajistit jeho inaktivaci. Transfer faktor je tepelné inaktivovan
pasterizaci pfi +60 °C po dobu 10 hodin ve vodni lazni. Popsany postup zarucuje, ze produkt je
bezpecny a zaroven je natolik Setrny, Ze nezpusobi jeho poskozeni. Tento technologicky krok
probiha rovnéz dle soucasného stavu techniky.

¢) Formulace matrice tablety

Z hlediska obsahu zahustovadel a plnidel ma tableta toto definované slozeni:

Formulace jedné tablety reprezentuje tyto komponenty:

Dextranum 40 0,05¢
(C6H1005)n
Iota karagenan 0,0015 g

(B-D-galaktosa-4-sulfat; 3,6-anhydrid-a-D-galaktosa-2-sulfat)

Macrogolum300 0,005 g
(Polyethylenglycolum 300)
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Saccharinumnatricum 0,0003333 g
(Sodna sul 1,1-dioxid-1,2-benzothiazol-3(2H)-onu; C7TH4NNaO3S)

Ucginna latka (transfer faktor) 1 Ié¢iva davka

Aqua purificata ad05¢g

Vlastni pfiprava tablet:

Predem se pripravi roztok ucinng latky (transfer faktoru) tak, aby jedna davka byla rozpusténa
v 0,25 ml vody v kvalité ,,voda pro injekce®.

Nasleduje priprava vlastni matrice:

0,0015 g karagenanu iota se rozpusti za zvySené teploty ve vodni lazni (60 °C) v 0,17 g ¢isténé
vody. Ktomuto roztoku se pfida 0,05 g dextranu 40 a michanim se rozpusti. K urychleni
rozpousténi dextranu lze pouzit ultrazvukovou lazen po dobu 1 min nebo lze smés udrzovat mirng
zahratou ve vodni lazni (40 °C).

Po ochlazeni na laboratorni teplotu se prida 0,005 g makrogolu 300 a 0,0003 g sodné soli sacharinu,
doplni se ¢isténou vodou na 0,25 g a micha se do rozpusténi vSech slozek. Nasledné se matrice
smisi s pfedem pfipravenym roztokem TFI. Nasleduje davkovani po 0,5 ml do blistru, ktery slouzi
jako primarni obal lyofilizované tablety. Pfedmétem technického feSeni v tomto vyrobnim kroku
Jje matrice tablety.

f) Priprava lyofilizované tablety

Dle predpisu pro formulaci jedné tablety se pfipravi roztok matrice tablet a vhodnym davkovacim
zafizenim se tento roztok rozplni pfimo do jednotlivych jamek blistrii po 0,5 ml.

Pred rozplnénim pripravku do blistrii se lyofiliza¢ni zafizeni nastavi do modu vymrazeni desek do
nadefinované teploty -50 °C. Vymrazeni desek do této teploty probéhne do cca 2 hodin.

Po dosazeni poZzadované teploty -50 °C se na vymrazené desky lyofilizacniho zafizeni zalozi blistry
s rozplnénym materialem. Nasledné se lyofiliza¢ni zafizeni prepne do modu primamiho suseni
(sublimace), nastavi se hodnoty pro vymrazeni kondenzatoru na hodnotu -55 °C a hodnotu vakua
na 0,3 mbar (30 Pa). Po dosaZeni nastavené teploty kondenzatoru -55 °C se spusti lyofiliza¢ni
proces.

Lyofilizaéni susSici proces lze nastavit v automatickém nebo poloautomatickém rezimu.

V automatickém rezimu nelze zasahovat do nastavenych parametri po celou dobu lyofilizace,
poloautomaticky rezim umozinuje v pripad¢ potfeby upravovat a prepinat jednotlivé faze
(vymrazeni, primarni suSeni, sckundami su$eni) ru¢nim ovladanim. Po 2 hodinach se proces
lyofilizace méni do modu sekundarniho suseni (desorbce).

Teplota desek se nastavi na hodnotu -30 °C, vakuum na 0,005 mbar (0,5 Pa).

V dals§im postupu se teplota desek vzdy po 1 hodin¢ snizuje postupné na -20 °C, -10 °C, 0 °C,
+10 °C a +25 °C. Cely lyofiliza¢ni proces se ukon¢i maximaln¢ do 24 hodin od jeho zahgjeni.
Realny ¢as ukonceni lyofilizace se odviji od dosazeni popsanych teplotnich hodnot desek a hodnot
vakua. Po ukonceni lyofilizace se lyofilizacni zafizeni zavzdusni, blistry s vysu§enym produktem
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s¢ vyjmou a na blistrovacim zafizeni uzaviou zatavovaci kryci folii. Pfedmétem technického feseni
v tomto vyrobnim kroku je forma lyofilizované tablety.

Vyse uvedenym zpusobem je pfipraveno 1éCivo transfer faktor, z leukocyti periferni krve,
obsahujici bilkovinné slozky a slozky nukleovych kyselin, jejichz pomér v 1é€ivu vyjadiuje index
absorbance, coZ je pom¢r ziskany spektrofotometrickym mérenim absorbance v UV oblasti pri
260 nm a 280 nm. Tento index nesmi mit hodnotu mensi nez 1,7 s vvhodu v rozpéti 1,7 az 2,1.
Lécivo je zbavené balastnich soli metodou nanofiltrace. Zadna ze slozek 1é¢iva nema molekulovou
hmotnost vétsi nez 10 000 daltoni.

Lékova forma podani je lyofilizovana tableta. V jedné lyofilizované tableté je obsaZena jedna
1¢¢iva davka pripravku, ktera predstavuje mnozstvi biologicky aktivnich latek ziskanvch z cca
200 milionu perifernich leukocytu, schopnych normalizovat porusenou bunéfnou imunitu
pfijemce. Lyofilizovana tableta se vyrabi lyofilizaci tekuté¢ matrice. Tekuta matrice se vyznacuje
hodnotou osmolality v rozpéti 150 az 400 mmol/kg. V lyofilizované tableté 1ze prokazat ucinnost
biologicky aktivnich latek.

Test biologické uéinnosti

Test biologické ucinnosti je zalozeny na sledovani ucinku transfer faktoru na viabilitu modelové
bunééné linie po jejim predchozim ovlivnéni imunosupresivni latkou azathioprinem.

Jako modelova bunééna linie se pouziva imortalizovana T- lymfocytarni bunééna linie Jurkat CCL-
81. Viabilita bun¢k je méfena na pratokovém cytometru s pouzitim komeréniho MTT testu. MTT
m¢ii metabolickou aktivitu bungk a je tak vhodny pro stanoveni bunécéné viability. Test je zalozen
na redukci tetrazoliové soli MTT (3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- difenyltetrazolium bromid) na
nerozpustny formazan. Mnozstvi vytvofeného formazanu je pak pfimo uméme¢ poctu zivych bunék.

Bunécna linie Jurkat je kultivovana v RPMI médiu obohaceném 10 % fetalniho bovinniho séra,
2 mM glutaminu a smési penicilin (100I/ml)-streptomycin (100pg/ml). Pro supresi modelové
bunééné linie se pouzije azathioprin o koncentraci 5 ug/ml.

Pro test biologické ucinnosti se piida transfer faktor fedény 80 az 160krat. Inkubace bun¢k probiha
po dobu 72 h. Po této dob¢ inkubace se ke kazdé jamce v desti¢ee pfida 20 ul zasobniho roztoku
MTT (5 mg/ml) a desticka je nadale inkubovana 3 h pifi 37 °C. Poté se odstrani supematant
a vytvorené krystalky formazanu se solubilizuji ve 150 pl dimethylsulfoxidu. Vysledna opticka
denzita roztokii se méfi pfi 570 nm na destickovém spektrofotometru a vyhodnocuje se jako
viabilita bungk.

P1i vlastnim testu je vyhodné pouzit tyto srovnavaci skupiny:

Kontrolni skupina - samotné neovlivnéné Jurkat buiky;

Jurkat buriky suprimované azathioprinem;

Jurkat buniky ovlivnéné transfer faktorem;

Jurkat burniky suprimované azathioprinem a nasledné ovlivnéné transfer faktorem.

Vyhodnoceni vysledkii:
Pridany samotny transfer faktor nijak neovlivni viabilitu bunék oproti kontrolni skupin¢.
Vzhledem ke kontrole pfidany azathioprin snizi viabilitu bunék pod 50 % hodnoty kontrolni

skupiny.

Transfer faktor v kombinaci s azathioprinem vrati viabilitu bun¢k potlacenou azathioprinem o cca
40 % smérem zpét k normalu.
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Predmétem technického feseni v tomto vyrobnim kroku je in vitro test biologické ucinnosti transfer
faktoru.

Pouziti

Technické feseni je vyuzitelné pii komercni pripravé jakéhokoliv transfer faktoru, specifického
1 nespecifického, pripravené¢ho z homogenatu leukocyti perifemni krve. Technické feSeni je
vyuzitelné jak pfi vyrob&é humanniho pfipravku, tak i u modifikaci uréenych pro veterinami pouZiti.
Predmétem ochrany je 1 doporuéené podani transfer faktoru, které spociva v podani lyofilizované

tablety do oblasti bukalni sliznice.

Podani transfer faktoru v této formé zabrani spolknuti tablety, v praibéhu nékolika sekund dojde
k jejimu rozpusténi na sliznici.

Hlavni terapeuticky efekt je tak zprostfedkovany prinikem 1€¢iva pouze pfes ustni sliznici.

Priklady uskuteénéni technického feSeni

Priklad 1
Zpusob pripravy léciva transfer faktor

a) Pripravu leukocytamiho koncentratu

b) Dialyza nebo ultrafiltrace

¢) Odstranéni soli a koncentrace nanofiltraci
d) Tepelna inaktivace

¢) Formulace tablety

f) Priprava lyofilizované tablety

a) Priprava leukocytamiho koncentratu

Leukocytamni koncentraty jsou uskladnény ve zmrazeném stavu. Nasledné se pfi teploté max.
+37 °C leukocytami koncentrat spoji do pracovniho objemu. Prace musi probihat ve vyrobnich
prostorach s definovanou tfidou Cistoty ,,C" prostfedi. Nasledné se v leukocytarnim homogenatu
rozru$i vSechny membranové komponenty metodou opakovaného zmrazovani a rozmrazovani,
popfipadé rozrusenim bunék ultrazvukem, nebo kombinaci obou postupii.

a 1) Priprava homogenatu metodou zmrazeni - rozmrazeni:

Zmrazovani se provadi v lazm denaturovaného etylalkoholu pfi minimalni teploté -35 °C na
rotacnich zmrazovacich zafizenich.

Rozmrazovani se provadi ve vodni lazni pfi teplot¢ maximalné +37 °C. Cely cyklus mrazeni
a rozmrazovani se opakuje 6x. Po ukonceni 6. cyklu se homogenat ponechany v puvodnich lahvich
ulozi do mraziciho pultu pii teploté min. -17 °C do dalsiho zpracovani.

a 2) Priprava homogenatu pomoci ultrazvuku:
Leukocytarni homogenat se po rozmrazeni pripravi rozru§enim bunék ultrazvukem pii 20 kHz po

dobu 10 minut pii teplot€ +2 °C az + 8 °C. Po této dob¢ dezintegrace se ziskany homogenat ulozi
do mraziciho pultu pfi teploté min. — 17 °C az do dalsiho zpracovani.
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a 3) Priprava homogenatu kombinovanou metodou:

Jako alternativni postup vyroby se pouziva kombinovany postup homogenizace leukocytu. Cyklus
zmrazeni a rozmrazeni se opakuje 5x s naslednou dezintegraci ultrazvukem pri 20 kHz po dobu
3 minut pfi teploté +2 °C az +8 °C. Po této dezintegraci se ziskany homogenat ulozi do mraziciho
pultu pfi teploté min. -17 °C az do dal$iho zpracovani.

U vsech teplot uvadénych v tomto vyrobnim kroku by nemél byt jejich vykyv vétsi nez 30 °C na
ob¢ strany teplotni stupnice a ¢as by nemg¢l byt jiny neZ v fadu minut.

b) Dialyza

Zpracovani leukocytarniho homogenatu se provadi v uzavieném systému na dialyzacni kolon¢.
V pfipadg¢, Ze leukocytarni homogenat byl pred dals$im zpracovanim zmrazen, rozmrazi se ve vodni
lazni max. + 37 °C teplé. Teplota maze byt i nizsi (do + 4 °C). Je vyhodou, pokud se od definované
teploty nelisi o vice nez 20 °C.

Dialyza se provadi na dialyza¢ni jednotce z umélé ledviny obsahujici membranu, zadrzujici ¢astice
o relativni molekulové hmotnosti vétsi nez 10 000. Dialyza se provadi za snizené teploty +2 °C az
+8 °C. Tato teplota nema byt odlisna o vice nez 20 °C. Objem homogenatu leukocytarniho
koncentratu zpracovaného v jednom cyklu se pohybuje s vyhodu od 1,4 do 2,4 1. Nem¢l by byt
vysSi nez desitky litri a mensi nez 0,2 litru. Mnozstvi vody na injekci potiebné k dialyze
nizkomolekulamich latek v rozmezi teplot +2 °C az +8 °C se pohybuje v rozmezi 8 az 13 1.

Toto mnozstvi vody muze byt pfi pouZiti jinych teplot rizné, nemé¢lo by byt v jiném objemovém
fadu, nez jsou litry.

Je vyhodou, pokud pfi vlastnim pribéhu dialyzy dezintegrovany leukocytami koncentrat pomoci
¢erpadla koluje pres dialyzacni jednotku okruhem o pritoku 1,2 az 2,0 1/hod. a voda na injekei
jako dialyzacni medium pres stejnou dialyzaéni jednotkou druhym okruhem rychlosti 0,4 az
0,5 1/hod. Za téchto podminek se pohybuje doba dialyzy v rozmezi 24 hodin + 4 hod. Pokud jsou
v procesu pouzité jin¢ cirkulacni rychlosti, musi se umémé upravit 1 doba dialyzy. Dialyza se
ukon¢i, kdyz hodnota absorbance dialyzatu klesne pod 0,6 pii 260 nm. Tato hodnota je doporucena,
muze byt i odliSna.

Obdobnym zpusobem lze postupovat v pfipadé€, Ze je dialyza nahrazena ultrafiltraci.
¢) Odstranéni soli a koncentrace nanofiltraci

V tomto vyrobnim kroku se ziskany dialyzat zbavuje nezadoucich soli a zaroven se koncentruje
nanofiltraci na pozadovany objem.

Cilem je, aby dialyzat, ktery obsahuje pro dalSi zpracovani piili§ velky objem soli a vody, byl
odsolen a zakoncentrovan tak, aby byl pfimo pouzitelny pro konstrukei lyofilizované tablety. Proti
tepelnému namahani je produkt chranén chlazenim celého procesu. Teplota pii nanofiltraci by
nemg¢la prekrocit +30 °C a je vyhodou, kdyz se tato teplota, pohybuji v rozsahu 14 az 25 °C
a zpracovavany objem tekutiny neni vétSi nez 50 litri a mensi nez 5 litri. Idealni objem se
pohybuje kolem 15 litri. Pracovni tlak na filtru je 20 bar + 5 bar (2 MPa + 0,5 MPa). Vzdy je tieba
se¢ vyhnout statickému protitlaku na strané¢ permeatu. Filtrace se provadi systtmem maximalniho
oddéleni permeatu z filtrovan¢ho vzorku. Zbyvajici vzorek je ve filtraénim zafizeni pfimo nafedény
demineralizovanou vodou v mnozstvi odebraného permeatu. Po promichani takto nafedéné
tekutiny nasleduje vlastni filtrace. Tento postup se opakuje 4x. Pro nanofiltraci se s vyhodou
pouziva polyamidovy tenkovrstvy kompozit jako membrana o porozité umoziujici propustnost do
1000 Da.
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d) Tepelna inaktivace - tento technologicky krok probiha rovnéz dle soucasného stavu techniky.
Pro bezpecnost produktu je tfeba zajistit jeho inaktivaci. Transfer faktor je tepelné inaktivovan
pasterizaci pfi +60 °C po dobu 10 hodin ve vodni lazni. Popsany postup zarucuje, ze produkt je
bezpecny a zaroven je natolik Setrmy, Ze nezpusobi jeho poskozeni.

¢) Formulace tablety

Velikost Sarze (120 tablet)

Dextranum 40 6,0g
Iota karrageenan 0,18 g
Macrogolum 300 06g
Saccharinum natricum 0,04 g
TFI 30 davek
Aqua purificata ad 60,0 g

Predem se pripravi roztok transfer faktoru (30 davek) v 30 ml ¢isténé vody (pfipadné vody na
injekci). Nasledn¢ se pfipravi matrice: 0,18 g karagenanu iota se rozpusti za zvysené teploty ve
vodni lazni (60 °C) v 20 g ¢isténé vody (odpovida celkovému mnozstvi vzorku 60 g k pripravé
120 tablet). K tomuto roztoku se pfida 6,0 g dextranu 40 a michanim se rozpusti. K urychleni
rozpousténi dextranu 1ze pouzit ultrazvukovou lazen po dobu 1 min nebo lze smés udrzovat mirng
zahratou ve vodni lazni (40 °C).

Po ochlazeni na laboratorni teplotu se prida 0,6 g makrogolu 300 a 0,04 g sodné soli sacharinu,
doplni se ¢ist€énou vodou na 30,0 g a micha se do rozpusténi vsech slozek. Vznikla matrice se smisi
s roztokem transfer faktoru

f) Priprava lyofilizované tablety

Pripravena tekutd matrice tablet, obsahujici ucinnou latku transfer faktor se automatickou
davkovaci pipetou rozplni do jednotlivych jamek blistri po 0,5 ml. Pfed rozplnénim pfipravku TFI
do blistru se lyofilizator nastavi do modu funkce mrazeni - vymrazeni desek do definované teploty
-50 °C. Toto vymrazeni desek prob¢hne za cca 2 hodiny.

Po dosazeni pozadované teploty se zaloZi blistry s rozplnénou matrici tablet na vymrazené desky,
lyofilizator se pfepne do modu primarniho suseni (sublimace), nastavi se definované hodnoty pro
vymrazeni kondenzatoru na hodnotu -55 °C a hodnota vakua na 0,3 mbar (30 Pa). Po dosaZeni
nastavené teploty kondenzatoru se spusti lyofilizacni proces. Lyofiliza¢ni proces lze nastavit
v automatickém nebo poloautomatickém rezimu. V automatickém rezimu nelze zasahovat do
nastavenych parametri po celou dobu lyofilizace. Poloautomaticky rezim umoziuje upravovat
a prepinat jednotlivé faze ru¢nim ovladanim (vymrazeni, primami suseni, sckundarni suseni).

Po cca 2 hodinach prechazi lyofilizace do modu sekundariho suseni (desorbcee), teplota desek se
nastavi na -30 °C, vakuum na 0,005 mbar (0,5 Pa). Nasledn¢ se teplota desek postupné
v intervalech po 1 hodin€ snizuje na -20 °C, -10 °C, 0 °C, +10 °C a +25 °C.

Lyofilizaéni proces se ukonéi maximalné do 24 hodin, ¢as ukonceni lyofilizace se odviji od
dosazeni nastavenych hodnot desek a vakua.

Po ukonceni lyofilizace se lyofilizator zavzdusni, blistry s lyofilizatem se vyjmou a na blistrovacim
zafizeni zakryji folii. Pouzité lyofilizacni zafizeni: LYOBETA 15.
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Priklad 2
Lécivo transfer faktor

Vyse uvedenym zpusobem je pfipraveno 1éCivo transfer faktor, z leukocyti periferni krve,
obsahujici bilkovinné slozky a slozky nukleovych kyselin, jejichz pomér v 1é¢ivu vyjadiuje index
absorbance, coZ je pomér ziskany spektrofotometrickym mérenim absorbance v UV oblasti pfi
260 nm a 280 nm. Tento index nesmi mit hodnotu mensi nez 1,7 s vyhodu v rozpéti 1,7 az 2,1.
Lécivo je zbavené balastnich soli metodou nanofiltrace. Zadna ze slozek 1é¢iva nema molekulovou
hmotnost vétsi nez 10 000 daltona.

Priklad 3

Metodika testovani biologické ucinnosti 1é¢iva podle popsaného technického feseni
Test biologické uéinnosti

Pro méfeni viability byl pouzity prutokovy cytometr Guava EasyCyte, Luminex, USA a komer¢ni
MTT test Sigma-Aldrich, USA. Pro stanoveni viability bunééné linie byl pouzit kit Guava-
ViaCount, Luminex, USA, ktery rozliSuje zivé a mrtvé buriky na principu rozdilné permeability
bunééné membrany pro DNA-vazajici znacky. Bunééna linie Jurkat byla kultivovana v RPMI
médiu obohaceném 10 % fetalniho bovinniho séra, 2 mM glutaminu a smési penicilin (100 I/ml)-
streptomycin (100 pg/ml).

Pro test biologické ucinnosti se pouzije transfer faktor fedény 80 az 160krat. Inkubace bunék
probiha 72 h. Po této dobé inkubace se ke kazdé jamce v desticce prida 20 ul zasobniho roztoku
MTT (5 mg/ml) a desticka je nadale inkubovana 3 h pfi 37 °C. Poté se odstrani supematant
a vytvorené krystalky formazanu se solubilizuji ve 150 pl dimethylsulfoxidu. Vysledna opticka
denzita roztoki se méfi pfi 570 nm na destickovém spektrofotometru a vyhodnocuje se jako
viabilita bun¢k. Opticka denzita roztoku byla méfena pii 570 nm na destickovém spektrofotometru
(Beckman Coulter, USA).

P1i vlastnim testu je vyhodné pouzit tyto srovnavaci skupiny:

Kontrolni skupina - samotné neovlivnéné Jurkat bunky;

Jurkat buriky suprimované azathioprinem;

Jurkat buniky ovlivnéné transfer faktorem;

Jurkat burniky suprimované azathioprinem a nasledné ovlivnéné transfer faktorem.

Vyhodnoceni vysledkii:

Pridany samotny transfer faktor nijak neovlivni viabilitu bunék oproti kontrolni skupin¢.
Vzhledem ke kontrole prfidany azathioprin snizi viabilitu bunék pod 50 % hodnoty kontrolni
skupiny.

Transfer faktor v kombinaci s azathioprinem vrati viabilitu bun¢k potlacenou azathioprinem o cca
40 % smérem zpét k normalu.

Priklad 4
Lékova forma

Lékova forma podani, kterou je lyofilizovana tableta. V jedné lyofilizované tableté je obsazena
jedna Ié¢iva davka pfipravku, ktera predstavuje mnozstvi biologicky aktivnich latek ziskanych
z cca 200 milionu perifernich leukocytt, schopnych normalizovat porusenou bunécnou imunitu
pfijemce. Lyofilizovana tableta se vyrabi lyofilizaci tekuté matrice. Tekuta matrice se vyznacuje
hodnotou osmolality v rozpéti 150 az 400 mmol/kg. V lyofilizované tableté 1ze prokazat ucinnost
biologicky aktivnich latek.

-10 -



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 34708 U1

Lékova forma je pripravena zpusobem:

Dle predpisu pro formulaci jedné tablety se pfipravi roztok matrice tablet a vhodnym davkovacim
zafizenim se tento roztok rozplni pfimo do jednotlivych jamek blistrii po 0,5 ml.

Pred rozplnénim pfipravku do blistri se lyofiliza¢ni zafizeni nastavi do modu vymrazeni desek do
nadefinované teploty -50 °C. Vymrazeni desek do této teploty prob¢hne do cca 2 hodin.

Po dosazeni poZzadované teploty -50 °C se na vymrazené desky lyofiliza¢niho zafizeni zalozi blistry
s rozplnénym materidlem. Nasledn¢ se lyofiliza¢ni zafizeni prepne do modu primamiho suseni
(sublimace), nastavi se hodnoty pro vymrazeni kondenzatoru na hodnotu -55 °C a hodnotu vakua
na 0,3 mbar (30 Pa). Po dosaZzeni nastavené teploty kondenzatoru -55 °C se spusti lyofilizaéni
proces.

Lyofilizaéni suSici proces lze nastavit v automatickém nebo poloautomatickém rezimu.

V automatickém rezimu nelze zasahovat do nastavenych parametri po celou dobu lyofilizace,
poloautomaticky rezim umoznuje v prfipadé potfeby upravovat a prepinat jednotlivé faze
(vymraZeni, primarni suseni, sekundami suseni) ru¢nim ovladanim. Po 2 hodinach se¢ proces
lyofilizace méni do modu sekundarniho suseni (desorbce).

Teplota desek se nastavi na hodnotu -30 °C, vakuum na 0,005 mbar (0,5 Pa).

V dal§im postupu se teplota desek vzdy po 1 hodiné snizuje postupné na -20 °C, -10 °C, 0 °C,
+10 °C a +25 °C. Cely lyofilizacni proces se ukon¢i maximaln¢ do 24 hodin od jeho zahgjeni.
Realny ¢as ukonceni lyofilizace se odviji od dosazeni popsanych teplotnich hodnot desek a hodnot
vakua. Po ukonceni lyofilizace se lyofilizacni zafizeni zavzdusni, blistry s vysuSenym
produktem se vyjmou a na blistrovacim zafizeni uzaviou zatavovaci kryci folii. Predmétem
technického feseni v tomto vyrobnim kroku je forma lyofilizované tablety.

Vyse uvedenym zpusobem je pfipraveno léCivo transfer faktor, z leukocyti periferni krve,
obsahujici bilkovinné slozky a slozky nukleovych kyselin, jejichz pomér v 1é€ivu vyjadiuje index
absorbance, coZ je pomér ziskany spektrofotometrickym méfenim absorbance v UV oblasti pfi
260 nm a 280 nm. Tento index nesmi mit hodnotu mensi nez 1,7 s vyhodu v rozpéti 1,7 az 2,1.
Lécivo je zbavené balastnich soli metodou nanofiltrace. Zadna ze slozek 1é¢iva nema molekulovou
hmotnost vétsi nez 10 000 daltona.

Priklad 5
Pouziti 1¢kové formy

a) Pouziti transfer faktoru podle tohoto technického feseni jako 1€kové formy lyofilizované tablety
k podani do ustni dutiny, pii kterém lyofilizovana tableta bezprostfedné adheruje ke sliznici, tim je
zabranéno jejimu polknuti a je rychle na bukalni sliznici rozpusténa, pficemz se nedostane se pfimo
do traviciho systému.

b) Pouziti transfer faktoru podle tohoto technického feseni jako humanniho nebo veterinamiho
léciva.
¢) Pouziti transfer faktoru podle tohoto technického fesSeni jako humanniho nebo veterinamiho

dopliiku stravy.

d) Pouziti transfer faktoru podle tohoto technického reseni jako humanniho nebo jako veterinarniho
pripravku k napravé chorobnych stavii souvisejicich s poruchou bunééné imunity, tedy chronické
infekce, septické stavy, atopicky ekzém, recidivujici mykozy, psoriazy imunodeficience spojené
s onkologickou 1écbou.

-11 -
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¢) Pouziti transfer faktoru podle tohoto technického feseni jako humanniho nebo veterinariho
profylaktického pripravku.

Prumyslova vyuzitelnost

Technické feseni je vyuzitelné pii komercni pripravé jakéhokoliv transfer faktoru, specifického
1 nespecifického, piipravenc¢ho z leukocytl perifemni krve. Technické feseni je dale pouzitelné jak
pii vyrobé¢ humanniho 1é¢ivého pripravku, tak 1 u l€Civych pripravki uréenych pro veterinarni
pouziti. Technické feSeni je vyuzitelné pri komeréni pripravé jakéhokoliv transfer faktoru,
specifického 1 nespecifického, vyuzitelného jako soucast dopliki stravy. Pripravek ziskany
postupem piipravy podle tohoto technického feseni je pouzitelny u chorobnych stavi souvisejicich
s poruchou bunééné imunity (chronické: infekce, septické stavy, atopicky ekzém, recidivujici
mykoézy, psoriazy, imunodeficience spojené s onkologickou 1écbou). Pripravek je pouzitelny
1 profylakticky. Doporucené podani: lyofilizovana tableta je vlozena do ust, kde dojde k jejimu
ulpéni na sliznici a k rychlému rozpusténi. Tableta se nepolyka.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Kit pro test biologické ucinnosti transfer faktoru, vyznacujici se tim, ze obsahuje suspenzi
Jurkat bun¢k ve tfech variantach:

- Jurkat buriky suprimovan¢ azathioprinem a
- Jurkat buiiky ovlivnéné transfer faktorem a
- Jurkat buriky suprimovan¢ azathioprinem a nasledné ovlivnéné transfer faktorem,

pricemz dale obsahuje roztok tetrazoliové soli MTT, kde MMT predstavuje slouceninu
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid.
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